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Resumen.

En la industria cafetera cerca del 90% de la fruta del café no tiene uso comercial,
convirtiéndose en una fuente importante de contaminacion ya que contiene importantes
cantidades de azucares. Por otro lado, se ha demostrado que el uso de enzimas pectinoliticas
mejora el proceso de fermentacion del café, las cuales actualmente son importadas en el
Ecuador. El objetivo de la presente investigacion es aprovechar el residuo del café por via
biotecnoldgica utilizando el hongo Aspergillus niger para la produccion de enzimas. En la
busqueda de la mejor condicion del proceso de obtencidn de enzimas, se llevé a cabo un
proceso de fermentacion en estado solido, se controlaron los parametros de temperatura y la
humedad a tres niveles cada uno (25 °C, 35 °C y 45 °C) y (40%, 60% y 80% de humedad) a
través de un arreglo factorial 32 con tres replicas, para el analisis de resultados se utiliz6 el
programa estadistico Design Expert 11.0. Teniendo como resultados que los tratamientos
con 40% de humedad fueron favorables para una mayor actividad enzimatica, no siendo asi
para la formacion de esporas que fueron a mayores valores de humedad (80%), la
temperatura tuvo menor impacto para estas dos variables. Concluyendo que los valores de
humedad 40% son cercanos a los reportados en la bibliografia para la mayor actividad
enzimatica y se demostrd que este residual de la pulpa de cafe tiene gran potencial para ser
usado como sustrato en los procesos de fermentacién solida.



Summary.

In the coffee industry, close to 90% of the coffee fruit has no commercial use, becoming an
important source of contamination since it contains important quantities of sugars. On the
other hand, it has been demonstrated that the use of pectinolytic enzymes improves the coffee
fermentation process, which are currently imported into Ecuador. The objective of the
present research is to take advantage of the coffee residue by biotechnological means using
the fungus Aspergillus niger for the production of enzymes. In the search for the best
conditions for the process of obtaining enzymes, a solid-state fermentation process was
carried out, the temperature and humidity parameters were controlled at three levels each
(25 °C, 35 °C and 45 °C) and (40%, 60% and 80% humidity) through a 32 factorial
arrangement with three replicates, for the analysis of results the statistical program Design
Expert 11.0 was used. The results showed that the treatments with 40% humidity were
favorable for a higher enzymatic activity, but not for spore formation, which occurred at
higher humidity values (80%). It was concluded that the 40% humidity values are close to
those reported in the literature for the highest enzymatic activity and it was demonstrated
that this coffee pulp residual has great potential to be used as a substrate in solid fermentation

processes.



CAPITULO L.
INTRODUCCION.

1.1. PROBLEMA.

La produccién de café representa un pilar importante dentro de la economia de varios paises
que se dedican a esta industria. Llegando de esta manera a tener una produccion anual a nivel
mundial en el 2020 de un poco més de 10 millones de toneladas (Romero C. A., 2020). En
Ecuador la produccién anual supera las 1400 toneladas anuales solo en producto de
exportacién que representa cerca del 82% de la produccion total (Sanchez, Vayas, Mayorga,
& Freire, 2020). En la industrializacion de este atractivo producto solo se aprovecha cerca
del 10% del fruto, dejando de esta manera mas de un 90% de residuos (cascarillas, pulpa y
mucilago), los cuales al no ser tratados adecuadamente se convierten al instante en un foco

de contaminacion ambiental.

Los desechos de esta industria podrian ser empleados para elaboracién de subproductos de
alto impacto para la agroindustria como productos concentrados para animales, obtencion

de enzimas, etc. Sin embargo, se limita a ser empleado como abono en el mejor de los casos.

Dentro de la industria cafetera es frecuente encontrar el término fermentacién dentro de su
proceso productivo, el cual se lo realiza con la finalidad de remover el mucilago de la fruta,
para lo cual es necesario el uso de enzimas pectinoliticas, las cuales aceleran el proceso
fermentativo, sin embargo, la mayoria de estas son importadas a altos precios para su empleo
lo cual deja un gran vacio en esta industria pues no se aprovecha al maximo el potencial que
tienen estos residuales dentro de la propia industria, como es la obtencién de estas enzimas

por medio de fermentacion sélida al utilizar dichos residuos como sustrato.



1.2. JUSTIFICACION.

Los residuos de la industria de café son altamente aprovechables por lo cual la
industrializacion de estos o la obtencion de subproductos son una respuesta para reducir 1os

altos indices de contaminacion.

La presente investigacion pretende obtener enzimas pectinoliticas a partir del uso de los
desechos de la industria cafetera sometiéndolos a una fermentacion en estado sélido (FES)
inoculandolos previamente con un hongo (Aspergillus niger) capaz de producir este
metabolito al mismo tiempo que se encarga de degradar la pulpa, y de esta manera no solo
se aprovecharan los desechos, sino que a su vez se obtendréa un catalizador capaz de acelerar
el proceso de desprendimiento del mucilago y asi formando a su vez un ciclo cerrado en la

produccion.

Esto dard como resultado la disminucién en la tasa de contaminacion por residuos
producidos por la agroindustria y a su vez fortalece a la misma ya que dicha enzima acelera
el proceso productivo de esta industria es decir aumentara la productividad haciéndola mas
rentable y obteniendo productos de calidad en menor tiempo de lo estimado. Ademas, el uso
de estas no se limita solamente a lo mencionado anteriormente, pues su aplicacion se
extiende aun mas, un ejemplo de esto es el uso de estas enzimas en procesos de clarificacion

de productos concentrados, vinos, etc.



1.3. OBJETIVOS.

1.3.1. OBJETIVO GENERAL.

Obtener enzimas pectinoliticas mediante fermentacion sélida con Aspergillus niger a partir

de desechos de café.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Caracterizar los desechos de café mediante analisis fisicoquimicos

e Determinar los pardmetros de temperatura y humedad en el proceso de fermentacion
solida.

e Optimizar las variables del proceso para maximizar la productividad de las enzimas

pectinoliticas

1.4. HIPOTESIS.

1.4.1. ALTERNATIVA.

Los desechos producidos en la industria cafetera pueden ser empleados como sustrato en la

obtencion de enzimas mediante fermentacion solida con Aspergillus niger.
1.4.2. NULA.

Los desechos producidos en la industria cafetera no pueden ser empleados como sustrato en

la obtencion de enzimas mediante fermentacidn sélida con Aspergillus niger.



CAPITULO I1.

MARCO TEORICO.

2.1. CAFE.

La economia ecuatoriana se destaca por ser productora de materias primas, su sector agricola
es uno de los mas representativo y uno de los que mas ingresos de divisas genera al afio a la
economia del pais, beneficidndose de estas actividades jornaleros, familias y unidades
productoras agricolas que la conforman, entre los productos del sector agricola que se
producen y comercializan dentro y fuera del pais, que mas destacan tenemos el platano,
cacao, arroz, cafia de azUcar, maiz, papas, abaca, café, entre otros, este sector representa el
14% del PIB y junto con la pesca es responsable de emplear un 30% de todos trabajadores
(Asencio, 2019).

Su produccién esta acotada por limites geograficos comprendidos por los Tropicos de
Cancer y de Capricornio. A nivel mundial, se cultiva en mas de 70 paises ubicados en esta
franja, destacando de manera importante Brasil, Colombia, Ecuador, Indonesia, India y méas

recientemente Vietnam (Paladines, 2020).

En el Ecuador, es un cultivo de gran importancia econémica, ya que cuenta con 199215 ha
cultivadas (Venegas, Orellana, & Pérez, 2018).

El café tiene relevante importancia en los 6rdenes: econdmico, social, ambiental y salud
humana. En lo econdmico, es una fuente de divisas para el pais e ingresos para productores
y otros actores de la cadena que en el 2015 representd ingresos por USD 145354370.31
(Venegas, Orellana, & Pérez, 2018).

2.1.1. DESECHOS DE CAFE

En el proceso de cultivo e industrializacion del café, solamente se aprovecha el 5% del peso
del fruto fresco en la preparacion de la bebida, el 95% restante esta representado por residuos
(Fernandez, Sotto, & Vargas, 2020).

El alto volumen de residuos puede constituir un problema ambiental, teniendo en cuenta que
en muchos casos se vierte a cuerpos de agua, por lo cual los microorganismos presentes van
a hacer una demanda mayor de oxigeno para su descomposicion, y generan de esta manera

asfixia de la biota acuética. En otros casos los residuos se dejan descomponer sobre el suelo



de manera no controlada, y pueden producir problemas fitosanitarios y contaminacion

cruzada (Serna, Torres, Martinez, & Hernandez, 2018).
2.1.2. USOSY APLICACIONES.

En el cultivo del café se produce gran cantidad de residuos como la pulpa, la cual es
generadora de altos niveles de contaminacion en el mundo. El procesamiento adecuado de
los desechos generados, para ser transformados en productos de valor agregado, puede

mejorar la calidad de vida de los caficultores (Restrepo & Villa, 2020).

Es un material que contiene proteinas, carbohidratos y minerales ademas de altos niveles de
potasio, taninos, polifenoles y cafeina que la hace una materia orgénica de amplio potencial
(Restrepo & Villa, 2020).

La obtencion de abono organico a partir de la pulpa es una de las formas mas comunes
utilizadas para el manejo de este residuo, puesto que no requiere de procesos complejos y
permite a los caficultores cumplir con los parametros exigidos por las cooperativas, ahorrar
costos de insumos y obtener unas mayores ganancias por sus cultivos (Restrepo & Villa,
2020).

La pulpa del café puede reemplazar hasta un 20 % de los concentrados comerciales en la
alimentacién del ganado, sin efectos perjudiciales y con un ahorro del 30% (Encalada,
Fernandez, Jumbo, & Quichimbo, 2017).

Esta también puede emplearse para la obtencién de bebidas por ejemplo, infusiones; esto
gracias a la alta cantidad de antioxidantes que posee y puesto que los mismos han adquirido
gran importancia y valor en el mercado por sus caracteristicas funcionales y los beneficios
que estos otorgan a los consumidores; al igual que ayuda en los procesos de prevencién de
diversas enfermedades asociadas a problemas cardiovasculares, cancer, obesidad y diabetes
(Serna, Torres, Martinez, & Hernandez, 2018).

La pulpa de café puede al igual que en el alimento animal sustituir en cierto porcentaje las
harinas tradicionales empleadas para el consumo humano, pues se puede convertir esta en
un polvo fino con textura similar a las mismas, con altos niveles de fibra y proteinay sin la

presencia de gluten (Murillo, Otéarola, Torres, Rodriguez, & Buendia, 2018).

Asi también debido a su composicion esta puede ser empleada como sustrato dentro de

diversos procesos biotecnoldgicos con el fin de obtener nuevos productos tales como



enzimas, proteinas, etc. Esto después de ser sometidos a procesos de Fermentacion en estado

solido (FES) conjuntamente con algdn microorganismo (Giraldo, 2020).
2.2. FERMENTACION SOLIDA.

La fermentacion en estado sélido presenta un gran potencial para nuevas aplicaciones
mediante el uso de residuos agroindustriales, cuya generacién se encuentra en aumento
debido al crecimiento de la industria. La utilizacion de estos residuos como sustratos y su
posterior conversion en productos de valor agregado genera la necesidad de modelar y

simular procesos de fermentacion sélida (Giraldo, 2020).

La fermentacion en estado solido (FES) tiene como principal objetivo la valorizacion de
residuos organicos, este proceso se ejecuta debido a sus bajos costos, sencillez, menor
energia, mayor rendimiento de produccion, productos mas puros y en concentraciones mas
altas con facilidades para su extraccion, ademas, este proceso se realiza con un estricto
control en la humedad que beneficie el crecimiento y reproduccion de microrganismos, asi
mismo, se estipula que es importante utilizar microorganismos adecuados (Prieto & Torres,
2020).

Los cultivos en estado solido se caracterizan por contener el sustrato transformado por el
microorganismo en estado solido y no en solucion o suspensién como ocurre en una

fermentacion liquida (Fonseca, Fernadez, & Lopez, 2020).

Existen dos tipos de fermentacion sélida. EI primer tipo es aquel donde el material sélido
acta como principal fuente de nutrientes y como soporte fisico del microorganismo al
mismo tiempo. El segundo tipo, es en el que el material solido actia Unicamente como
soporte 0 anclaje del microorganismo y para su cultivo se adiciona una solucién nutritiva

(Fonseca, Fernadez, & Lopez, 2020).
2.2.1. INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA EN EL PROCESO FES.

La temperatura es un pardmetro 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 Optimo, 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).



Asi también esta afecta la movilidad de las moléculas de agua y el equilibrio entre fases de
vapor y adsorbente. Un aumento de la temperatura, para actividad de agua constante,

provoca un descenso de la cantidad de agua absorbida (Garcia, 2016).
2.2.2. INFLUENCIA DE LA HUMEDAD SOBRE EL PROCESO FES.

La humedad influye significativamente en el desarrollo microbiano en donde se establece
que un alto nivel de humedad da como resultado una baja porosidad del sustrato que a su
vez impide la penetracion y circulacion de aire en la matriz, mientras que un bajo contenido
de humedad conduce a una mala difusion de los nutrientes que obstaculizaran el crecimiento
microbiano (Prieto & Torres, 2020).

Ensayos con diferentes tipos de hongos en diferentes condiciones de humedad y
determinaron que existe desarrollo de los mismos en ambientes que van desde el 40% al
90% de humedad (Ramos & Meza, 2017), determinando que a mayor concentracion de

humedad existe un mayor crecimiento estos microrganismos.

La humedad afecta el producto de interés en la fermentacion pues el control de este
parametro podria ser usado para modificar la produccion metabdlica o el crecimiento de un

microorganismo (Garcia, 2016).
2.2.3. PARAMETROS PARA FES CON HONGOS.

Dentro de los parametros mas importantes que se deben tomar en cuenta cuando se trabaja
con hongos, se encuentran la temperatura, humedad y pH pues todas estas se encuentran
ampliamente relacionadas, en la tabla 1 se muestra los rangos de los parametros FES para

hongos.

Tabla 1. Pardmetros para fermentacion Sélida

Parametro Unidad
Temperatura 20-45 °C
pH 3-4.5
Humedad 30%-80%

Fuente: (Aguilar, 2017)
2.3. Aspergillus niger.
El Aspergillus niger es un hongo filamentoso de coloracion negra el cual se presenta

principalmente en frutos citricos como en vegetales como la lechuga, cuando estos llegan a

un estado de descomposicion (Greice Sandri & Moura da Silveira, 2018).



Este hongo al desarrollarse condiciones dptimas tanto de nutrientes como de condiciones
ambientales son capaces de producir metabolitos que son muy empleados dentro de la
industria, principalmente la alimentaria, un ejemplo de esto son las enzimas pectinoliticas
que son empleadas principalmente en la industria de vinos y néctares para la clarificacion,
asi también en la industria 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 (Greice Sandri & Moura da Silveira, 2018).

2.3.1. USOSY APLICACIONES.

La produccion de &cido citrico a gran escala es el principal uso que se le da a este
microorganismo, sin embargo, empiezan a desarrollarse nuevas lineas en las que se
maximiza la produccién de macronutrientes, enzimas y otros metabolitos de amplio interés

industrial (Fonseca, Fernadez, & Lépez, 2020).

La importancia biotecnoldgica de este hongo y su capacidad de aprovechar material vegetal
para su crecimiento, lo convierte en una alternativa de interés econémico y ambiental, a fin
de promover la recirculacion de material organico dentro de los sistemas productivos,
favoreciendo el desarrollo sostenible con miras hacia una agricultura sustentable (Noguera,
Sanchez, Soto, Ojeada, & Rodriguez, 2020).

2.4. ENZIMAS.

Las enzimas son especializadas en intervenir como catalizadoras dentro de procesos que
suceden en la célula por lo cual estas estas tienen una funcion importante dentro de los
organismos. Son muy eficaces como catalizadores ya que son capaces de aumentar la
velocidad de las reacciones quimicas mucho mas que cualquier catalizador artificial
conocido, y ademas son altamente especificos ya que cada uno de ellos induce la
transformacion de un sélo tipo de sustancia y no de otras que se puedan encontrar en el

medio de reaccion (Ramirez, 2014).

Las enzimas pueden desempefiar su funcion en un rango de condiciones muy variables
dependiendo del organismo del que provienen y de su funcién primordial. La mayoria son
sustratos especificos y dan origen a un unico producto propio de cada enzima (Salazar,
Hinojoza, Acosta, Escobar, & Scrich, 2020).



Tanto la composicion de la enzima, como las condiciones empleadas para su procesamiento,
pueden ser determinantes en las propiedades cataliticas de la misma y en los diversos

resultados que se puedan obtener (Salazar, Hinojoza, Acosta, Escobar, & Scrich, 2020).

La utilizacion de enzimas se desarrollé a partir de la década de los 70 y actualmente, la
mayor parte de los preparados enzimaticos comerciales que se emplean en la industria

provienen de cultivos del hongo Aspergillus niger (Roman, 2020).
2.4.1. ENZIMAS PECTINOLITICAS.

Las pectinasas son enzimas hidrolasas que poseen la capacidad de degradar la celulosa, la
hemicelulosa y la pectina que son los polisacéridos constituyentes de la pared celular de los
tejidos vegetales que en la actualidad captan la atencion en la industria alimenticia (Roman,
2020).

Numerosos microorganismos producen pectinasas, que son enzimas que degradan la pectina.
(Hurtado & Otélvaro, 2020). Las enzimas pectinasas son muy Utiles en diversos campos
principalmente para la degradacion de la pared celular de las células vegetales (Roman,
2020).

2.4.1.1.FES y pectinasas.

La produccion de moléculas biolégicamente activas, proporcionan un alto potencial para
aplicaciones biotecnolégicas. La importancia de las pectinasas ha hecho que su

comercializacién aumente aceleradamente en el mercado (Salazar, y otros, 2020).

Por otro lado, el empleo del proceso FES para la obtencion de enzimas pécticas ha tenido
éxito para la produccion de las mismas pues se ha realizado ensayos con diferentes tipos de
sustratos como bagazo de cafia, maiz, etc. con excelentes resultados, puesto a que hay una
alta rendimiento en cuanto a la produccién y se puede evaluar el comportamiento del hongo

durante la fermentacion (Arroyo, 2002).
2.4.2. CLASIFICACION DE ENZIMAS PECTINOLITICAS.
2.4.2.1.Pectinesterasas.

Es una enzima que se encuentra en la pared celular vegetal de forma natural. Participa en el
metabolismo de las plantas y esta relacionada con el proceso de crecimiento y maduracion
del fruto (Garcia M. , 2015).



Catalizan la desesterificacion del grupo metoxilo de la pectina que forma el acido péctico,
en frutas y vegetales durante las fases de maduracion, procesamiento y reserva; ademas, se

involucran en los cambios de la sustancia péctica (Garcia & Cely, 2020).
2.4.2.2.Poligalacturonasas.

Estas dividen enlaces a-(1, 4)-glucosidico en acido péctico en medio de las moléculas
simples de 4cido galacturénico por hidrolisis (hidrolasas) de sustancias pécticas o por B-

eliminacidn (liasas) (Garcia & Cely, 2020).

Se subdivide en dos tipos: Endopoligalacturonasa que catalizan la hidrolisis aleatoria de
enlaces glucosidicos a-(1, 4)-acido y la poligalecturonasa que cataliza el hidrolisis en forma

secuencial de a-(1, 4)-glucosidico en enlaces sobre acido péctico (Garcia & Cely, 2020).
2.4.2.3. Protopectinasas.

Son enzimas que solubilizan la protopectina, y se clasifican en dos tipos. El tipo A degrada
el &cido poligalacturénico de la protopectina, mientras que el tipo B degrada las cadenas de
polisacaridos que conectan el &cido poligalacturénico con otros constituyentes de la pared
celular. En este tipo de enzimas se incluirian las hidrolasas y liasas que degradan el

ramnogalacturonano (polisacarido pequefio de estructura muy compleja) (Sadkaoui, 2017).
2.4.3. USOSY APLICACIONES.

La comunidad cientifica ha mostrado un gran interés por estas enzimas (pectinasas) por su
aplicacion industrial en la produccidon de alimentos, en la fermentacion alcoholica de granos,
en la extraccion de zumos de frutas y verduras, en la industria de la pulpa y el papel, en las
industrias textil, alimentaria, quimica, de combustible, entre otras (Hurtado & Otalvaro,
2020).

Dentro de las aplicaciones mas usuales tenemos:

e Su principal aplicacion es en maximizar el rendimiento al producir jugos naturales,

especialmente de frutos tropicales, manzanas y peras.
e Para la extraccion de pigmentos y colorantes naturales de plantas.

e Tienenunimportante rol en la fabricacion de vino, ayudando a limpiar las uvas recién

prensadas y aumentar la consistencia general del vino.

e Aumentar las caracteristicas organolépticas del jugo
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e Extraccién, clarificacion y concentracion de jugos de frutas.

e Clarificacion de vinos.

e Extraccion de aceites esenciales, sabores y pigmentos a partir de material vegetal.
e Tratamiento de fibras en la industria textil.

e Produccion de papel.

e Fermentacion de café y te.

e Tratamiento de aguas residuales con contenido de pectina.

En la industria del café y cacao también se han utilizado estas enzimas, especialmente para
la preparacion de concentrados liquidos de café, reduccién de la viscosidad y degradacion
del mucilago del café o cacao despulpado, buscando disminuir el tiempo del proceso de

fermentacion (Martinez, 2011).
2.4.4. ESTABILIDAD ENZIMATICA.

La estabilidad enzimatica es la medida en que una enzima mantiene su actividad o
conformacién estructural cuando es sometida al almacenamiento, aislamiento y purificacion
0 varias otras manipulaciones fisicas o quimicas incluyendo enzimas proteoliticas y calor

(Avila, Garcia, Laureano, Sanchez, & Zamorano, 2020).

La estabilidad enzimatica tiene tanto aspectos termodinamicos como aspectos cinéticos. La
estabilidad cinética es un concepto que esté ligado al tiempo promedio en que una enzima
mantiene su estructura y su funcién bajo ciertas condiciones. Cuando una enzima permanece
en el estado nativo funcional por un periodo de tiempo largo que le permite llevar a cabo su
funcion, se dice que es cinéticamente estable. Por otra parte, la estabilidad termodindmica se
refiere a las condiciones a las cuales un proceso cumple con el criterio termodinamico de
espontaneidad, es decir que tiene una tendencia natural a producirse sin tener que ser

realizado por una influencia externa (Romero, Fernandez, & Costas, 2018).
2.5. PRODUCTIVIDAD.

Se denomina productividad al indicador que muestra que tan bien se estan usando los
recursos para la obtencion de un producto. Se la puede definir como relacién entre recursos

utilizados y productos obtenidos en relacion al tiempo (Felsinger, 2002).
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Se tomd en consideracion este tipo de fermentacion pues este proceso es capaz de dar altos
rendimientos de conversion de sustrato a producto, con menores costos de inversion y
produccion, cuando se compara con el proceso de fermentacion sumergida tradicional
(sustratos con alto contenido de agua). Adicionalmente, es una alternativa para el
aprovechamiento y agregado de valor de desperdicios o subproductos de la agroindustria, ya

que la mayoria de los sustratos usados para la FES surgen de alli (Parzanese, 2016).
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CAPITULO III.
MATERIALES Y METODOS.

3.1. Localizacion del experimento.

Los experimentos se realizaron en el laboratorio de Biotecnologia Aplicada, se encuentran

ubicados en el campus San Vicente de Paul de la Universidad Técnica del norte.

En la tabla 2 se puede visualizar la ubicacion del establecimiento, asi como sus datos

meteoroldgicos.

Tabla 2. Ubicacién y datos meteorolégicos del area de experimentacion.

Caracteristicas Detalle
Provincia Imbabura
Canton Ibarra
Ciudad Ibarra
Temperatura media anual 13°C - 24°C
Altura 2220 msnm

Fuente: (Weather Spark, 2020)

3.2. MATERIALES Y EQUIPOS.
3.2.1. MATERIA PRIMA E INSUMOS.

e Pulpa de café

e Agar tripticasa de soja (TSA)

e Sacarosa

e Extracto de levadura

e Agua destilada

e Pectina

e Hidroxido de Sodio (NaOH) 0.1N
e Acido citrico

e Acido 3, 5 dinitrosalicilico

e Tartrato de Sodio-Potasio
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3.2.2. Materiales y equipos de laboratorio.
Materiales.

Tubos de Ensayo, balon 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, espectrofotometro, secador de bandejas, licuadora.

3.2.3. SOFTWARE.

Se hizo empleo de programas estadisticos y de calculo para el respectivo analisis de los datos

obtenidos en el experimento, tales como:

e FExcel 2016

e Design-Expert 11 (version libre)
3.3.  Metodos.

3.3.1. CARACTERIZAR LOS DESECHOS DE CAFE MEDIANTE ANALISIS
FISICOQUIMICOS.

Los analisis realizados a la pulpa de café fueron de pH, humedad, materia seca y cenizas los
cuales fueron llevados a cabo con las normativas detalladas en la tabla 3, asi como también el

proceso de secado que al que se sometio la pulpa de café para su conservacion.

Tabla 3. Variables Cuantitativas del Analisis Fisico Quimico.

Anadlisis 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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3.3.2. DETERMINAR LOS PARAMETROS DE TEMPERATURA Y HUMEDAD EN
EL PROCESO DE FERMENTACION SOLIDA.

Obtencion y manejo de las cepas de Aspergillus niger

Se trabajo6 con cepas de Aspergillus niger obtenidas en el laboratorio de biotecnologia Aplicada,
El crecimiento del hongo se llevd a cabo tomando en cuenta el método presentado por Trejo
Hernadez (1991).

Se seleccionaron las cepas que colonizaron por completo la placa, permitiendo de esta manera
comenzar la experimentacion, llevandose a cabo los 3 primeros tratamientos en el laboratorio
de Biotecnologia de la Carrera de Agroindustrias ubicado en las Unidades Eduproductivas de la
UTN vy los 6 restantes en el laboratorio de biotecnologia aplicada del Campus San Vicente de

Paul.
Factores en estudio.

Se realizo un disefio experimental 32, siendo los factores la temperatura (T°) expresada en
grados Celsius (°C) y humedad (H) expresada en porcentaje (%) con tres niveles cada uno. Estos

factores se encuentran representados en la tabla 4.

Tabla 4. Factores en estudio.

e Trel=25°C
Temperatura o T°2=35°C

e T°3=45°C
Humedad e H1=40%

o H2=60%

e H3=80%

Tratamientos en estudio.

En la tabla 5 se presenta la distribucién de los 9 tratamientos con los que se trabajé en este

experimento.
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Tabla 5. Combinacion de factores en estudio.

N° Factor A Factor B Combinacién Descripcion

tratamientos  (Temperatura) (Humedad)

1 T°1 H1 T1H1 25 °C;40
2 T° 2 H1 T2H1 35 °C;40
3 T°3 H1 T3H1 45 °C;40
4 T°1 H2 T1H2 25 °C;60
5 T° 2 H2 T2H2 35 °C;60
6 T°3 H2 T3H2 45 °C;60
7 T°1 H3 T1H3 25 °C;80
8 T° 2 H3 T2H3 35 °C;80
9 T°3 H3 T3H3 45 °C;80

Descripcion de los tratamientos.

Los tratamientos fueron aleatorizados y se ejecutaron como se muestra en la tabla 6.

Tabla 6. Aleatorizacion de tratamientos de tratamientos.

Tratamientos Temperatura, °C Humedad, %
T1 25 80
T2 25 60
T3 35 60
T4 35 80
T5 45 80
T6 45 60
T7 45 40
T8 35 40
T9 25 40

Caracteristicas de experimento.

Se realizd6 3 repeticiones a los 9 tratamientos, obteniendo de esta manera 27 unidades
experimentales las cuales fueron sometidas a un analisis DCA con arreglo factorial AxB, cada
unidad experimental estd conformada por 75 g de sustrato previamente esterilizado e inoculado
con 1% m/m de biomasa de hongo (Aspergillus niger). En la tabla 7 se presentan las

caracteristicas del experimento.
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Tabla 7. Caracteristicas del experimento

Tratamientos
Repeticiones

Unidades experimentales 27

Descripcion de las variables del experimento.

Temperatura y Humedad: Fueron medidas a través de un sensor DHT11 programado a un
Arduino nano, cuya lectura se proyectaba en una pantalla led también programada al dispositivo,

cuyo margen de error en el caso de la temperatura era de £1 °C y en la humedad de +5%.

Inéculo: Se empled 1% m/m de biomasa del hongo, esto se realiz6 mediante diferencia de peso,
midiendo el peso de la placa en el momento de ser inoculado para ser replicado y se le rest6 al

peso final que esta tuvo una vez el hongo colonizé la placa por completo.

Biomasa: Se determin6 con el empleo de camara de Neubauer y de Fuchs-Rosenthal lo cual
permitio determinar la cantidad de esporas presentes por ml de muestra diluida, las formulas
para determinar la concentracion de esporas finales se encuentran expresadas en el anexo 1.
(Yépez, 2019)

Actividad enzimatica: Se expresa en Unidades Internacionales (Ul), esto determinado por un
factor de conversion, en donde se transforma los azucares reductores a unidades de actividad
enzimatica en donde 1 mg de glucosa liberada equivale a 0.185 Ul/ml (Jaen, Alvarez, Angulo,
& Moreno, 1986).

3.3.3. OPTIMIZACION DE LAS VARIABLES DEL PROCESO PARA MAXIMIZAR
LA PRODUCTIVIDAD DE LAS ENZIMAS PECTINOLITICAS.

Se realizd la optimizacion para las dos variables de productividad correspondientes al
crecimiento del hongo y a la actividad enzimética, esto mediante el empleo del programa
Design-Expert 11 version libre, aplicando el método de varios factores con regresiones no
lineales para ambos casos con un 95% de confiabilidad, esto con la finalidad de obtener los
intervalos Optimos para la actividad enzimatica de las enzimas pectinoliticas, asi como la

formacién de esporas.
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3.4. MANEJO ESPECIFICO DEL EXPERIMENTO.

3.4.1. DIAGRAMA DE FLUJO.

Inicio

Piedras, palos,
Insectos, ete.

Agua T° Aguae
Ambiente impurezas
60 °C, 12h Vapor de agua

Tamiz 2mm Finos de pulpa

Humedad, materia
seca, pH, cenizas

Bolsas de
polietileno

121 °C, 1 atm, |
15 min
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Inoculo, pectina, sacarosa,
extracto de levadura.

T°:25°C, 85 °C, 45°C | Vapor de agua
H: 40%, 60%, 80% P &
Agua destilada
(1:10)
Sélidos
Ira: 4000 rpm * 15 min | Biomasa
2da: 18500 rpm * 20 min

Tartrato Na-K, DNS,_
NaOH, Agua destilada.

Fin
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3.4.2. DESCRIPCION DEL PROCESO.
Seleccién y toma de muestras.

La materia prima (sustrato) fue obtenida de la Asociacion Agroartesanal de Caficultores "Rio
Intag" AACRI.

La materia utilizada no presentaba deterioro o inicios de procesos fermentativos, estos desechos

fueron recolectados en bolsas de polietileno, selladas y preparadas para transportarlas.
Lavado y seleccion.

Se realizé con la finalidad de retirar cualquier impureza capaz de alterar los resultados del
experimento, en donde se empled agua a temperatura ambiente para realizar un lavado constante

de 2 a 3 minutos,
Secado.

El proceso de secado se realizo con el fin de tener un punto de partida para la materia prima con
respecto a la humedad, asi también del hecho de conservarla,

Este proceso se realiz6 con el empleo de un secador de bandejas, Programado a para trabajar a

una temperatura de 60 °C, por 12 horas, para facilitar el proceso de triturado.
Triturado.

Se realizd un proceso de triturado para reducir y homogenizar el tamafio de las particulas, con
el fin de que el hongo pueda fijarse rapidamente al sustrato y de esta manera colonizarlo por

completo mientras se desarrolla, dejando Unicamente las particulas de 2 mm aproximadamente.
Caracterizacion.

Se realizaron analisis fisicoquimicos (pH, humedad, materia seca, AzUcares reductores y
cenizas) con el fin de conocer si se requiere una estandarizacion de la materia prima como es el

caso de la humedad empleando los métodos antes descritos en la tabla 3.
Envasado.

Se envas0 en bolsas trasparentes de polietileno con 200 g de sustrato cada uno, se las sell6 y se

procedio a almacenarlas en contenedores de espuma.
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Esterilizacion.

Se sometio al sustrato a un proceso de esterilizacion en autoclave a 121°C y 1 atm durante 15

minutos.
Pesado del sustrato.

La masa del sustrato a emplear en cada bandeja fue de 75 g por cada repeticién, para no

sobrepasar del centimetro de altura en cuanto al sustrato segin recomienda Villalpando (2010).
Hidratacion de muestras.

La hidratacion se la realiz6 mediante diferencia de pesos, tomando en cuenta la humedad inicial
del sustrato, garantizando que todos los experimentos inicien con la humedad requerida y una
vez dentro del biorreactor se mantiene constante inyectando aire himedo cada vez que se

requiera.
Inoculacion.

Se Inoculd 1% m/m de biomasa segun lo recomienda Villalpando (2010). Una vez inoculado el
sustrato se procedid a repartirlo en las bandejas de los diferentes ambientes para comenzar con

el proceso de fermentacion.
Mezclado.

Se realiz6 el mezclado con el fin de homogenizar la muestra y de esta manera permitir que el

proceso de fermentacion sea uniforme.
Fermentacion.

La etapa de fermentacion consistié en controlar las variables de temperatura (25 °C, 35 °Cy 45
°C) y humedad (40%, 60%, y 80%), en donde se procedié a tomar una muestra de cada replica

cada 72 horas para determinar la actividad enzimatica y la produccion de esporas.

Para establecer el tiempo de finalizacion de la fermentacion, es cuando alcanza la fase
estacionaria segun el conteo de esporas (medida de crecimiento) y se determind cuando los
valores obtenidos se mantuvieron constantes o disminuyen por 3 muestras consecutivas,
seleccionando de los 3 valores la de menor tiempo, el cual indica limitacion de nutrientes o

cambio en la composicion del medio, caracteristico de esta fase.
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El biorreactor utilizado en este punto permitié controlar los diferentes ambientes propuestos
para el desarrollo del experimento, por lo cual antes de poner a incubar las unidades

experimentales se procedio a estabilizar el equipo.
Filtrado.

Este proceso permitié la separacion de solidos de mayor tamafio (sustrato y biomasa) del
sobrenadante, esto mediante un sistema de filtrado al vacio para posteriormente pasar al proceso

de centrifugacion.
Centrifugacion 1y 2.
Esta se realiz6 en dos etapas:

La etapa 1 se realiz6 a 4000 rpm durante 15 minutos a temperatura de 20 °C mientras que la
etapa 2 se manejé por 20 minutos a 13500 rpm esto con el fin de provocar una lisis celular en
esporas que pudiesen haber pasado la primera centrifugacion, permitiendo de esta manera tener

un extracto libre de impurezas.
Medicion DNS.

Este consiste en un método colorimétrico para determinar la cantidad de azucares reductores
presentes en la muestra tras hacerlos reaccionar con el &cido 3, 5 Dinitrosalicilico, método que
se empled tanto para el anlisis inicial de las muestras y para la mayor parte de los experimentos,
en donde se obtuvo una curva de calibracion que permitié determinar los azucares presentes en

cada etapa de la investigacion.

Por tanto, para realizar la medicion de los azucares reductores presentes en la muestra se
procedi6 a realizar una curva de calibracion de glucosa, con el fin de estimar los valores de las

muestras a emplear, dicha curva se presenta en la figura 1.
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Figura 1. Curva de calibracién de azucares reductores

Segun el método descrito por Miller (1959), la curva de calibracion se realizé con un
espectrofotémetro a una longitud de onda de 540 nm, en donde se realizaron diluciones de
glucosa (0.5 g/ml, 0.7 g/ml, 0.9 g/ml, 1.1 g/ml, 1.3 g/ml, 1.5 g/ml, 1.7 g/ml y 1.9 g/ml), cada
una de estas fue llevada a tubos de ensayo en una concentracion 50:50 con el reactivo DNS (250
uL de muestras y 250 pL de reactivo), posteriormente llevadas a ebullicién durante 10 min y
enfriadas inmediatamente hasta temperatura ambiente para finalmente colocar 1 ml de muestra
en las cubetas del espectrofotdmetro y proceder con la lectura, formando de esta manera la curva
de calibracion teniendo en cuenta la concentracion (g/l) en el eje X y la absorbancia obtenida en

el ejey.

Por ultimo, se realiz6 un tratamiento previo a las muestras el cual consiste en hacer reaccionar
la enzima con una solucidn de pectina al 1% (p/v) (250 puL de muestras y 250 pL de solucidn)
con el fin de determinar el desdoblamiento de dicha sustancia, por tanto, se procedi6 a llevar
esta mezcla a bafio maria por 30 minutos a una temperatura de 45 °C una vez finalizado este
proceso de desdoblamiento se procedio a colocar 500 uL de reactivo DNS y se midio el valor
de absorbancia, obteniendo la concentracion a través de la curva obtenida con el patron de

glucosa.
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CAPITULO IV.
RESULTADOS Y DISCUSION.

41. CARACTERIZAR LOS DESECHOS DE CAFE MEDIANTE
ANALISIS FISICOQUIMICOS.

La caracterizacion fisicoquimica de la materia prima (pulpa de café) permitié determinar la
composicion de esta con el fin de establecer un punto de partida en el proceso de fermentacion
con el hongo, esta se realizé después de haber sometido al material a un proceso de conservacion
por secado y un posterior envasado hasta que llegue al momento de estandarizarlo e inocularlo

con el microorganismo.

El proceso se realizd por triplicado tomando las muestras del material (pulpa de café) de un
proveedor Unico de manera aleatoria con el fin de que los resultados sean representativos y a su

vez la estandarizacion de la materia prima sea sencilla de realizar.

Una vez adquirida y realizados los procesos de conservacion que se le aplico a la pulpa de café
se procedié a realizar los andlisis fisicoquimicos necesarios, con el fin de determinar si la materia
prima es apta o se necesita de estandarizacion con el objetivo que todos los experimentos partan

de las mismas condiciones.
4.1.1. ANALISIS FISICOQUIMICOS.

En la tabla 8 se puede visualizar los analisis proximales que se realizaron a las muestras
permitiendo determinar el punto de partida del experimento, en donde se pudo evidenciar que

la misma es apta para continuar con el proceso de obtencién de las enzimas.

Tabla 8. Analisis fisicoquimicos de pulpa deshidratada.

Azucares
pH Humedad Materia seca Cenizas reductores
Adimensional % % % mg/ml
Promedio 4.39+0.14 8.83+1.34 91.17+1.34 9.69 +0.23 0.40 £ 0.02

*Promedio + desviacién estandar
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pH.

El valor obtenido de 4.39 + 0.14 entra en la escala de &acido, se encuentra entre los valores
reportados, donde se puede desarrollar el hongo y produccion de las enzimas, segun Villalpando
(2010). Reportes de Fierro, Contreras, Gonzales, Rosas, & Morales (2018), afirman que el pH
de la pulpa de café se encuentra a 4.21 esto es debido a la presencia de acido de galico, acético
principalmente, otros estudios de Reyes & Solis (2019), reportan que un sustrato con pH

superiores a 5.0 reflejan una disminucion en la produccién de pectinasas.
Humedad.

La humedad de la materia prima después del proceso de secado fue de 8.83 + 1.34% esto con el
objetivo de conservar el sustrato hasta el momento de ser empleado, segun Ortiz, Anaya,
Vizcarra, & Pineda (2019) mantiene niveles de humedad en la pulpa de café en valores de entre
5% y 8% mientras que Torres, Martinez, Serna, & Hernandez (2019) recomiendan mantener la

humedad de la misma por debajo del 14%.
Materia seca.

La materia seca después del proceso de deshidratacion fue de 91.17 + 1.34%, esto permitid
determinar las diferentes concentraciones de los agentes fijadores a emplear en el momento de
la inoculacién, pues estos fueron pesados en relacion con la base seca del sustrato, siendo una
técnica empleada por Villalpando (2010), para enriquecimiento del mismo. Reportes de Granda
(2016), afirma que esta disminuye con forme avanza el proceso de fermentacion, y hace empleo
de una pulpa de café con 85.33% de materia seca, de esta manera la pulpa de café empleada en

este experimento pudiera prolongar el proceso fermentativo.
Azucares reductores.

La cantidad de azucares reductores presentes en el sustrato fue de 0.40 + 0.02 mg/ml, reportes
de Fierro, Contreras, Gonzales, Rosas, & Morales (2018), afirman que la cantidad de azucares
reductores presentes en la pulpa de café es de 0.45 mg/ml aproximadamente, los cuales son
propios de la fruta y depende del manejo del cultivo, este valor permite determinar un punto de
partida para evitar errores en la lectura de los resultados obtenidos después del proceso
fermentativo, es decir para evitar confundirlos con los azucares reductores producidos por la
accion enzimatica.
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Segun reportes de Velasquez, Beltran, Padilla, & Giraldo (2010), al existir una mayor cantidad
de azucares reductores en el sustrato existe mayor disponibilidad de fuete de carbono y hay una
mayor obtencion de metabolitos producidos por el Aspergillus niger, estos trabajaron con 3
niveles de azucares reductores siendo su mejor tratamiento el mayor de 0.15 mg/ml, por tanto,
al tener un valor mayor se tiene mayor disponibilidad de fuente de carbono y se podrian esperar

mejores resultados en cuanto a crecimiento del hongo.
Ceniza.

Molina, Lechuga, & Bressani (1990), trabajaron con pulpa de café sometida a fermentacion
solida con Aspergillus niger, en donde el nivel de ceniza fue de 5.97%, el cual es bajo en
comparacion al obtenido en este experimento (9.69% + 0.23). Sin embargo, Granda (2016),
quien obtuvo un 10,5%, afirma que mantener el sustrato en este nivel favorece al proceso

fermentativo, por tanto, los niveles obtenidos son aceptables para su posterior empleo.

Por otro lado, estudios realizados con anterioridad por Tlachi, y otros (2007), establecieron que
los niveles dptimos de ceniza para un buen proceso FES deben mantenerse en una margen de
7% a 8%, pues valores inferiores a este pueden causar deficiencia y un bajo desarrollo del
microorganismo, por otro lado, reportes de Caridad & Ramos (2007) afirman que valores de
ceniza por encima del 18% generan toxicidad en el sustrato y haciendo casi imposible el

desarrollo de microorganismos.

4.2. DETERMINAR LOS PARAMETROS DE TEMPERATURA Y
HUMEDAD EN EL PROCESO DE FERMENTACION SOLIDA.

Se trabajo6 con diferentes niveles de temperatura y humedad, con el fin de determinar el mejor

ambiente de actividad enzimatica, cantidad de esporas y productividad total de ambas variables.

A los valores obtenido se determind normalidad, analisis de varianza e interaccion entre las

variables.
4.2.1. ACTIVIDAD ENZIMATICA.

La actividad enzimatica del extracto se obtuvo mediante la transformacion de los azUcares

reductores obtenidos en la muestra por un factor de conversion.
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Analisis de varianza.

La actividad enzimatica presentd una distribucién normal representados en el anexo 2.

Los valores-P obtenidos en el analisis de varianza prueban la significancia estadistica de cada
uno de los factores (temperatura y humedad). Puesto que 3 valores-P son menores que 0.05,
estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre la actividad enzimatica con

un 95.0% de nivel de confianza, como se muestra en la Tabla 9.

Tabla 9. Analisis de Varianza para AE

Fuente Suma de cuadrados Gl Cuadrado medio F-value p-value

Modelo 97.82 8 12.23 13.42 <0.0001 *
A-Temperatura 25.78 2 12.89 14.15 0.0002

B-Humedad 41.53 2 20.76 22.80 <0.0001
AB 30.51 4 7.63 8.38  0.0005

Error 16.40 18 0.9109

Total 114.21 26

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

Esto indica que tanto el factor temperatura con p=0.0002, humedad con p=0.00001 y su
interaccion con p=0.005 son significativos dentro del proceso fermentativo en cuanto a la

produccion de enzimas.

Los valores obtenidos de R? = 0.86 y ajustado R?=0.79 determinando que la combinacion de

ambos factores puede ser replicados y obtener valores casi idénticos en un 79%.
Interaccidn entre temperatura y humedad para actividad enzimatica.

En la figura 2 se encuentra la influencia de los factores relacionados y la diferencia entre las

medias de cada tratamiento realizadas por la prueba de Tukey al 5%.
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Figura 2. Interaccion Temperatura*tHumedad vs Actividad Enzimatica

Se demuestra que a valores de temperatura de 35 °C y humedad de 80% correspondiente al
tratamiento T4, la actividad enzimatica alcanza el mayor valor de 15.21 Ul/g, siendo diferente

para el resto de tratamientos para un 95% de confianza.

Comparando con estudios de Rojas (2009), que realizo la extraccion de este tipo de enzimas
mediante fermentacion semisdlida, en donde el sustrato fue sumergido en un medio enriquecido
para proceder con la fermentacion y la temperatura que se empled fue de 30 °C, obtuvieron
valores de 10.26 Ul/g. También Villapando, y colaboradores (2010), en un proceso FES, a
temperatura de 30 °Cy 75% de humedad en el sustrato, alcanzaron 14.96 Ul/g, en los dos casos
la actividad enzimatica es menor a la obtenida en T4 (15.21 Ul/g), lo que pudiera estar marcada

por el contenido de humedad.

4.2.2. PRODUCTIVIDAD PARA ACTIVIDAD ENZIMATICA.

Se obtuvieron los valores de productividad para la actividad enzimatica y se realizaron los
analisis estadisticos para determinar las mejores combinaciones entre tratamientos.

Andlisis de varianza

Se puede evidenciar en el anexo 3 que los datos provienen de una distribucion normal.
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En la tabla 10 se encuentra en resultado del analisis de varianza correspondiente a la
productividad, la cual muestra que existe diferencia significativa entre los datos, mediante los

valores-P se ha comprobado la significancia estadistica de cada uno de los factores.

Tabla 10. Analisis de Varianza para Productividad

Fuente Suma de cuadrados Gl Cuadrado medio F-value p-value

Modelo 20.79 8 2.60 70.96 <0.0001 *
A-Temperatura 2.58 2 1.29 35.24 <0.0001
B-Humedad 14.18 2 7.09 193.63 < 0.0001
AB 4.03 4 1.01 27.49 <0.0001
Error 0.6591 18 0.0366

Total 21.45 26

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

Los factores estudiados tienen un efecto estadisticamente significativo sobre la productividad
con un 95.0% de nivel de confianza puesto que 3 valores-P son menores que 0.05. El valor de
R? = 0.96 y a R? ajustado =0.95 determiné que la combinacion de ambos factores poder ser

replicados y obtener valores casi idénticos en un 95%.

Interaccidn para la productividad.

En la figura 3 se encuentran los resultados obtenidos de productividad AE, para determinar
diferencias entre tratamientos se realiz6 prueba de Tukey para un 95% de confianza, las

diferencias entre tratamientos estan representados con diferentes letras.
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Figura 3. Interaccién de la productividad para Temperatura vs Humedad.

La Prueba Tukey demostr6 que T6 (45 °Cy 60% de humedad), T7 (45 °C y 40% de humedad),
, T8 (35 °C y 40% de humedad) y T9 (25 °C y 40% de humedad) son estadisticamente iguales
para la variable productividad, se puede establecer estos como los mejores tratamientos donde
se obtiene el valor més alto promedio de 3.481 Ul/g*d. Comparando los resultados obtenidos
en los ensayos realizados por Rojas (2009), y Villalpando (2010) quienes obtuvieron una
productividad de 2.565 y 2.992 Ul/g*d respectivamente, se puede afirmar que el control de los
parametros de temperatura y humedad permite obtener mejores resultados para la obtencién
actividad enzimatica. Al analizar las condiciones del proceso, se puede determinar que estos
fueron sometidos a ambientes poco favorables para el hongo el cual produce enzimas con mayor

actividad enzimética como mecanismo de supervivencia.

4.2.3. FORMACION DE ESPORAS.
Esta variable muestra cémo se desarrolla el microrganismo y define las fases de crecimiento
durante el proceso FES. Se realizo una transformacion de los valores a log (nUmero de esporas)

para los analisis estadisticos.

Andlisis de varianza.
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El analisis de normalidad de los datos de log (nUmero de esporas) demostrd que provienen de

una distribucion normal para el 95% de confianza como se muestra en el anexo 4.

Los valores-P obtenidos en el andlisis de varianza prueban la significancia estadistica de cada

uno de los factores como se muestra en la Tabla 11.

Tabla 11. Andlisis de Varianza para el log de esporas

Fuente Suma de cuadrados Gl Cuadrado medio F-value p-value

Modelo 35.40 8 4.43 217.99 <0.0001*
A-Temperatura 8.88 2 4.44 218.68 < 0.0001
B-Humedad 25.01 2 12.50 615.99 < 0.0001
AB 1.51 4 0.3786 18.65 < 0.0001
Error 0.3654 18 0.0203

Total 35.77 26

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

Los 3 valores-P son menores que 0.05, los que demuestra que los factores estudiados tienen un
efecto estadisticamente significativo sobre la formacion de esporas (log (nimero de esporas)).
Esto indica que tanto el factor Temperatura, Humedad, asi como su interaccion son

determinantes dentro del proceso FES para la obtencion de esporas.

Los valores obtenidos de R? = 0.98 y a R? ajustado =0.98 determind que las combinaciones de
ambos factores pueden ser replicados y obtener valores casi idénticos en un 98% cuando se

realiza el respectivo control de los parametros de fermentacion.
Interaccion para la formacion de esporas.

Entre las interacciones de los factores presentadas en la figura 4 se encuentran los valores de

log de esporas y la prueba de Tukey al 5% marco las diferencias estadisticas entre tratamientos.
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Figura 4. Interaccién Temperatura * Humedad del crecimiento y log de esporas.

Se evidencia que el valor medio més alto alcanzado fue de log 6.511 esporas/g (T4) corresponde
a temperaturas de 35 °C y humedad de 80%, sin embargo, también se puede apreciar que T3 (35
°C y humedad de 60%) es estadisticamente igual, con valor medio de log 5.92 esporas/g, lo que
se puede asegurar que a temperatura de 35 °C y entre 60-80% de humedad en el sustrato se logra
mayor formacion de esporas.

Resultados similares lo obtuvo Chavez (2015), en donde presenta un log 6.39 esporas/g,
trabajando a una temperatura de 35 °C, pero sin control de humedad, siendo este valor
ligueramente superado por el obtenido en el tratamiento 4 de este estudio.

4.2.4. PRODUCTIVIDAD PARA LA FORMACION DE ESPORAS.

Obtenido los valores de cantidad esporas anteriormente, se calculé la productividad conociendo
que esta variable es de gran importancia para la industria ya que relaciona la cantidad que se
produce en el tiempo.

Analisis de varianza.

En el anexo 5 se encuentra el comportamiento de los valores de productividad total los cuales

presentaron una distribucion normal.
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En la tabla 12 se encuentran los resultados del analisis de varianza los cuales muestra que existe
diferencia significativa entre los factores. Mediante los valores-P se ha comprobado la

significancia estadistica de cada uno, asi como sus interacciones.

Tabla 12. Andlisis de Varianza para Productividad del crecimiento logaritmico de esporas.

Fuente Suma de cuadrados Gl Cuadrado medio F-value p-value

Modelo 24.13 8 3.02 148.61 < 0.0001 *
A-Temperatura 6.42 2 3.21 158.08 < 0.0001
B-Humedad 16.60 2 8.30 408.89 < 0.0001
AB 1.12 4 0.2788 13.73 <0.0001
Error 0.3654 18 0.0203

Total 24.50 26

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

Los 3 valores-P son menores que 0.05, demostrado que las variables de temperatura, humedad
y sus interacciones son influyentes dentro del proceso FES, teniendo un impacto significativo
sobre la productividad con un 95.0% de confianza. En el valor de R?=0.98 y a R?ajustado =0.97
determinando que la combinacion de ambos factores poder ser replicados y obtener valores casi

idénticos en un 97%.
Interaccion para productividad de esporas.

En lafigura 5 se muestran los resultados alcanzados para la variable de productividad de esporas,
las cuales presentaron diferencias significativas en algunos de los tratamientos aplicados para

un 95% de confianza.

Las letras diferentes representan estas diferencias notables en cuanto a la productividad de
esporas con respecto a la formacion de esporas del hongo Aspergillus niger, pues se puede
apreciar que existen dos puntos altos diferentes estadisticamente del resto. Siendo estos T3
(35°C, 60% de humedad) y T4 (35 °C, 80% de humedad).
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Interaccion T°*H*Productividad F. esporas

~N

)}

(¥, ]

Humedad (%)

B 40%

b b B s0%

I I B 80%
25

Temperatura ( °C)

Productividad de formacion de
esporas (log)
= N w H

o

Figura 5. Interaccién de la productividad del crecimiento logaritmico de esporas para Temperatura vs
Humedad.

Los valores muestran que a temperaturas de 35 °C y humedad de 60% y 80%, se encontraron
los mayores valores promedios de productividad con log 5,411 esporas/g*d y log 5.422
esporas/g*d de Aspergillus niger, las cuales corresponden a los tratamientos T3 y T4, estos son

estadisticamente iguales.

Chavez (2015), obtuvo una productividad de log 5.252 esporas/g*d siendo este valor menor a
los obtenidos en los tratamientos 3 y 4, la diferencia puede darse a que los autores antes
mencionados utilizaron temperatura ambiente (25 °C) sin control de humedad y fermentacion

sumergida.

Teniendo en cuenta lo analizado en este objetivo se puede concluir parcialmente que la
formacion de esporas es inversamente proporcional a la actividad enzimatica. Las dos variables
respuestas son importantes para la industria, puesto que la formacién de esporas corresponde a
la reproduccién del hongo teniendo en cuenta que es un antagénico dentro de la industria
cafetera mientras que la actividad enzimatica que es el objetivo de la presente investigacion nos

muestra la calidad de enzima.
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4.3. OPTIMIZACION DE LAS VARIABLES DEL PROCESO PARA
MAXIMIZAR LA PRODUCTIVIDAD DE LAS ENZIMAS
PECTINOLITICAS.

Teniendo en cuenta los valores reportados anteriormente, se procedié a la optimizacion de estas
variables por métodos numéricos para obtener los maximos en la productividad, tanto de la
actividad enzimatica como la de cantidad de esporas

4.3.1. OPTIMIZACION PARA LA PRODUCTIVIDAD DE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA.

En la figura 6 se muestran los graficos que reflejan el area explorada, donde la interaccion entre
los factores en estudio (temperatura y humedad) con la variable respuesta (Productividad EA)

se puede definir el punto de mayor productividad.

B: Humedad (%)

Productividad AE ((Ul/gs)/dia)

A: Temperatura (°C)

40
40
o0 70 80 45

25 30 35 40 45
B: Humedad (%) A: Temperatura (°C)
Productividad AE ((Ullgs)/dia)
(a) 117173 W 390076 (b)

Figura 6. a) Superficie de respuesta estimada, b) grafico de contorno.

Para la superficie estimada la Figura 6.a refleja un minimo de productividad AE en uno de los
extremos derechos (27 °C y 80% de humedad) mientras que el valor maximo queda a lado
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izquierdo de la figura. Se puede establecer que, para la superficie evaluada, el valor maximo se
encuentra en puntos de 25 °C y 40% de humedad y en la Figura 6.b en el grafico de contornos

se puede corroborar, donde las lineas de colores representan la productividad.

Taragano (2000), Choez y Pilco (2020) realizaron estudios para la obtencion de pectinasas en
donde manejaron rangos de temperaturas de entre 25 y 30° C esto debido a que facilitaba la
produccion de este tipo de enzimas con una actividad enzimatica alta, rango que se encuentra

relacionado con el presente estudio.

Adicionalmente se obtuvo la ecuacion 1 donde se podria estimar la productividad de la AE.

P (AE) = 2.19+ (0,3551 % T) — (0.8876 * H) + (0.2602 x T = H) + (0.2278  T2?) — (0.0085 x H2) (1)

*P (AE)= Productividad de la actividad enzimatica (Ul/g*d)

Una vez obtenido los valores predichos que arroja el modelo establecido respectivamente para
la variable de respuesta, se pudo determinar la adecuacion de dicho modelo mediante el analisis
de residuos realizando una comparacion entre los valores observados (reales) y predichos Figura
7.

Predicted vs. Actual

Predicted
|

Actual

Figura 7. Valores predichos vs observado de productividad AE.
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Esto permite determinar que el residual tiene una distribucion normal y mantienen una varianza
homogénea, lo que concuerda con la adecuacion del modelo para un R? ajustado= 78%,
asegurando que el modelo utilizado es adecuado.

4.3.2. OPTIMIZACION PARA LA PRODUCTIVIDAD DE FORMACION DE
ESPORAS DEL Aspergillus niger.

Se tomd en cuenta la productividad del crecimiento (formacion de esporas) del Aspergillus

niger, aplicando a estos una regresion no lineal con el método de minimos cuadrados

obteniéndose de esta manera rangos en donde se encuentran las temperaturas y humedades que

maximizan esta variable.

En la figura 8a se puede apreciar la superficie de respuesta tridimensional en donde se
encuentran los puntos con los que se puede obtener mejores resultados a los obtenidos durante
la ejecucion de este experimento. De esta manera se llegd a obtener un R?=0.94% y un R?

ajustado=0.93% lo cual demuestra que la replicacién de este es viable en un 93%.

_ Productividad Crecimiento (log)

6
=)
S 5
= o
£ 4 &
K] 5
£
£ s =
(W]
B - a5 E
2 H 5
'8 40 [=4]
-§ A: Temperatura (°C)
& 30

= 0 60 50 40 25

B:Hismedad (%) 25 30 35 40 45
Productividad Crecimiento (log) A: Temperatura (°C)
(a) 195424 W 5 46288 (b)

Figura 8. Valores 0ptimos de productividad de esporas a) Superficie de respuesta b) Contorno.
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En la superficie de respuesta (figura 8a) se puede establecer un 6ptimo entre las interacciones
para la productividad de esporas, identificandose de esta manera que entre los rangos de
temperatura de 30 °C y 37 °C y humedades de entre 65% y 78% se pueden obtener valores
méaximos de log 5.5 esporas/g*d teniendo asi un punto central en 32 °C 'y 72% aproximadamente

segun el gréfico de contorno (figura 8b).

Segun reportes de Pozzo, Aschkar, Pellejero, Gil, & Roa (2008) la temperatura de desarrollo
optimo para las esporas del Aspergillus niger se encuentra en un rango de entre 30 °C y 37 °C
y una humedad de entre el 50% y el 60%. Asi también Pariente & Diaz (2007), asegura que la
temperatura 6ptima para el crecimiento del hongo se encuentra a los 37 °C, mientras que Gral,
Sanchez, Zerpa, & Garcia (2007), afirman que la humedad 6ptima se encuentra alrededor del

70%, rangos que se asemejan a los obtenidos en este ensayo.

La ecuacién 2 que describe el comportamiento de los datos para la maximizacién de la variable

productividad de esporas.

P.L.E = 5.01—(0.3128 x T) + (0.8698 * H) + (0.0763 = T » H) — (0.8811 * T2) — (0.7053 * H2)  (2)

*P.L. E= Productividad de logaritmo de formacion de esporas.

Para el analisis de residuos se realizd una comparacion entre los valores observados (reales) y

predichos Figura 9.
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Predicted vs. Actual

Predicted

Actual

Figura 9. Valores de productividad de esporas.

Se estimod que el residual se distribuye con normalidad y mantienen una varianza homogénea,
para un R? ajustado= 93%, lo que asegura que el modelo utilizado puede ser replicado.
Teniendo en cuenta lo anterior expuesto, se puede asegurar que la AE alcanza su punto maximo
en las condiciones de estrés a las que el hongo fue sometido como mecanismo de defensa, pues
segun Larralde (2016), los microorganismos sujetos a condiciones estresantes de cultivo,
principalmente en cuanto a presion osmotica, temperatura, pH o humedad desarrollan
mecanismos para enfrentar estas situaciones, generando cambios fisiol6gicos, de composicion
y toda una gama de respuestas de su metabolismo.

Por otro lado, Cortés & Mosqueda (2013), afirman que existe una mayor produccion de estos
metabolitos cuando el hongo entra en su fase estacionaria es decir que su crecimiento es lento y
sostenido asi también que los niveles de los mismos aumentan cuando el microorganismo es
sometido a situaciones de estrés nutricional o ambiental, como mecanismo de supervivencia.
Se da mayor relevancia a la AE debido a que este es un indicador de calidad de enzimas
producidas, segun afirma Vega (2011), ya que puede estar dado por la concentracion de las
mismas o su efectividad. También las enzimas pectinoliticas tienen un amplio empleo segun la

calidad de la misma, como aseguran Cortés & Mosqueda (2013).
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5.1

CAPITULO V.
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

CONCLUSIONES.

La pulpa de café es un sustrato conveniente para el desarrollo de hongo Aspergillus niger
y produccion de metabolitos como enzimas ya que cuenta con elementos esenciales en
forma de carbohidratos (azucares reductores) y fibra (materia seca y cenizas).

Los factores de temperatura y humedad del sustrato tienen influencia significativa
favoreciendo el proceso de fermentacion solida, a temperaturas 25 °C y humedad de
40% para la actividad enzimética mientras que el hongo tiene un mayor desarrollo a
temperatura de 35°C y humedades de entre 60% y 80%.

Los puntos 6ptimos para la productividad de la actividad enzimatica se encontraron en
un extremo del rango estudiado, no siendo asi para la formacion de esporas, demostrado
que la actividad enzimatica no es asociada al crecimiento.

La investigacion experimental permitio generar una alternativa de valorizacion biologica
hacia los residuos de café, para la produccion del hongo Aspergillus niger y la
generacion de actividad enzimética de enzimas pectinoliticas, por lo que se acepta la

hipdtesis nula propuesta.
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5.2.

RECOMENDACIONES.

Evaluar el comportamiento de la actividad enzimatica de las enzimas a temperaturas
menores a 25 °C y humedad inferiores de 40% para determinar si el obtenido es un
méaximo local o un méaximo global.

Realizar estudios de estabilidad de las enzimas obtenidas para futuros trabajos de
escalado.

Validar los datos obtenidos en la optimizacion.
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ANEXOS.

Anexo 1: Formula para cAmara de conteo

Particulas contadas

Particulas por ul volumen =
por i superf.cont.(mm?) * Profundidad camara (mm) = Dilucioén

Anexo 2: Normalidad para la actividad enzimatica (AE).

Normal Plot of Residuals
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Anexo 3: Normalidad para la productividad de la actividad enzimatica.

Normal % Probability

Normal Plot of Residuals

Anexo 4: Normalidad para formacion de esporas.
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Anexo 5: Normalidad para la productividad de formacion de esporas

Marmal % Probability
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Anexo 6: Proceso de obtencidn de pectinasas

Fotografia 1 Secado

Fotografia 2 Trituracion

Fotografia 3 Tamizaje
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Fotografia 5 Pesaje

Fotografia 7 Inoculacién

Fotografia 9 Placa
colonizada

Fotografia 10 Mezclado

Fotografia 11 Biorreactores
(fermentacion)

Fotografia 12 Camara de
conteo
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Fotografia 13 Conteo

Fotografia 14 Filtrado

Fotografia 15 Centrifugacion
1° etapa

Fotografia 16 Centrifugacion 2°
etapa

Fotografia 17 Muestras con
Reactivo DNS

Fotografia 18 Extracto
enzimatico
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