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RESUMEN EJECUTIVO

La creciente preocupacion por el manejo inadecuado de los residuos del café ha generado un
renovado interés en su aprovechamiento para producir bioproductos de valor afiadido. Varios
expertos han propuesto soluciones para este problema, como la codigestion anaerobica de los
residuos del procesamiento del café con excretas animales para acelerar la descomposicién de
compuestos organicos peligrosos, asi como la fermentacion en estado solido (FES) utilizando
hongos para transformar estos compuestos y obtener productos valiosos como hongos comestibles,
biocombustibles y enzimas industriales.

El género Aspergillus sp. se ha identificado como un microorganismo altamente efectivo en la
FES, ya que puede descomponer materiales lignocelul6sicos y producir enzimas celuloliticas,
como la celulasa. Este hongo puede crecer en condiciones de baja actividad de agua y en una
amplia variedad de sustratos, y tiene la capacidad de producir una extensa gama de enzimas
hidroliticas que descomponen la celulosa, uno de los principales componentes de los residuos
vegetales.

En este estudio se evalud la capacidad de este hongo para degradar la celulosa presente en la pulpa
de café y producir enzimas con actividad celulolitica por medio de una FES, teniendo en cuenta
diferentes parametros como temperatura (25 °C, 35 °Cy 45 °C) y el pH (3, 4 y 5) para maximizar
la produccion de biomasa y celulasa. Gracias a lo cual se logré encontrar una condicion en la que
la produccion de esporas se maximizaba simultdneamente, utilizando la metodologia de superficie
de respuesta, en un disefio factorial de 3 niveles, en biorreactores tipo bandeja simple. Luego del
analisis y optimizacion de modelos cuadraticos se obtuvo como resultado un mayor crecimiento

tanto de esporas como de enzimas a una temperatura de 25 °C Y pH de 5 como los optimos
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obteniendo un crecimiento de 6.27 esporas/g y 15,90 Ul/g., estos valores coinciden con los

predichos por los modelos cuadraticos, demostrando su validez.

SUMARY

La increasing concern for proper coffee waste management has sparked a renewed interest in
utilizing it to produce value-added bioproducts. Several experts have proposed solutions, such as
anaerobic co-digestion of coffee processing waste with animal excreta to expedite the
decomposition of hazardous organic compounds. Additionally, solid-state fermentation (SSF)
using fungi has been suggested to transform these compounds into valuable products like edible

mushrooms, biofuels, and industrial enzymes.

The genus Aspergillus sp. has been identified as highly effective in SSF, breaking down
lignocellulosic materials and producing cellulolytic enzymes, such as cellulase. This fungus thrives
in low water activity conditions, on a wide array of substrates, and has the capacity to produce an

extensive range of hydrolytic enzymes that break down cellulose, a key component in plant waste.

This study assessed this fungus's ability to degrade cellulose found in coffee pulp and produce
enzymes with cellulolytic activity through SSF. Various parameters like temperature (25°C, 35°C,
and 45°C) and pH (3, 4, and 5) were considered to maximize biomass and cellulase production. A
condition maximizing spore production was found using response surface methodology in a 3-
level factorial design within single tray bioreactors. After quadratic model analysis and
optimization, the optimal condition resulted in higher growth of spores and enzymes at a
temperature of 25°C and pH of 5, achieving a growth of 6.27 spores/g and 15.90 IU/g. These values

align with those predicted by quadratic models, validating their accuracy.
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Introduccion

Los residuos del café como la corteza y pulpa, que se derivan de los procesos industriales, no son
aprovechados por la mayoria de productores y procesadores. La pulpa del café es considerada
generalmente como un desecho y los métodos comunes para deshacerse de este subproducto

incluyen su descarga en los cursos de agua o su amontonamiento(INIAP, 2015).

(Tingo Proafio & Acosta, 2011) En el proceso de cultivo e industrializacion del café solamente se
aprovecha el 9.5% del peso del fruto fresco, por tanto, el 90.5% queda en forma de residuos
(cascarillas, pulpa y mucilago) (Tingo Proafio & Acosta, 2011), provocando un gran impacto al
ecosistema. Los desechos de esta industria podrian ser utilizados en la elaboracion de subproductos
de alto impacto para la agroindustria como productos concentrados para animales, pero solo se

limita a ser empleado como abono en el mejor de los casos.

(SECTOR CAFETERO ECUATORIANO, n.d.)Segun informacién del Servicio de Rentas Internas
- SR, las empresas dedicadas al cultivo de café a nivel nacional en el 2019, registraron un total de
ventas locales de $ 9,1 millones de dolares, del cual el 8.5% estd concentrado en la provincia de
Imbabura (Sanchez et al., 2020).Sin embargo, el cultivo de café en esta zona es en su mayoria
realizado por familias que realizan la actividad agricola de manera tradicional, lo cual provoca que
el grano de café no sea aprovechado en su totalidad debido a la falta de conocimiento y maquinarias
adecuadas, generando ain mas desechos contaminantes y por ende una baja economia para estos

pequefios caficultores.

Los desechos de la industria de café son una fuente importante de materia organica, por lo que es

muy atractivo como sustrato para la produccion de biomasa la cual se genera a través de un proceso
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fermentativo con ayuda de microorganismos como Aspergillus niger. El aprovechamiento de estos
residuos pretende minimizar el impacto ambiental que generan al ser desechados a las diferentes

vertientes de agua o amontonados.
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Justificacion
Los residuos de la industria del café pueden ser tratados e industrializados para la obtencion de

subproductos a partir de los mismos siendo esta una respuesta para reducir los indices de

contaminacioén.

La presente investigacion tiene como objetivo generar biomasa a partir de los desechos de la
industria cafetera mediante la fermentacion de estos con la ayuda de un hongo (Aspergillus niger)
y de esta manera no solo dar uso a los residuos, sino también reducir la contaminacion que este
genera estableciendo un ciclo cerrado en la produccion en donde el fruto es usado casi en su

totalidad.

((PDF) OBTENCION DE BIOMASA A PARTIR DE CASCARA DE CAFE, n.d.)La industria de
café genera subproductos como la pulpa, mucilago y el pergamino o cascarilla, los cuales
generalmente son desechados durante el procesamiento del mismo. La eliminacion de estos
desechos establece un problema ambiental, ya que la pulpa y mucilago (que se eliminan en mayor
cantidad) representan casi el total de la contaminacion del agua al ser desechados. De ahi que
exista la preocupacion por buscar nuevas alternativas para la utilizacion de residuos, como es el
caso de obtencion de biomasa. Este término conocido también como “proteina unicelular”, el cual
se refiere al producto obtenido a partir de levaduras, algas y hongos que crecen debido a procesos

fermentativos en los desechos organicos(Carrillo et al., 2011).

Esto dara como resultado la disminucion en la tasa de contaminacion por residuos producidos por
la agroindustria. En ecuador debido a su naturaleza agricola, la biomasa residual constituye una
fuente renovable de energia con alto potencial de aprovechamiento. Segun datos estadisticos se

producen 7.340 toneladas de residuos de café al afio en el pais de los cuales solo 13.46 MJ/kg son
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usados razdn por la cual es considerado un producto que se puede usar para la produccién de

biomasa y enzimas (Hidalgo et al., 2020).

El objetivo del presente estudio es determinar el efecto de tres diferentes condiciones de
temperaturay de pH en el crecimiento y generacion de biomasa y celulosa, su rendimiento, ademas
de medir y plantear curvas que demuestren la actividad que tienen el extracto. Adicionalmente se

optimizara los parametros antes mencionados para encontrar el mejor tratamiento de estudio.

Objetivos

Objetivo General

Desarrollar un proceso de fermentacion sélida para la obtencion de biomasa y celulasa con

Aspergillus niger a partir de residuos de cafe.

Objetivos especificos

e Caracterizar la materia prima
e Establecer los parametros de temperatura y pH en el proceso de fermentacion en estado
solido.

e Optimizar los parametros de temperatura y pH.
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Hipotesis

ALTERNATIVA

La temperatura y el pH influyen en la cantidad de biomasa y celulasa de Aspergillus niger

en un proceso de fermentacion en estado sélido.

NULA

La temperatura y el pH no influyen en la cantidad de biomasa y celulasa de Aspergillus

niger en un proceso de fermentacion en estado solido.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1 Cafe

El café, una planta cultivada principalmente en regiones tropicales, se utiliza principalmente para
extraer sus semillas y elaborar diversas bebidas. Actualmente, existen alrededor de 25 variedades
de café cultivadas a nivel mundial. En Ecuador, el café ha sido un destacado producto en las
exportaciones agricolas, convirtiéndose en una poderosa fuente de empleo durante varias décadas,
junto con el banano y el cacao. Estas actividades han dado origen a otras importantes ramas
econdmicas, como el comercio local de productos agricolas y el turismo en regiones cafetaleras.
El café ecuatoriano, conocido por su calidad y variedad, ha ganado reconocimiento internacional,
impulsando ain mas su demanda en los mercados globales y contribuyendo significativamente al
desarrollo econdmico del pais (Asencio, 2019).

1.1.1 Desechos de Café

En la agroindustria del café, tan solo el 9,5% del peso total del fruto se utiliza, dejando un 90,5%
de subproductos tras el proceso de beneficio. Lamentablemente, estos subproductos suelen ser
vertidos en los cuerpos de agua, lo que causa una significativa contaminacion y reduce las
posibilidades de vida en los ecosistemas afectados. En algunos casos, durante la época de
recoleccion, estos subproductos se almacenan temporalmente en las instalaciones productivas,
pero posteriormente se eliminan, contribuyendo a la contaminacién del suelo. (Restrepo & Villa,

2020
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1.1.1.1 Usos y Aplicaciones

La industria cafetalera en paises productores enfrenta un desafio significativo: la gestion de
subproductos y residuos, que representan una fuente considerable de contaminacién y problemas
ambientales. Desde mediados del siglo pasado, se ha impulsado la investigacion y desarrollo de
métodos innovadores para reutilizar estos residuos, transformandolos en valiosas materias primas.
Estos subproductos, que anteriormente se descartaban, ahora se convierten en elementos esenciales
para la elaboracion de piensos, bebidas, vinagre, biogas, cafeina, pectina, enzimas pecticas,
proteinas, biomasa y abono.(Serna, Torres, Martinez, & Hernandez, 2018).

Esta reutilizacion creativa no solo ha logrado reducir la cantidad de desechos vertidos, sino que
también ha generado oportunidades econdémicas y sostenibles. Al revalorizar estos subproductos,
se ha minimizado el impacto ambiental negativo de la produccién de café, promoviendo préacticas
mas responsables y alentando una economia circular dentro de la industria cafetalera. Esta
transformacion hacia la valorizacion de residuos ha marcado un paso fundamental en la
sostenibilidad ambiental y la eficiencia econdmica en el sector del café. (Restrepo & Villa, 2020).
1.2 Biomasa

La biomasa, entendida como material organico empleado para generar energia, abarca una
diversidad de fuentes segun la definicién de (Revelo, 2017). Esta se refiere a la parte de productos,
residuos y desechos de origen biolégico que pueden descomponerse naturalmente, provenientes
de actividades agricolas, abarcando materiales derivados tanto de animales como de plantas.
Ademas, la biomasa engloba aquellos provenientes de préacticas silvicolas, asi como la porcion
biodegradable de residuos industriales y municipales.

Esta definicion amplia y holistica de biomasa implica que los recursos biomasicos se originan en

una gama muy amplia y heterogénea de fuentes. Desde los desechos agricolas como céscaras de
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frutas, pajas y restos de cultivos, hasta residuos forestales y de industrias de alimentos, y la fraccién
biodegradable de los residuos urbanos e industriales, todos estos contribuyen al potencial de la
biomasa como una fuente energética renovable y sostenible.

La diversidad de estas fuentes refleja la versatilidad de la biomasa como un recurso energético que
puede ser aprovechado para generar electricidad, calor o biocombustibles, Ayudando a disminuir
la necesidad de utilizar energias no renovables y contrarrestando los efectos ambientales
relacionados con la produccidn de energia.

1.3 Factores de fermentacion
La velocidad de fermentacion del café esta estrechamente ligada a multiples factores
interrelacionados. La calidad del sustrato, que engloba la madurez y la salud del fruto, ejerce una
influencia crucial en la composicion quimica y microbioldgica de los granos despulpados, siendo
determinante en el proceso de fermentacion. Ademas, factores ambientales como la temperatura
exterior y la higiene en las instalaciones, el entorno, los equipos utilizados y el tiempo empleado
juegan un papel esencial en este proceso (Salazar, 2020.).

La calidad del sustrato se refiere a la condicion del fruto de café: su madurez, salud y estado
general. Los granos de café mas maduros y sanos tienden a fermentar de manera mas efectiva, lo
que contribuye a una mejor calidad del producto final. La composicion quimica y microbiolégica
de los granos despulpados se ve directamente influenciada por estas condiciones iniciales.
Ademas, los factores ambientales juegan un rol determinante. La temperatura externa afecta
significativamente la velocidad y la calidad de la fermentacion. Un ambiente higiénico, tanto en
las instalaciones como en los equipos utilizados, es crucial para evitar la contaminacion y mantener

condiciones 6ptimas para la fermentacion. El tiempo empleado y el sistema de fermentacion
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empleado también influyen directamente en la velocidad y la calidad del proceso de fermentacion
del café.(Salazar, 2020).

En conjunto, todos estos factores interdependientes moldean la velocidad y la calidad de la
fermentacion del café, destacando la importancia de un control minucioso y cuidadoso de cada

aspecto para obtener un producto final de alta calidad y consistencia.
1.3.1 Influencia de la Temperatura en el Proceso FES.

La temperatura es un parametro importante para el método FES ya que influye directamente en
la velocidad de crecimiento de los microorganismos, por tanto, es de vital importancia definir un
rango de temperatura ideal donde el crecimiento es éptimo, ya que fuera de este rango el
crecimiento puede demorarse o incluso no ejecutarse, ademas, es ideal introducir un sistema de
aireacion ya que la transferencia de calor aumenta las condiciones térmicas que pueden afectar a

las cepas y el desarrollo del proceso (Prieto & Torres, 2020).

1.3.2 Influencia del pH en el Proceso FES

La presencia de factores ambientales y nutricionales influye en la generacion de enzimas fuera de
las células por parte de un microorganismo. Entre estos factores, el pH tiene un impacto
significativo. Los hongos filamentosos pueden crecer en un rango amplio de pH, normalmente
entre 3y 7. No obstante, la produccion de celulasas en estos hongos tiende a ser mayor en un rango
mas especifico, tipicamente entre pH 4 y 6. Se ha observado que los valores de pH de 45y 5
promueven una mayor produccion de esta enzima. A medida que el pH aumenta, la produccion de
proteinas fuera de las células también aumenta, lo cual afecta negativamente la actividad especifica
de las celulasas. Por otro lado, una reduccién en este parametro conlleva a la inhibicion del

crecimiento de los hongos (Gualberto et al., 2017).
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1.3.3 Fermentacion Soélida
La fermentacion en estado solido (FES) ha demostrado ser un método exitoso en la produccion de
biomasa, asociado con la fase estacionaria de crecimiento microbiano. Este proceso se ha
implementado a escala industrial con el propésito de generar productos destinados a la agricultura
y la alimentacién animal. La singularidad de la FES radica en su capacidad para producir un
producto mas estable en comparacion con otros métodos de fermentacion, ademas de requerir
menor consumo energeético. La utilizacion de fermentadores mas pequefios facilita el proceso de
separacion de los productos en la etapa de separacion (downstream), lo que resulta en una mejora
significativa de la eficiencia del proceso. Esta técnica, al aprovechar el estado sélido del sustrato,
permite un control preciso de las condiciones de fermentacion, generando asi un producto final
méas homogéneo y de mayor calidad (Giraldo, 2020).
La fermentacion en estado solido (FES) se distingue por llevarse a cabo en un sustrato sélido con
niveles de humedad reducidos, generalmente por debajo de un limite de aproximadamente el 12%.
Este proceso se desarrolla en un entorno no aséptico y natural, tal como se sefiala en el estudio de
(Fonseca, Fernadez, & Lopez, 2020).

13.2.1 Parametros
Los pardmetros més importantes dentro de la fermentacion en estado solido se pueden detallar los

presentes en la siguiente tabla:

Tabla 1.

Pardmetros para fermentacion Sélida

Parametro Unidad
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Temperatura 20-45 °C
pH 3-4,5
Humedad 30%-80%

Fuente: (Gallardo, 2017)

Estos parametros son esenciales para controlar y optimizar el proceso de fermentacién en estado
solido, pero su importancia y valores especificos pueden variar segin el sustrato y los
microorganismos utilizados.

1.4 Seleccién del microorganismo

Los microorganismos tienen diferentes requisitos para crecer en un sustrato solido. La capacidad
de desarrollarse en un entorno no liquido depende de varios factores, incluida la actividad de agua,
la capacidad de anclaje y la capacidad de penetracion en matrices porosas. Ademas, la actividad
del agua es fundamental, ya que determina cuanta agua esta disponible para los microorganismos.
Algunos microorganismos pueden desarrollarse en condiciones de baja actividad de agua, lo que
les permite prosperar en sustratos solidos con baja humedad (Noguera, Sanchez, Soto, Ojeada, &
Rodriguez, 2020).

Los microhongos, como los mohos y algunas especies de levaduras, son especialmente adecuados
para la fermentacion en estado solido. Su capacidad natural para crecer sobre materiales solidos
les otorga una ventaja en este tipo de fermentacion. Ademas, su capacidad de penetrar y colonizar
sustratos porosos les permite descomponer y utilizar una amplia variedad de sustratos,

convirtiéndolos en una opcién favorable para la fermentacion en estado sélido.(Pastrana, 1996).
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A pesar de que las bacterias y levaduras son utilizadas cominmente en la industria alimentaria, los
microhongos se destacan en la fermentacion en estado solido debido a su adaptabilidad para crecer

en sustratos sélidos y su capacidad para producir enzimas y metabolitos deseables en este entorno.

1.5 Suplementos

El interés en el uso de suplementos en procesos fermentativos ha experimentado un notable
crecimiento entre los investigadores a nivel mundial en afios recientes. Esto se debe al empleo de
estos suplementos en procesos alternativos de fermentacion, aprovechando desechos o
subproductos de la agroindustria. Ademas, el bajo contenido de humedad en los sistemas de
fermentacion en estado sélido establece que solo ciertos grupos de microorganismos pueden
desarrollarse en este entorno, principalmente hongos y levaduras. Estos microorganismos tienen
la capacidad de crecer y prosperar con niveles reducidos de agua, lo que les otorga una ventaja en
la fermentacién en estado solido (Parzanese, 2016).

La utilizacion de suplementos en estos procesos ofrece una oportunidad innovadora para
transformar subproductos agricolas en productos valiosos, contribuyendo asi a la reduccion de
residuos y al desarrollo de précticas mas sostenibles en la industria. La habilidad de ciertos
microorganismos, como hongos y levaduras, para prosperar en condiciones de baja disponibilidad
de agua ha ampliado significativamente las posibilidades y la versatilidad de la fermentacion en
estado sélido, promoviendo asi un enfoque mas eficiente y sostenible en la produccion de diversos

productos fermentados. (Parzanese, 2016).

1.5.1 Microorganismos usados
En cada proceso fermentativo, la presencia de cultivos microbioldgicos, ya sean bacterias, hongos

o levaduras, es fundamental. En particular, en el proceso de fermentacion en estado sélido (FSS),
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la presencia de cultivos de hongos filamentosos resulta crucial debido a ciertas caracteristicas
especificas que les permiten adaptarse a un entorno con escasez de agua. Especificamente, se han
utilizado diversas especies de Aspergillus, las cuales son ampliamente preferidas y empleadas en
estos procesos (Parzanese, 2016).

La eleccion de Aspergillus se justifica por su notable capacidad para adaptarse a condiciones con
bajos niveles de humedad. Estos hongos filamentosos poseen caracteristicas Unicas que los hacen
ideales para el FSS: tienen la habilidad de crecer rapidamente y secretar una amplia variedad de
enzimas. Ademas, su forma de crecimiento en forma de micelios o filamentos facilita la extraccion
de los productos resultantes del proceso.

El desarrollo de estas especies de Aspergillus en el FES no solo ofrece la produccién de productos
especificos, sino que también contribuye a la extraccion eficiente de enzimas y metabolitos
valiosos. Esta eleccion estratégica de cultivos microbioldgicos es esencial para optimizar la
eficacia y la calidad en los procesos de fermentacion en estado sélido, permitiendo la produccion
de una amplia gama de productos fermentados con un alto valor comercial. (Greice Sandri &

Moura da Silveira, 2018).

1.6 Aspergillus niger

El Aspergillus niger es, un hongo filamentoso que se caracteriza por su coloracion negra. Este
hongo suele encontrarse principalmente en frutas citricas y vegetales, cuando alcanzan un estado
avanzado de descomposicidon. El Aspergillus niger es conocido por su capacidad para prosperar en
condiciones de pH bajo y altas concentraciones de azUlcares, lo que a menudo se encuentra en
frutas y vegetales maduros o en proceso de descomposicion. (Sandri & da Silveira, 2018).

Este hongo al desarrollarse condiciones Optimas tanto de nutrientes como de condiciones

ambientales son capaces de producir metabolitos que son empleados dentro de la industria,
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principalmente la alimentaria, un ejemplo de esto son las enzimas celuliticas que se aplican en una
variedad de campos y sectores debido a su capacidad para descomponer la celulosa, asi también
en laindustria del café y cacao para acelerar el proceso fermentativo para la remocion del mucilago
de la semilla dando a estos también sus caracteristicas organolépticas deseadas (Sandri & da
Silveira, 2018).

1.6.1 Usos y aplicaciones

Los hongos, debido a su capacidad para producir una variedad de metabolitos segln el medio en
el que se cultivan, son utilizados a escala industrial para la extraccion de enzimas, especialmente
en la industria cafetera y cacaotera. Las enzimas producidas por estos hongos tienen un papel
fundamental al acelerar el proceso fermentativo para eliminar el mucilago de la semilla de café o
cacao. Entre las enzimas que estos hongos pueden producir se encuentran la proteasa, pectinasa,
celulasa, entre otras. Estas enzimas son clave en el proceso de fermentacion, ya que la proteasa
descompone las proteinas, la pectinasa descompone la pectina y la celulasa descompone la
celulosa, contribuyendo asi a la degradacion de los componentes del mucilago.

La extraccion de estas enzimas se realiza principalmente en medios sélidos, lo que simula de
manera efectiva el entorno de desarrollo natural de estos hongos. Esta metodologia ofrece una
forma sencilla y eficiente de produccion de enzimas, facilitando su obtencién para su aplicacion
en la industria cafetera, cacaotera y otras areas relacionadas con la fermentacion y la produccién
de alimentos. (Sandri & da Silveira, 2018).

1.7 Métodos de produccion de biomasa

La biomasa, como fuente de energia renovable, se deriva de diferentes fuentes, siendo los cultivos
bioenergéticos, los residuos agricolas y los residuos forestales sus principales componentes. Estas

categorias abarcan desde cultivos especificamente destinados a la produccion de energia, como
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maiz o cafia de azlcar, hasta subproductos agricolas y forestales, como la paja, los desechos de
madera y otros residuos organicos. Cuando se trata de la conversion de biomasa en energia, se
emplean dos procesos fundamentales: el termoquimico y el bioquimico. El proceso termoquimico
involucra la transformacion de la biomasa a través de la combustion, pirolisis o gasificacion, donde
se aplica calor para descomponer la materia organica y producir energia en forma de calor,
electricidad o biocombustibles gaseosos o liquidos.

Por otro lado, el proceso bioguimico se centra en la utilizacion de microorganismos para
descomponer la biomasa mediante la fermentacion. Este proceso es de particular interés en nuestro
experimento, ya que la fermentacién de materiales organicos puede generar biocombustibles como
etanol o biogas, ademéas de producir subproductos Utiles como enzimas y otros compuestos
bioquimicos (Quintero, 2015.).

1.8 Medicion de la biomasa

El anélisis de estas mediciones proporcionar informacion valiosa sobre la eficacia del tratamiento
seleccionado, su estabilidad durante el almacenamiento y su capacidad para mantener la actividad
enzimaética a lo largo del tiempo. Estos datos son fundamentales para comprender la viabilidad y
la aplicabilidad préactica del tratamiento en cuestion, asi como para evaluar su potencial en
aplicaciones futuras en el &mbito de la biomasa y la produccion de biocombustibles(Bello et al.,
2006).

1.9 Enzimas

Las enzimas desempefian un papel esencial como catalizadores en los procesos celulares,
interviniendo y acelerando reacciones quimicas vitales para el funcionamiento de los organismos.

Su funcion dentro de las células es de suma importancia. La eficacia de las enzimas como
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catalizadores radica en su capacidad para aumentar drasticamente la velocidad de las reacciones
quimicas, superando en muchos casos a los catalizadores artificiales conocidos.

Una de las caracteristicas mas impresionantes de las enzimas es su alta especificidad. Cada enzima
estd disefiada para interactuar con una sustancia especifica, denominada sustrato, y catalizar una
reaccion particular. Esta especificidad permite que las enzimas induzcan la transformacion de un
tipo particular de sustancia, mientras ignoran otras moléculas presentes en el entorno de la
reaccion. Esta capacidad de reconocimiento y unién selectiva con sus sustratos es fundamental
para la precision de las reacciones bioguimicas en los organismos Vvivos.

Gracias a esta combinacion de alta eficiencia catalitica y selectividad, las enzimas juegan un papel
critico en los procesos bioldgicos, regulando y facilitando un amplio espectro de actividades
metabdlicas, desde la digestidn de los alimentos hasta la replicacion del ADN. Su especificidad y
capacidad para acelerar reacciones quimicas de manera selectiva son aspectos fundamentales que
permiten la realizacion de las complejas funciones celulares con precision y eficacia. (Ramirez,
2014).

1.9.1 Estabilidad Enzimatica

La estabilidad enzimatica es esencial para evaluar la capacidad de una enzima para mantener su
actividad bioldgica o su estructura conformacional frente a condiciones adversas, como el
almacenamiento, aislamiento, purificacion u otras manipulaciones fisicas o quimicas. Esto incluye
la exposicién a enzimas proteoliticas 0 a cambios de temperatura.

En el contexto del experimento, es crucial considerar este aspecto para comprender si la enzima
en cuestion conserva sus propiedades funcionales a pesar del almacenamiento al que sera sometida.
El objetivo principal sera evaluar la estabilidad de la enzima a lo largo del tiempo y bajo diferentes

condiciones de almacenamiento. Esto permitira determinar si la enzima conserva su actividad
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catalitica deseada y si mantiene su estructura conformacional, lo que aseguraria su utilidad practica
y su viabilidad en aplicaciones futuras.

El analisis de la estabilidad enzimatica proporcionara informacién valiosa sobre la longevidad
funcional de la enzima, su capacidad para mantener sus propiedades activas y su resistencia a
condiciones adversas. Esto permitird tomar decisiones fundamentadas sobre la viabilidad y el
potencial de uso de la enzima en aplicaciones industriales o en otros campos donde se requiera su
actividad enzimatica especifica. (Ubalde et al., 2002).

1.9.2. Medicion de la Estabilidad Enzimaética

La prueba DNS, una técnica refractométrica, es una opcion para medir la cantidad de azlcares
reductores presentes en el extracto. Esta prueba se emplea para cuantificar y representar
graficamente la actividad enzimatica a lo largo del tiempo, mostrando las variaciones en la
concentracion de azUcares reductores como consecuencia de la actividad de las enzimas que se
encuentran en el extracto.

Esto enfoque proporciona una vision detallada de la actividad enzimética en el extracto y como
esta puede ser afectada por el almacenamiento. Las curvas resultantes muestran la eficiencia de las
enzimas a lo largo del tiempo y bajo condiciones de almacenamiento, proporcionando informacion
valiosa sobre la estabilidad y la viabilidad de las enzimas para aplicaciones futuras en
biotecnologia, produccion de biocombustibles u otros campos donde se requiera su actividad

catalitica(Bello et al., 2006).

1.10 Celulasa
La celulasa es una enzima clave que pertenece al grupo de las hidrolasas, con la habilidad para

degradar la celulosa, un elemento que conforma la estructura de las paredes celulares de las plantas.
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Su presencia es crucial para mejorar el valor nutricional de los alimentos y facilitar la digestion de
la fibra presente en la dieta.

Ingerir enzimas celulasas puede ser beneficioso, ya que estas enzimas ayudan a descomponer las
complejas estructuras de la celulosa, permitiendo asi que el organismo pueda aprovechar una
mayor cantidad de energia. La accion de la celulasa convierte la celulosa en unidades mas simples
de glucosa, que son mas faciles de absorber y utilizar como fuente de energia por el cuerpo
humano.

Esta capacidad de las enzimas celulasas para romper las paredes celulares de las plantas y liberar
la glucosa tiene un impacto significativo en la digestion de la fibra dietética, lo que contribuye a
mejorar la eficiencia de la digestion y a obtener un mayor aporte energético a partir de los
alimentos vegetales. Esto puede ser especialmente beneficioso para aquellos con una dieta rica en
fibras, ya que les permite obtener una mayor cantidad de nutrientes y energia a partir de esos

alimentos (Vazquez, 2011)

1.10.1 Usos y aplicaciones

Las enzimas, especialmente las celulasas, tienen una gran variedad de usos en el sector alimentario
y mas alla. En la produccién de zumos vegetales, estas enzimas son utilizadas para la extraccion y
clarificacion, ayudando a liberar los nutrientes y mejorar la transparencia del jugo. En la industria
del aceite de oliva, las celulasas son empleadas para incrementar el rendimiento del aceite,
actuando sobre la pulpa del fruto y facilitando la extraccion del aceite.

En la panaderia, las enzimas son fundamentales para mejorar la calidad de los productos
horneados, modificando la estructura del almidén y la fibra, lo que influye en la textura y la calidad

del pan, pasteles y galletas. En la industria de la cerveza y el vino, estas enzimas juegan un papel
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crucial en la fermentacion, ayudando a descomponer los compuestos de la materia prima y
mejorando la eficiencia del proceso (Medellin, 2020) .

Ademas de la industria alimentaria, las enzimas celulasas se utilizan en otros sectores como la
alimentacion animal para mejorar la digestibilidad de los alimentos, en la lavanderia para la
eliminacion de manchas, en la industria textil para suavizar fibras y en la industria papelera para
reducir la viscosidad y mejorar el blanqueo de la pulpa.

Estas aplicaciones diversas resaltan la versatilidad y la importancia de las enzimas celulasas en
multiples campos industriales, donde su capacidad para catalizar reacciones especificas es
fundamental para mejorar procesos, aumentar la calidad de productos y reducir los costos de

produccion. (Medellin, 2020)
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CAPITULO I

METODOLOGIA

2.1 Caracterizacion del Area de Estudio

El experimento se lo realizé en la ciudad de Ibarra, especificamente en los de la Facultad de
Ingenieria en Ciencias Agropecuarias y Ambientales (FICAYA) de la Universidad Técnica del
Norte. La Tabla 2 proporciona una descripcion detallada de los laboratorios y la ubicacion exacta

donde se llevaron a cabo los experimentos.

Tabla 2.

Ubicacién y datos meteoroldgicos del lugar de experimentacion

Provincia Imbabura

Canton Ibarra

Altitud 2225 m.s.n.m

Humedad Relativa Promedio 62%

Temperatura media 17°C

Pluviosidad 503-1000 mm. Afio

Sitio 1 Campus Colegio Universitario

Laboratorios de biotecnologia ubicados
en las unidades eduproductivas de la
Universidad Técnica del Norte

Sitio 2 Campus “San Vicente de Paul”
Laboratorios de  Analisis  Fisico-

Quimicos FICAYA

Fuente: (Weather Spark, 2020)
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2.2 Materiales, Equipos e insumos.
Para la realizacion del experimento se requirio de diversos materiales directos los cuales se detallan
a continuacion.

Insumos

. Pulpa de café

. Agar tripticasa de soja (TSA)
. Sacarosa

. Extracto de levadura

. Agua destilada

. Pectina

. Hidréxido de Sodio (NaOH) 0.1N

. Acido citrico

. Acido 3,5 dinitrosalicilico

. Tartrato de Sodio-Potasio
Materiales.

e Tubos de Ensayo

e Bal6n aforado



Soporte universal
Papel filtro

Membrana de filtracion
Kitasato

Cajas Petri

Frasco Boeco

Tubos falcon

Tubos Eppendorf
Cubetas para espectrofotometria de 1.5 ml
Probeta

Matraz Erlenmeyer
Vaso de precipitacion
Tamiz 0.2 mm

Bolsas de polietileno

Bolsas Ziploc.

Equipos.

Centrifuga refrigerada

Biorreactor con regulacion de temperatura y humedad
Congelador

Bomba de vacio

Agitador magnético

Estufa

36



e Espectrofotometro
e Secador de bandejas

e Licuadora.

2.2.3 Software.

37

Para el analisis de los datos obtenidos en el experimento se utilizaron diversos programas

estadisticos y de calculo, entre los que se incluyen:

e Excel 2016

e Design-Expert 13 (version libre)

2.3 Métodos.

Se realizaron andlisis en la pulpa de café para medir su pH, humedad, contenido de materia seca 'y

cenizas, siguiendo las normativas detalladas en la Tabla 3. También se llevo a cabo un proceso de

secado para preservar la pulpa de café.

Tabla 3.

Variables Cuantitativas del Andlisis Fisico Quimico.

Analisis Método Unidades Referencia
Secado Deshidratacion - (Torres, Martinez, Serna,
& Hernandez, 2018)
pH Potenciométrico Adimensional (NTE INEN 0381)
Cenizas Cenizas totales % (NTE INEN 0401)
Humedad Termobalanza % (NTE INEN 1 513)
Materia seca Termobalanza % (NTE INEN 1 513)
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2.3.2 Establecer los parametros de temperatura y pH en el proceso de fermentacién en
estado sdlido.

La temperatura y el pH son factores clave en el método FES, dado que afectan directamente la
velocidad de crecimiento de los microorganismos. Por ende, es crucial establecer los intervalos

optimos de estas variables, donde el crecimiento sea mas favorable.

Obtencion y manejo de las cepas de Aspergillus sp.

Se emplearon cepas de Aspergillus sp. provenientes del laboratorio de Biotecnologia Aplicada. El
crecimiento de estas cepas siguid el procedimiento detallado por, Trejo Hernadez (1991). Se
escogieron aquellas cepas que colonizaron completamente la placa, lo que posibilitd dar inicio a
la experimentacion en el laboratorio de microbiologia de la Carrera de Agroindustrias del Campus

San Vicente de Paul.

El proceso de preparacion del indculo consistié en propagar el Aspergillus sp. en medio TSA,
incubandolo entre 23 y 25 °C durante 5 dias hasta que el peso de las placas > 1 g. Posterior al
aislamiento del hongo se procedera a realizar la siembra en el sustrato el cual previamente sera
mezclado con suplemento nutritivo a razén de 8 ml respecto a su masa total con el fin de proveer
al hongo de la fuente necesaria de nutrientes para su desarrollo. La composicion de la citada
solucion fue, expresado en g - dm: glucosa 50, sulfato de amonio 25, hidrégenofosfato de potasio
10, sulfato de magnesio heptahidratado 2.5, extracto de levadura 5 (Aguilar-Navarro et al., 2014),
y se vertio sobre la placa para arrastrar las esporas e hifas del Aspergillus sp. al medio fijador.
Seguido, se mezcld con la cantidad de agua destilada estéril necesario para ajustar a la humedad

de 80% (inicio del proceso de fermentacion) el y se inocul6 en 75 g del sustrato seco, que consiste
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en residuos de café deshidratado y estéril. El sustrato inoculado se coloc6 en charolas para facilitar
el intercambio de gases y calor y garantizar el crecimiento del hongo en condiciones estaticas

(Nufiez Pérez Jimmy, 2020).

Variables de investigacion.

Se utilizé un disefio experimental 32, en donde las variables evaluadas fueron la temperatura (°C)
y pH, cada uno con tres niveles diferentes. La utilizacion de un disefio 3% proporciona una
estimacion mas precisa de los resultados de las variables y de sus interacciones, ya que se basa en
multiples repeticiones de cada combinacion de niveles. Esto mejora la confiabilidad y robustez de
los resultados obtenidos. Segln (Fernandez, 2020)el disefio experimental 3% es una estrategia
poderosa y eficiente para estudiar multiples factores y sus interacciones, lo que proporciona una
comprension mas profunda del fenémeno investigado y facilita la toma de decisiones informadas
en diversos campos de la ciencia y la ingenieria. Estos factores y sus respectivos niveles se

presentan en la Tabla 4

Tabla 4.

Factores en estudio.

« Te1=25°C
Temperatura «  Te2=35°C
* Te°3=45°C
pH . pHI=3
* pH2=4

e pH3=5



Caracteristicas de experimento.

Se llevo a cabo tres repeticiones de cada uno de los nueve tratamientos. Esto condujo a un conjunto
de 27 unidades experimentales en total. Cada una de ellas contiene 75 g de sustrato esterilizado e
inoculado con un 1% m/m de biomasa de hongo (Aspergillus sp.). Se realizd un analisis DCA

(analisis de componentes principales) con un arreglo factorial AxB para evaluar los resultados. Las

caracteristicas especificas del experimento se presentan en la Tabla 5 y 6.

Tabla 5.

Combinacion de factores en estudio.

Tratamientos 9

Repeticiones 3

Unidades experimentales 27

Tabla 6.
Factores en estudio.

N° Factor A Factor B Combinacion
tratamientos (Temperatura) (Sustrato)
1 T1 pH1 TipH1
2 T2 pH1 T2pH 1
3 T3 pH1 T3pH 1
4 T1 pH 2 T1lpH?2
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5 T2 pH 2 T2 pH 2
6 T3 pH 2 T3pH 2
7 T1 pH 3 T1pH 3
8 T2 pH 3 T2pH 3
9 T3 pH 3 T3pH 3

Descripcion de las variables del experimento.

El experimento se centra en el andlisis de diversas variables fundamentales que influencian el
resultado del estudio. Estas variables, cuidadosamente seleccionadas, desempefian un papel crucial
en el desarrollo y la comprension de los fendmenos bajo investigacion. A continuacion, se
detallardn las principales variables que han sido consideradas en este riguroso estudio y su

relevancia en el contexto del experimento.

Temperatura y pH: La medicion de la temperatura se realizo6 utilizando un sensor DHT11, el cual
fue programado a un Arduino nano. La lectura obtenida del sensor fue proyectada en una pantalla
LED que también estaba conectada al dispositivo. Se debe tener en cuenta que el margen de error
para la temperatura era de £1°C, en cuanto al pH se regulo al inicio del experimento con buffers

de pH 3, 4 y 5 respectivamente.

Inéculo: Para la inoculacion, se utilizo un 1% m/m de biomasa del hongo Aspergillus sp. El calculo
de la cantidad de biomasa Se llevo a cabo mediante la medicion de la diferencia de peso, tomando
el peso de la placa antes de la inoculacion y restando el peso final una vez que el hongo la colonizé

por completo.
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Biomasa: Se emplea la cdmara de Neubauer y la de Fuchs-Rosenthal para determinar la cantidad
de esporas presentes por mililitro de muestra diluida. Las férmulas utilizadas para calcular la

concentracion de esporas finales se encuentran detalladas en el Anexo 1. (Yépez, 2019)

Actividad enzimatica: La actividad enzimadtica se expresa en Unidades Internacionales (UI), Y se
establece mediante un factor de conversion que transforma los azlcares reductores en unidades de
actividad enzimadtica. En este caso, 1 mg de glucosa liberada equivale a 0,185 Ul/ml. (Jaen,

Alvarez, Angulo, & Moreno, 1986).

2.3.3 Evaluacion de la Actividad Enzimatica y formacion de esporas del Producto

Se llevo a cabo curvas de actividad enzimatica y formacion de esporas con el propoésito de
identificar los tratamientos mas efectivos. Para ello, se utilizard un Analisis de la Varianza
(ADEVA). Si se detectan diferencias significativas entre los tratamientos, se realizo la prueba
Tukey al 5%. Esta prueba permitié realizar comparaciones entre las medias de los distintos
tratamientos en el experimento, lo que resulta esencial para evaluar las hipotesis planteadas. De
esta manera, se podra determinar cuéles tratamientos muestran un impacto significativo tanto en
la actividad enzimatica como en la formacion de esporas y cuéles podrian ser considerados como

los mas prometedores

Tabla 7.

Analisis para determinacién de actividad enzimética

Analisis Método Unidades Referencia

Determinacion de DNS (&cido 3,5 dinitro
g/l (Bello et al., 2006)
azucares reductores  salicilico)
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Esta prueba se la realizd con la finalidad de determinar la cantidad de azucares reductores
producidos por la enzima permitiendo de esta manera elegir el mejor tratamiento.

2.4 Optimizacion los Parametros de Temperaturay pH

La naturaleza secuencial de la Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR), inicia cuando
existe una caracteristica de interés a ser medida y continGa con la generacion de ideas para
determinar el conjunto de factores o variables controlables significativas que determinan su
comportamiento (Ndchez, J. & Ventura, A., 2009). El documento establece que el objetivo inicial
de estas técnicas es crear un experimento que genere valores coherentes para la variable medida,
seguido por la identificacién del modelo matematico més adecuado para los datos obtenidos. El

proposito tltimo es definir los valores de los factores que maximicen el valor de la variable medida.

Sistema de Cadena representacion MSR

Y == bO + b1x1 + bzxz

Fuente: (N6chez & Ventura, 2009)

Se implementd el programa Design Expert 13.0 para evaluar los disefios experimentales, una breve

definicion la presenta Anderson (2018) Desgin Expert 13 estd disefiado para quienes no son
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estadisticos y necesitan ejecutar el disefio de experimentos solo ocasionalmente. La interfaz
intuitiva facilita la construccion y analisis de disefios, siendo aun el Unico paquete de software de

disefio experimental que identifica con maxima eficacia las relaciones causa-efecto.

Se aplico la metodologia de superficie de respuesta utilizando un disefio central compuesto en el
programa Design Expert 13.0 para optimizar los parametros de temperatura y pH. Estos son
fundamentales para alcanzar los mejores resultados en la productividad volumétrica de biomasa y
enzimas en el bioproceso. El proceso incluyd multiples experimentos y se verificara la validez del
modelo con tres repeticiones, empleando los parametros dptimos sugeridos por el programa. Esto

permitira identificar las condiciones ideales que maximicen la productividad.

2.5 Manejo Especifico del Experimento
El manejo preciso y meticuloso del experimento es esencial para asegurar que los resultados
obtenidos sean validos y fiables. En este sentido, se han establecido procedimientos rigurosos y

detallados para llevar a cabo cada etapa del experimento de manera sistemética y controlada.

2.4.1 Diagrama de Flujo
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2.6 Descripcién del Proceso

A continuacion, se describira en detalle el manejo especifico del experimento, abordando desde la
preparacion de las muestras hasta el analisis de los datos, con el objetivo de garantizar la precision
y la reproducibilidad de los hallazgos obtenidos, los cuales también se muestran en el Anexo 2

Seleccion y toma de muestras.

El sustrato utilizado en este experimento fue recolectado en el barrio Santa Rosa de Nanegal,
ubicado en Pichincha. Se aseguro de que la materia prima no presentara sefiales de descomposicion

o fermentacidn antes de ser recolectada y transportada en bolsas de polietileno selladas.

Lavado y seleccion.
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El lavado fue llevado a cabo con el objetivo de eliminar cualquier sustancia que pudiera interferir
con los resultados del experimento. Para ello, se utiliz6 agua a temperatura ambiente y se llevo a

cabo un lavado continuo durante 2 a 3 minutos.

Secado.

El propdsito de realizar el proceso de secado fue para obtener una medida inicial de la humedad
de la materia prima y para su posterior conservacion. Para llevar a cabo el secado, se utiliz6 un
secador de bandejas el cual estuvo programado para llegar hasta una temperatura de 60 °C durante

un periodo de 12 horas, lo que permitio facilitar la trituracién del material.

Triturado.

Para permitir que el hongo colonizara rapidamente el sustrato durante su desarrollo, se llevé a cabo
un proceso de trituracion que tuvo como objetivo reducir y homogeneizar el tamafio de las
particulas. Como resultado, se obtuvieron particulas de alrededor de 2 mm, lo que permitio al

hongo fijarse al sustrato de manera eficiente y colonizarlo completamente.

Caracterizacion.

Se llevaron a cabo pruebas fisicoquimicas (pH, humedad, azlcares reductores y cenizas) con el
objetivo de determinar si se necesitaba estandarizar la materia prima, en particular la humedad y

el pH, utilizando los métodos descritos en la Tabla 3.

Envasado.

El sustrato se colocd en bolsas transparente de polietileno de 250 g cada una, se sellaron y se

almacenaron a temperatura ambiente.
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Esterilizacion.

El sustrato fue esterilizado en la autoclave a 121 °C y 1.2 atmosfera de presion durante un periodo

de 15 minutos.

Pesado del sustrato.

Para evitar exceder el limite recomendado de un centimetro de altura del sustrato, se utiliz6 una
masa de 75 g de sustrato por cada repeticion en la bandeja, siguiendo las sugerencias de
Villalpando (2010).

Hidratacion de muestras.

La hidratacion del sustrato se llevo a cabo midiendo la diferencia de peso y considerando la
humedad inicial del mismo. Esto asegurd que todos los tratamientos comenzaran con la humedad
adecuada. Una vez dentro del biorreactor, se mantuvo constante la humedad inyectando aire

himedo segun fuera necesario.

Inoculacion.

Se agrego al sustrato una cantidad de biomasa equivalente al 1% de su masa total, de acuerdo con
la recomendacion de Villalpando (2010). Después de la inoculacion, se distribuyo el sustrato en
las bandejas correspondientes a cada ambiente para iniciar el proceso de fermentacion.

Regulacion del pH

El pH se reguld con ayuda de una solucion buffer de sulfatos, preparado con fosfato disddico
(Na2HPO4) y fosfato monosddico (NaH2POs) utilizando la ecuacion de Henderson-Hasselbalch,
(2) y ajustando con hidroxido de sodio y &cido clorhidrico al 10% de acuerdo con el pH requerido

en cada tratamiento de acuerdo con la tabla 4.
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Mezclado.

Se llevé a cabo la mezcla de la muestra para lograr una distribucion uniforme al inicio del proceso

de fermentacion.

Fermentacion.

Durante el proceso fermentativo, se controlaron los factores, temperatura (25 °C, 35 °C y 45 °C)
y pH (3, 4, y 5). Se recolectaron muestras de cada tratamiento cada 72 horas, analizando la
actividad enzimatica y la produccién de esporas. Para determinar el momento de finalizacion de la
fermentacion, se aguardo hasta que alcanzara la fase estacionaria, identificada por el recuento de
esporas, y se considerd concluida cuando los valores se mantuvieron estables o disminuyeron
durante tres muestras consecutivas. Se selecciond el tiempo més corto de los tres para sefialar la
escasez de nutrientes o cambios en la composicion del medio, caracteristicas de esta etapa. El
biorreactor utilizado permitio controlar los distintos entornos propuestos para el experimento, por

lo que se procedio a estabilizar el equipo antes de incubar las unidades experimentales.

Filtrado.

El objetivo de este proceso fue separar los sélidos de mayor tamafio, como el sustrato y la biomasa,
del liquido sobrenadante. Para lograrlo, se utilizo un sistema de filtrado al vacio y luego se procedio

con el proceso de centrifugacion.

Centrifugacion

Se centrifug6 a 4000 rpm durante 15 minutos a una temperatura de 20 °C, lo que provoca la lisis
celular de las esporas que pudieran haber quedado en el extracto después del filtrado, obteniendo

asi un extracto limpio y libre de impurezas.
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Medicion DNS.

El método utilizado para medir la cantidad de azlcares reductores presentes en la muestra es un
método colorimétrico que involucra la reaccidn de estos azucares con el &cido 3,5 dinitrosalicilico.
Esta técnica fue utilizada tanto en el anélisis inicial de las muestras, asi como en todos las unidades
experimentales, para ello se realiz6 una curva de calibracién con la cual determinamos la cantidad
de azlcares presentes en cada etapa del estudio. Para llevar a cabo la medicién, se realizé una
curva de calibracion de glucosa, que permitio estimar los valores de las muestras utilizadas, y se

muestra en la figura 1.

Figura 1.

Curva de calibracion de azUcares reductores

Curva de calibracion de azucares reductores
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El método de Miller (1959) que se menciona aqui se refiere al método de determinacion de
azlcares reductores mediante el reactivo DNS (acido 3.5-dinitrosalicilico), el cual se utiliza

comunmente para cuantificar la cantidad de azucares presentes en una muestra. La curva de



52

calibracidn se realiza a partir de diferentes concentraciones conocidas de una solucién estandar de

glucosa y se utiliza para estimar la cantidad de azUcares presentes en las muestras.
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CAPITULO II1I.

RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1. Caracterizar los Desechos de Café Mediante Analisis Fisicoquimicos

El andlisis fisicoquimico de la materia prima, en este caso, la pulpa de café fue realizada para
determinar su composicion y crear un punto inicial en el proceso de fermentacion utilizando el
hongo. (Aspergillus sp). Esta caracterizacion se llevé a cabo después de someter el material a un
proceso de conservacion mediante secado, seguido de un envasado adecuado.

El objetivo de esta caracterizacion fisicoquimica era obtener informacion precisa sobre los
componentes presentes en la pulpa de café, tales como su contenido de humedad, azlcares
reductores, cenizas y otros parametros relevantes para el proceso de fermentacion. Al conocer la
composicion inicial de la materia prima, se puede establecer una base para el desarrollo del proceso
de fermentacion con el hongo, asegurando asi un entorno adecuado y controlado para su
crecimiento y actividad metabdlica.

Se realizo el proceso en tres ocasiones, obteniendo muestras de la pulpa de café de un Unico
proveedor de forma aleatoria. La seleccion aleatoria garantiza que las muestras sean
representativas y evita cualquier sesgo en la seleccion del material ademéas de asegurar asi la
uniformidad del material utilizado. Al realizar el proceso por triplicado, se busca obtener
resultados mas confiables y precisos, reducir la posibilidad de errores aleatorios y aumentar la

confiabilidad de los datos obtenidos
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En la tabla 8 se muestran los analisis proximales realizados a las muestras, permitiendo establecer

el punto de partida del experimento. Esto demostr6 que las muestras son adecuadas para continuar

con el proceso de obtencion de enzimas, aspecto que se abordara posteriormente.

Tabla 8.

Analisis fisicoquimicos de pulpa deshidratada.

Unidades *Valor
pH Adimensional  5.46 £ 0.14
Humedad % 6.47 +1.34
Materia seca % 90.15+1.34
Cenizas % 9.96+0.23
Azucares reductores % 0.30+0.02

Promedio =+ desviacion estandar

pH.

Se obtuvo un pH de 5,46 + 0,14 el cual cae dentro del rango de acidez, y se encuentra en

concordancia con los valores mencionados en el estudio de Lizarraga, 2020, quien menciona que

es alli donde puede desarrollarse el hongo y la produccion de enzimas. Ademas, segun (Gallardo,

2017) el pH optimo para el crecimiento de Aspergillus sp. esta en el rango de 3 y 5. Por otro lado

de acuerdo con los informes de (Fierro Cabrales et al., 2018), se confirma que el pH de la pulpa de

café es de 4.21, esto se debe principalmente a la presencia de 4cido galico y acético. Otros estudios

realizados por Revelo, (2017), sefialan que un sustrato con pH superior a 5,0 conlleva una
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reduccion en la produccion de celulasa. Sin embargo, segun (Vilches, 2002), se ha demostrado que
las enzimas celuloliticas presentan un crecimiento activo en un amplio rango de pH, abarcando
desde 4 hasta 7. Esto sugiere que estas enzimas pueden mantener su actividad en condiciones
ligeramente 4cidas a neutras, lo que las hace potencialmente utiles en diversos contextos

industriales y biotecnoldgicos.

Después de analizar minuciosamente estos datos, se llegd a la conclusion de que el sustrato era
adecuado para el experimento. A continuacion, se llevd a cabo la regulacion del pH a los rangos
de interés mediante la adicién de un buffer de sulfato, logrando asi alcanzar el pH necesario para

dar inicio al experimento de manera 6ptima.

Humedad.

Luego del proceso de secado se obtuvo una humedad de 6,47 + 1,34%. Este procedimiento se
llevé a cabo con el proposito de preservar el sustrato hasta el momento de la fermentacion, tal
como se menciona en el trabajo de (Ortiz et al., 2019) quienes sugieren mantener niveles de
humedad en la pulpa de café entre 5% y 8%. Por otro lado, (Torres, Martinez, Serna, &

Hernandez 2019), recomiendan mantener la humedad de la pulpa de café por debajo del 14%.

Este proceso de secado es necesario dado que la pulpa presenta un elevado contenido de humedad,
superior al 80%, y una actividad de agua por encima de 0.6, se vuelve susceptible a la accion de

microorganismos y a reacciones bioquimicas que pueden ocasionar su deterioro.

Materia seca.

Después del proceso de deshidratacion, se obtuvo un contenido de materia seca del 90,15 + 1,34%.

Este resultado fue fundamental para determinar las diversas concentraciones de los agentes
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fijadores a utilizar durante la inoculacion, ya que estos se midieron en relacién con la base seca
del sustrato. Este enfoque se basa en una técnica empleada por (Villalpando et al., 2010) para

enriquecer el sustrato.

Segun los informes de Granda (2016), el contenido de materia seca disminuye a medida que avanza
el proceso de fermentacion. Granda también utiliza una pulpa de café con un 85,33% de materia
seca en sus estudios, lo que sugiere que la pulpa de café utilizada en este experimento podria

prolongar el proceso de fermentacion.

Azucares reductores.

Se detectd una cantidad aproximada de 0,30 + 0,02 mg/ml de azlcares reductores en el sustrato.
Segtin los reportes de Fierro, Contreras, Gonzales, Rosas, & Morales, (2018), la cantidad de
azucares reductores en la pulpa de café es de alrededor de 0,45 mg/ml. Estos azicares reductores

son inherentes a la fruta y su cantidad est4 ligada a las practicas de cultivo.

Este valor obtenido en el sustrato es crucial, ya que actia como un punto de referencia para evitar
malinterpretaciones en los resultados posteriores al proceso de fermentacion. Es decir, permite
distinguir los azucares reductores presentes naturalmente en el sustrato de aquellos que puedan ser
producidos por la accion enzimatica durante el proceso de fermentacion. Al tener este punto de
partida, se evita la confusion entre ambas fuentes de azucares reductores en el andlisis de los

resultados.

Segun los informes de (Velasquez et al., 2010), cuando hay una mayor cantidad de azucares

reductores en el sustrato, se incrementa la disponibilidad de fuente de carbono, lo que lleva a una
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mayor produccion de metabolitos por parte del Aspergillus sp. En su estudio, trabajaron con 3
niveles de azucares reductores, y el tratamiento que mostr6 los mejores resultados fue aquel con
una concentracion mayor a 0.15 mg/ml en cuanto al crecimiento del hongo, por lo que la materia
prima del trabajo puede generar resultados beneficiosos para el cumplimiento del objetivo de

investigacion.

Ceniza.

Molina, Lechuga, & Bressani (2016), llevaron a cabo un estudio con pulpa de café sometido a
fermentacion solida utilizando Aspergillus niger, en el cual obtuvo un contenido de cenizas del

5.97%, el cual es mas bajo en comparacion con el valor obtenido en este experimento (9.96% =+

0.23).

Por otra parte, en un estudio realizado por Granda (2016), se encontr6 que el contenido de cenizas
del sustrato fue del 10,5%, y se afirmé que mantener este nivel favorece el proceso fermentativo.
En consecuencia, los niveles de cenizas obtenidos en el presente experimento son considerados
aceptables para su uso posterior. Aunque son mas altos que los informados por Molina, Lechuga y
Bressani, se encuentran dentro del rango propuesto por Granda para favorecer el proceso de
fermentacion. Estos resultados respaldan la idoneidad del sustrato en el contexto de nuestro estudio
y refuerzan la importancia de considerar diferentes perspectivas y parametros en la optimizacion
del proceso de fermentacion. En conclusion, los niveles de cenizas obtenidos en este estudio son
adecuados y podrian proporcionar un ambiente favorable para el proceso fermentativo con

Aspergillus sp, tal como lo sugiere el trabajo de Granda (2016).

Por otro lado, es importante considerar los estudios realizados con anterioridad por Tlachi, et. al.

(2007), quienes indican que los niveles ideales de cenizas para un exitoso proceso de Fermentacion



58

en Estado Solido (FES) deben mantenerse en un intervalo de 7% a 8%. Si los valores son menores
a este rango, pueden provocar deficiencias y un escaso desarrollo del microorganismo que participa
en el proceso de fermentacion. Sin embargo, los reportes de Caridad & Ramos (2007) afirman que
valores de cenizas por encima del 18% generan toxicidad en el sustrato, lo cual practicamente

imposibilita el desarrollo de microorganismos.

Con base en los resultados previamente expuestos, se puede concluir que el sustrato es apropiado
para iniciar el proceso fermentativo, dado que los niveles de los diversos analisis fisicoquimicos
se encuentran dentro del rango aceptable para dicho proceso. Esta observacion nos permitird
explorar con mayor precision los rangos oOptimos de temperatura y pH, cruciales para el
crecimiento optimo de las enzimas celuloliticas. Estos hallazgos revisten una gran relevancia, ya
que contribuyen de manera significativa al entendimiento y la optimizacion del desarrollo de
dichas enzimas, lo que resulta de vital importancia para su potencial aplicacion en diversas areas

de la biotecnologia y la produccion industrial

3.2 Establecer los Parametros de Temperaturay pH en el Proceso de Fermentacion en
Estado Sdlido.

El experimento consistié en evaluar diferentes niveles de temperatura y pH para determinar
el tratamiento optimo que maximizara la actividad enzimatica, la cantidad de esporas y
productividad total. Se obtuvieron valores para cada variable se tomaron los valores del dia en el
cual hubo mayor produccion de actividad enzimatica y formacion de esporas para posterior realizar
analisis adicionales como la determinacion de la normalidad de los datos, anélisis de varianza y

evaluacion de posibles interacciones entre las variables.
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3.2.1 Actividad Enzimatica

La actividad enzimatica del extracto se calcul6 transformando los azlcares reductores presentes
en la muestra mediante un factor de conversion.

Anélisis de Varianza

El analisis de normalidad de los datos de la cantidad de enzima (Ul/g)/dia indic6 que el 94% de

confianza proviene de una distribucién normal, como se ilustra en la figura 2.

Figura 2.

Valores predichos vs reales de la formacion de esporas
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Los resultados del andlisis de varianza revelan que tanto la temperatura como el pH ejercen un

efecto estadisticamente significativo, ya que ambos valores de p son inferiores a 0.05.

Tabla 9.

Analisis de varianza para AE

Source Sum of Squares df Mean Square F-value p-value
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Model
A-Temperatura
B-pH

AB

Residual

Cor Total

1037,98
828,78
28,73
180,47
53,84

1091,82

345,99
828,78

28,73
180,47

10,77

32,13
76,97
2,67

16,76

0,0011 significant
0,0003
0,1633

0,0094

Nota: Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Esto sugiere que la interaccion entre la temperatura y el pH, con un valor de p=0.009, tiene una

relevancia significativa en el proceso de fermentacion en lo que respecta a la produccion de

enzimas. Los valores de R? = 0.95 y R? ajustado = 0.92 indican que la combinacion de ambos

factores puede ser reproducida, obteniendo valores casi idénticos en un 92%.

Interaccion entre pH y temperatura para actividad enzimatica.

La Figura 3 representa la influencia de los factores vinculados y las disparidades entre las medias

de cada tratamiento, determinadas a través de la prueba de Tukey con un nivel de significancia del

5%.
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Figura 3.

Interaccion Temperatura*pH vs Actividad Enzimatica

Interaccion Temperatura*pH* Actividad enzimatica

—_ 7 a

26 T

5. b |+

8 I b . . 0 pH3
B4 1 ‘ b 2 b o

E3 | c c I L I 1 B pH4
g2 il 1

2 1 | [ pH S5
b

20 || L] ||

T

< 25 25 25 35 35 35 45 45 45

Temperatura °C

El estudio evidencia que bajo condiciones de temperatura de 25 °C y un pH de 5, correspondientes
al tratamiento T3, se obtiene el mayor valor de actividad enzimatica con 15,90 Ul/g. Esta cifra
difiere significativamente de los valores obtenidos en los demés tratamientos, con un nivel de
confianza del 95%. Comparando con estudios de (Revelo 2017) que realizo la extraccion de este
tipo de enzimas mediante fermentacion semisolida, en donde a pH 4.5 y 5, obtuvieron valores de
25,11 Ul/g. También Lizarraga (2020), en un proceso FES, a temperatura de 28 °C y pH de 5.5,
alcanzo 8,14 Ul/g. Valores que se encuentran en un rango similar al que se obtuvo en este estudio

a temperatura de 25 °C Y pH de 5.

3.2.3 Formacién de Esporas

La variable descrita se refiere al crecimiento del microorganismo durante el proceso FES, y sus
valores se han transformado a logaritmo (nUmero de esporas) para su andlisis estadistico. Esta
transformacion es comunmente utilizada para normalizar los datos y hacerlos més apropiados para

su analisis mediante técnicas estadisticas. Por lo tanto, la variable log (nimero de esporas)
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proporciona una medida de la cantidad de microorganismos presentes en cada fase de crecimiento,

lo que es crucial para comprender el proceso FES.

Andlisis de varianza.

El andlisis de normalidad de los datos de log (numero de esporas) evidencié que provienen de una

distribucion normal con un nivel de confianza del 94%, tal como se ilustra en la figura 4.

Figura 4.

Valores predichos vs reales de la formacion de esporas
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Los valores p obtenidos en el analisis de varianza confirman la significancia estadistica de cada

uno de los factores, segun se detalla en la Tabla 10.

Tabla 10.

Analisis de varianza para PE
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Source Sum of Squares df Mean Square F-value  p-value
Model 0,3055 5 0,0611 21,63  0,0147 significant
A-Temperatura 0,0431 1 0,0431 15,26  0,0298
B-pH 0,0191 1 0,0191 6,75 0,0805
AB 0,0015 1 0,0015 05233  0,5218
A2 0,2187 1 0,2187 77,41 0,0031
B2 0,0232 1 0,0232 8,20 0,0644
Residual 0,0085 3 0,0028
Cor Total 0,3140 8

Los tres valores p son menores a 0.05, lo que confirma que los factores investigados tienen un
efecto estadisticamente significativo en la formacion de esporas (log (nimero de esporas)). Esto
sugiere que tanto la temperatura, el pH, asi como su interaccion, son elementos determinantes en

el proceso FES para la produccion de esporas.

Los resultados indican que los valores obtenidos de R? = 0.96 y R? ajustado = 0.91 sefialan que las
combinaciones de ambos factores pueden reproducirse con alta fiabilidad. Se puede esperar que al
realizar un adecuado control de los parametros de fermentacion, se obtengan valores casi idénticos
en un 91%. Estos altos valores de coeficiente de determinacion (R?) y R? ajustado sugieren que la
relacion entre los factores y los resultados es bastante sdlida y predecible, lo que brinda confianza
en la replicabilidad de los experimentos y en la posibilidad de obtener resultados consistentes con

el control adecuado de los parametros.

Interaccion para la formacion de esporas.
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La figura 5 presenta los resultados de la productividad AE. Se llevé a cabo la prueba de Tukey con
un nivel de confianza del 95% para determinar diferencias entre tratamientos, representando estas
diferencias con letras distintas.

Figura 5.

Interaccion Temperatura*pH vs Formacion de esporas
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La medicion del crecimiento microbiano es crucial durante el proceso de FES y la transformacion
logaritmica se utiliza cominmente para normalizar los datos. La Prueba Tukey demostré que T5
(35 °C y pH 5), es estadisticamente significativo posicionandolo como el mejor tratamiento con
un maximo de 6.27 esporas/g el cual es comparable con (Chavez, et al. 2022) quien obtuvo
resultados de conteo de esporas a una temperatura de 35 °C y humedad de 79%, presentando un
valor de log 6.42 esporas/g. En conclusién, el manejo controlado de los pardmetros de temperatura
y pH parece generar resultados positivos en cuanto a la actividad enzimatica obtenida. Al analizar

las condiciones del proceso, se puede determinar que estos fueron sometidos a ambientes poco
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favorables para el hongo el cual produce enzimas con mayor actividad enzimatica como

mecanismo de supervivencia segun (PATINO et al., 2020).

3.3 Optimizacion de las Variables del Proceso Para Maximizar la Productividad de las
Enzimas Celuliticas.

Basandonos en los datos previamente mencionados, se llevé a cabo la optimizacion de estos
factores mediante métodos numéricos con el objetivo de alcanzar los maximos niveles de
productividad, tanto en la actividad enzimatica como en la cantidad de esporas. Para ello se utilizé

el programa Desing expert Version 13.

3.3.1 Optimizacion para la Productividad de la Actividad Enzimatica

En la figura 6 se muestran los graficos que representan el rea de andlisis, explorando la interaccion
entre los factores investigados, como la temperatura y el pH, en relacion con la variable respuesta,
que en este caso es la Productividad AE (actividad enzimatica) A través de estos graficos, es
posible identificar y definir el punto que muestra la mayor productividad, es decir, la combinacion

Optima de temperatura y pH que maximiza la actividad enzimética (Productividad AE).
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Figura 6.

a) Superficie de respuesta estimada, b) grafico de contorno
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Basandonos en el analisis de la superficie estimada, en la Figura 6.a se aprecia un minimo de
productividad AE en uno de los extremos derechos, precisamente bajo condiciones de 45°C de
temperatura y un pH de 3. Por otro lado, el valor méximo de productividad se encuentra en el lado
izquierdo de la figura, en puntos donde la temperatura es de 35 °C y pH de 4.9. Datos que son
similares a (Yailet et al., 2018) y (Bonilla Ospina, 2020) quienes realizaron estudios que se
enfocaron en la obtencién de celulasa mediante el manejo de la temperatura a en un rango de 25 a
40 °C (usando Fusarium sp.), la eleccion de temperaturas se hizo debido a que favorecia la
produccion de celulasa con una actividad enzimatica elevada. Por otro lado, (Dary et al., 2012)
manejo un pH de 5 como 6ptimo para la produccion enzimatica de celulosa bacteriana, lo cual esta
directamente vinculado con el enfoque del estudio.

Este resultado se confirma en la Figura 6.b, que muestra el grafico de contornos. En este gréfico,

las lineas de colores representan los niveles de productividad, y se puede apreciar que las lineas de
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mayor intensidad (color mas intenso) se encuentran en las cercanias de los puntos donde la
temperatura es de 25 °C y pH de 5. Estos puntos indican las condiciones dptimas que maximizan
la productividad AE (actividad enzimatica) segun la superficie evaluada. En resumen, tanto en la
Figura 6.a como en la Figura 6.b, se confirma que los valores maximos de productividad se

alcanzan en condiciones de 25 °C de temperatura 'y 5 de pH.

Sin embargo, el resultado obtenido representa un maximo local debido a que, dentro del rango de
valores analizados para los parametros de estudio, se ha encontrado una posicion donde la funcién
alcanza su valor mas alto en esa vecindad particular. Es decir, puede haber valores mas altos fuera
de esta vecindad que no han sido explorados. Es fundamental comprender que un maximo local
no garantiza que sea el mejor resultado posible en el conjunto completo de datos, ya que podria
haber otros puntos ain mas altos en la funcion en diferentes regiones no consideradas. Para
confirmar si el resultado es un maximo global, seria necesario ampliar el rango de exploracién o

aplicar técnicas adicionales de optimizacion para buscar el punto més alto en toda la funcion.

Después de obtener los valores previstos por el modelo establecido para la variable de respuesta,
se llevo a cabo una evaluacion de la idoneidad del modelo mediante el analisis de residuos. Este
analisis consistio en contrastar los valores reales observados con los valores predichos por el
modelo. Los resultados de esta comparacion se representaron en la figura 7, en donde se puede
visualizar la calidad de ajuste del modelo y determinar si existian patrones sistematicos de error
entre los valores reales y predichos. Estos valores proporcionan informacion importante para

evaluar la precision y confiabilidad del modelo en la prediccién de la variable de interés.
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Figura 7.

Valores predichos vs observado de productividad AE.

Predicted vs. Actual

Predicted

Actual

De acuerdo con la Figura 7, se puede concluir que los residuos del modelo muestran una
distribucion normal y una variacion uniforme, lo que respalda la validez y adecuacion del modelo
empleado. El Rz ajustado del 91% también respalda esta afirmacion, indicando que el modelo
puede explicar alrededor del 91% de la variabilidad de los datos observados. Estas caracteristicas
son fundamentales para asegurar que el modelo utilizado es adecuado y que las predicciones
realizadas son confiables y precisas en el contexto de la productividad de la actividad enzimatica
(AE).

Adicionalmente se obtuvo el modelo de la ecuacién (1) donde se puede estimar la produccion

enzimatica.

P AE=-13,62170+0,755758A + 12,84887B -0,335850 A*B 1)
*P (AE)= Productividad de la actividad enzimatica (Ul/g*d)

3.3.2 Optimizacion para la Productividad de Formacion de Esporas de Aspergillus sp.
Para determinar la productividad del crecimiento (formacion de esporas) del Aspergillus sp. se

aplico una regresion no lineal utilizando el método de minimos cuadrados. Este enfoque permitid
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ajustar una curva a los datos experimentales y obtener los valores 6ptimos de temperatura y pH
que maximizan la variable de interés.

El resultado de la regresion proporciono rangos especificos de temperaturas y pH en los que se
encuentra la maxima productividad del crecimiento. Estos rangos 6ptimos son de gran importancia
para optimizar las condiciones de cultivo de Aspergillus sp. y maximizar la produccién de esporas.
En la Figura 8a se muestra una representacion tridimensional de la superficie de respuesta, la cual
ilustra como varia la variable de interés en este caso la productividad del crecimiento del
Aspergillus sp. en funcion de dos variables independientes, como la temperatura y el pH

Los puntos que se encuentran en esta superficie de respuesta corresponden a las combinaciones
especificas de temperatura y pH que arrojaron los mejores resultados durante la ejecucién del
experimento. Estas combinaciones representan las condiciones Optimas para maximizar la
productividad del crecimiento. Para evaluar la calidad del ajuste del modelo, se utilizan dos
coeficientes de determinacion, R? y R? ajustado. El coeficiente de determinacion R?, en este caso,
tiene un valor del 94%, lo que indica que aproximadamente el 94% de la variabilidad en la
productividad del crecimiento puede explicarse por las variables independientes, es decir, la
temperatura y el pH

En resumen, los valores de R?=0.94 y R? ajustado=0.93 sugieren que el modelo utilizado para
predecir la productividad del crecimiento del Aspergillus sp. es adecuado y tiene una alta capacidad
de explicar y predecir los resultados observados en el experimento. Ademas, el hecho de que la
replicacion del experimento sea viable en un 93% indica que los resultados son consistentes y

reproducibles, lo cual es fundamental para la validez y confiabilidad de la investigacion.
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Figura 8.

Valores optimos de productividad de esporas a) Superficie de respuesta b) Contorno.
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En la figura 11a de la superficie de respuesta, se muestra cémo varia la productividad de esporas
del Aspergillus sp. en funcion de las interacciones entre la temperatura y el pH. Al analizar la
figura, se puede identificar un 6ptimo, es decir, una combinacion especifica de temperatura y pH
que resulta en valores maximos de log 5.77 esporas/g*d. Segun la informacion proporcionada, el
dptimo se encuentra dentro de los rangos de temperatura de 35 °C y 37 °C, y pH de 3.8. Esto
significa que la productividad de esporas del Aspergillus sp. alcanza su punto maximo cuando se
cultiva en estas condiciones especificas.

Segun reportes de (NUfez Pérez et al., 2022) la temperatura de desarrollo éptimo para las esporas
del Aspergillus niger se encuentra en un rango de entre 35 a 37 °C. Asi también (Yailet et al.,
2018) reporta que la temperatura 6ptima de crecimiento de Aspergillus se encuentra en el rango
de 30 °C a 37° C, siendo 35 °C una temperatura comunmente registrada como éptima en varias

cepas de Aspergillus.
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Pese a, lo antes mencionado el resultado obtenido muestra un maximo local en lugar de un maximo
global. Esto implica que dentro del rango de valores especificos que hemos examinado para las
variables independientes, hemos alcanzado el valor mas alto en la funcion. Sin embargo, es
importante tener en cuenta que fuera de este rango, puede haber otros puntos mas altos que
representen maximos globales. Por tanto, este resultado es valido dentro del contexto de los valores
de las variables que hemos explorado, pero se puede considerar posibles valores adicionales para
obtener una imagen completa de la funcién. En el andlisis de residuos, se llevé a cabo una
comparacion entre los valores reales observados y los valores predichos, como se muestra en la

Figura 9.

Figura 9.

Valores de normalidad de esporas.
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Los resultados del andlisis indican que el residuo sigue una distribucion normal y muestra una
varianza homogénea. El valor del R? ajustado, que alcanza el 94%, respalda atin méas la idoneidad

del modelo utilizado. Estas determinaciones aseguran que el modelo es capaz de explicar
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aproximadamente el 94% de la frecuencia observada en los datos y que las predicciones realizadas
son altamente confiables. Ademas, la distribucion normal y la homogeneidad de la varianza del
residual garantizan que el modelo puede ser replicado con consistencia y precision en futuros
estudios o aplicaciones similares. En consecuencia, se confirma la robustez y validez del modelo,
lo que proporciona una base sélida para su uso y aplicacion en distintos contextos.

De igual manera como en la produccion enzimatica se obtuvo el modelo de la ecuacion (2) donde

se puede estimar el crecimiento de esporas.

PE= 3,39053+0,247657A — 0,849879 B — 0,001922 A*B - 0,003307 A%+ 0,107600 B? (2)

*PE= Productividad de logaritmo de formacion de esporas.

A partir de lo expuesto anteriormente, se puede afirmar que la actividad enzimética (AE) alcanza
su punto méximo en condiciones de estrés a las que el hongo fue sometido, posiblemente como un
mecanismo de defensa activado por el organismo. De acuerdo (Vital Lopez & Larralde Corona,
2016) los microorganismos enfrentan cambios fisioldgicos y de composicion cuando se someten
a condiciones estresantes de cultivo, como presion osmética, temperatura, pH o humedad. Estos
cambios inducen una amplia gama de respuestas en su metabolismo para hacer frente a estas
situaciones desafiantes. Es probable que el hongo haya desarrollado una mayor actividad
enzimatica como parte de su respuesta adaptativa a las condiciones estresantes, lo que podria haber
influido en los resultados observados. Por lo tanto, el analisis de la AE bajo condiciones de estrés
proporciona informacion valiosa sobre la capacidad de los microorganismos para adaptarse y
sobrevivir en ambientes desfavorables.

Por otro lado (PATINO et al., 2020) sostiene que hay una mayor produccion de estos metabolitos
cuando el hongo alcanza su fase estacionaria, caracterizada por un crecimiento lento y constante.
Asimismo, se observa un aumento en los niveles de estos metabolitos cuando el microorganismo

enfrenta situaciones de estrés nutricional o ambiental, lo que actia como un mecanismo de
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supervivencia. La importancia de la Actividad Enzimatica (AE) radica en que sirve como un

indicador de la calidad de las enzimas producidas por el hongo.
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CAPITULO IV.

4.1 Conclusiones

e La pulpa de café proporciona los nutrientes necesarios para el desarrollo y la actividad
metabdlica del hongo lo que lo convierte un sustrato adecuado.

e La fermentacidn sélida se ve fuertemente influenciada por los factores de temperatura y
pH del sustrato.

e Los puntos 6ptimos en cuanto al pH, para la actividad enzimatica se encontraron en un
extremo superior del rango estudiado, sin embargo, para la formacion de esporas se obtuvo
al extremo inferior, no siendo asi para la temperatura donde se encontraron maximos en
los dos términos a temperaturas similares.

4.2 Recomendaciones
e Realizar una evaluacién del comportamiento tanto de la actividad enzimatica como del

crecimiento de esporas a pH> 5.

e Utilizar otros métodos para medir la actividad enzimatica, ya que se ha observado que

existen técnicas mas precias que el método DNS (3,5-dinitrosalicilico).
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Anexos

Anexo 1: Férmula para cdmara de conteo

Particulas contadas

Particulas por ul volumen = - - —
superf.cont.(mm2) * Profundidad camara (mm) x Dilucién

Anexo 2: Proceso de obtencion de Celulasa
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