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RESUMEN

Efecto de las condiciones batch en la fermentacion por medio sélido
de A. niger
Elaborada por: Ing. Karla Avila Martinez
Dirigida por: Dra. Rosalia Cerecero Enriquez
Dr. José Manuel Tejero Andrade.

La fermentacién en estado soélido (SSF) es un proceso microbiolégico que ocurre en
la superficie de materiales solidos con capacidad de adsorber y contener agua. En
este proceso, una diversidad de microorganismos, como hongos, levaduras y
bacterias, han sido utilizados.

Este trabajo se enfoca en la utilizacion de residuos agroindustriales, como la pulpa
de café y el bagazo de cafia, como sustratos para la produccién de acido citrico
utilizando la cepa Aspergillus niger ITV-18 en un proceso de SSF. El acido citrico
es un compuesto clave en diversas industrias, como alimentos, bebidas y farmacia,
cuya produccion a través de fermentacion es una alternativa sostenible vy
economica.

Se realizaron ensayos preliminares para evaluar la adaptacion de A. niger a
diferentes sustratos, destacando la combinacién pulpa de café - bagazo de cafa de
azucar, que mostré el mejor crecimiento celular, alcanzando una concentracion de
esporas de 8.3x10° esporas/mL. Mediante la caracterizacién de los sustratos y el
analisis de diversas condiciones de fermentacion, se determin6 que la combinacién
60:40 (café-bagazo) sin tratamiento de hidrdlisis ni extraccion fue la mas eficiente,
alcanzando un rendimiento maximo en la produccion de acido citrico.

El desarrollo experimental incluyo la activacidon y propagacién de A. niger ITV-18 en
PDA a 35°C, acidificando a pH 4.5 en 5 dias. Las esporas fueron recuperadas
mediante agitacion en solucion de Tween 80 al 0.01% y conservadas a 4°C. Se
formularon sustratos en diferentes proporciones de subproductos de café y bagazo
de caina, deshidratados a 30°C durante 4 horas, triturados, tamizados en malla 18 y
esterilizados a 121°C durante 10 minutos. Las muestras fueron inoculadas con una
concentracion inicial de 1x10° esporas/mL e incubadas a 35°C por 12 dias. Todos
los experimentos se realizaron por triplicado.

El conteo de esporas se llevo a cabo con la técnica de la camara de Neubauer cada
dos dias. La determinacion del pH se realizé en una muestra de 1g mas 10 mL de
agua destilada, filtrada y valorada con potencidometro. El analisis de varianza indico
que los tratamientos con mayor proporcion de café (4.5:5.5, 6:4, 3:7, 0:10)
alcanzaron mayor produccion de biomasa al octavo dia. La camara de fermentacion
mantuvo una temperatura controlada de 35°C, validando su eficacia en el proceso.
Como resultado, se obtuvo una concentracion final de acido citrico de 0.91 g/mL y
un conteo de esporas de 8.75x10° esporas/mL. Este estudio confirma que el uso de
bagazo de cana y residuos de café como sustratos en la fermentacion sélida con A.
niger ITV-18 es una alternativa viable y eficiente para la produccién de acido citrico.



ABSTRACT

“EVALUATION OF FERMENTATION IN A SOLID ENVIRONMENT
BY A. NIGER”
By: Karla Avila Martinez
Advisor (s): phD. Rosalia Cerecero Enriquez
phD. José Manuel Tejero Andrade

Solid-state fermentation (SSF) is a microbiological process that occurs on the
surface of solid materials capable of adsorbing and retaining water. Various
microorganisms, such as fungi, yeasts, and bacteria, have been used in this process.
This study focuses on the use of agro-industrial waste, such as coffee pulp and
sugarcane bagasse, as substrates for citric acid production using the Aspergillus
niger ITV-18 strain in an SSF process. Citric acid is a key compound in various
industries, including food, beverages, and pharmaceuticals, and its production
through fermentation has become a sustainable and economical alternative.
Preliminary tests were conducted to evaluate the adaptation of A. niger to different
substrates. The combination of coffee pulp and sugarcane bagasse showed the best
cell growth, reaching a spore concentration of 8.3 x 10° spores/mL. Through
substrate characterization and analysis of different fermentation conditions, it was
determined that the 60:40 ratio (coffee-bagasse) without hydrolysis or extraction
treatment was the most efficient, achieving the highest citric acid yield.

The experimental process included the activation and propagation of A. niger ITV-
18 on PDA at 35°C, acidified to pH 4.5 over five days. Spores were recovered by
agitation in a 0.01% Tween 80 solution and stored at 4°C. The substrates were
prepared with different proportions of coffee by-products and sugarcane bagasse,
dehydrated at 30°C for four hours, ground, sieved through an 18-mesh filter, and
sterilized at 121°C for 10 minutes. The samples were inoculated with an initial
concentration of 1 x 10° spores/mL and incubated at 35°C for 12 days. All
experiments were conducted in triplicate.

Spore counting was performed using the Neubauer chamber technique every two
days. pH was determined using a 1g sample mixed with 10 mL of distilled water,
filtered, and measured with a pH meter. The analysis of variance indicated that
treatments with a higher coffee ratio (4.5:5.5, 6:4, 3:7, 0:10) achieved greater
biomass production by the eighth day. The fermentation chamber maintained a
controlled temperature of 35°C, validating its effectiveness in the process.

As a result, a final citric acid concentration of 0.91 g/mL and a spore count of 8.75 x
10° spores/mL were obtained. This study confirms that the use of sugarcane
bagasse and coffee residues as substrates for solid-state fermentation with A. niger
ITV-18 is a viable and efficient alternative for citric acid production.
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Introduccién

INTRODUCCION

El acido citrico es un compuesto organico de gran relevancia industrial, utilizado en
la produccién de alimentos, bebidas y productos farmacéuticos, asi como en la
industria cosmética y de limpieza. Su produccion mediante fermentacion ha cobrado
especial importancia, dado que ofrece una alternativa sostenible y econdmicamente
viable frente a métodos quimicos. En este contexto, los residuos agroindustriales,
como la pulpa de café y el bagazo de cafa, se presentan como sustratos atractivos

debido a su alta disponibilidad y valor nutricional.

La optimizacion de la produccion de acido citrico se puede lograr a través de
diversas estrategias, siendo el pretratamiento de sustratos uno de los factores
criticos. En este trabajo, se evalud la extraccion de compuestos fendlicos mediante
ultrasonido, un meétodo conocido por su eficiencia en la ruptura de la matriz celular
y la liberacion de metabolitos beneficiosos. Se encontré que los sustratos extraidos
por este método produjeron una mayor concentracion de acido citrico, alcanzando

un nivel de 0.73 mg/mL.

Este estudio tiene como objetivo hacer uso de nuevas tecnologias aplicadas a los
residuos del café, a través de desarrollar condiciones idoneas de tratamiento. Por
lo que en este trabajo se propone estudiar el efecto de las condiciones de la
fermentacién en estado sélido de residuos de café y bagazo de cana por Aspergillus
Niger. tiene como objetivo explorar el impacto de la extraccion por ultrasonido en la
produccion de acido citrico utilizando residuos lignoceluldsicos, y proporcionar una
base para el desarrollo de procesos de fermentacién mas eficientes y sostenibles.
A través de una caracterizacion detallada de los sustratos y la evaluacion de
diferentes condiciones de fermentacion, se busca contribuir al avance en la

biotecnologia aplicada a la produccién de este importante metabolito.



CAPITULO 1

FUNDAMENTOS TEORICOS



Fundamentos Tedricos

CAPITULO 1. FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1 Productos agroindustriales en el estado de Veracruz

De acuerdo a la SAGARPA en el estado de Veracruz el 35 % de la poblacion vive
en el ambito rural. Se estima que hay 350 mil productores activos y tienen los
primeros lugares en la produccién de citricos, frutas, cana de azucar, café, carne de

bovino, cerdo y ave.

1.1.1 Generalidades del grano de café

El café es cultivado en clima tropical, producido por paises en desarrollo siendo el
principal rubro de exportacion agricola teniendo gran perspectiva de desarrollo en
el mercado internacional. Actualmente destacan como productores de cafe,
Honduras (50% de sus exportaciones de cafés, especiales u organicos), Peru (20%
café organico), México (75%), Nicaragua (27%), Colombia (12%) y paises africanos
(OEEE, 2013).

El estado de Veracruz es el segundo mayor productor de café cereza a nivel
nacional, como se muestra en la Tabla 1.1, generando gran cantidad de residuos,
teniendo a la pulpa como el principal residuo solido del beneficio humedo del grano.
(SAGARPA, 2013)

Tabla 1.1 Produccién de café cereza por estado a nivel nacional 2012-1013

Hectareas Hectéareas Produccién Valor Produccién
Entidad sembradas Cosechadas (Ton) (Miles de Pesos)
Chiapas 259,315.74 253,752.79 499,105.16 2,508,647.98
Guerrero 47,190.50 47,160.50 41,784.20 284,106.31
Hidalgo 25,821.00 25,172.00 33,992.49 147,266.35
Jalisco 3,835.00 3,835.00 5,450.74 30,175.87
Nayarit 17,678.06 17,678.06 25,357.91 129,113.24
Oaxaca 142,766.07 138,236.08 129,756.01 481,807.71
Puebla 72,174.85 54,205.85 136,864.84 645,346.68
Veracruz 147,384.41 139,268.81 365,333.44 1,791,264.28




Fundamentos Tedricos

El café es una bebida que se obtiene de las semillas tostadas de las plantas del
café o cafetos (Coffea spp). Los cafetos son arbustos de hoja perenne de la familia
de las Rubiaceas, siendo las especies comerciales la arabica (coffe arabica) y

robusta (coffea canephora) (Calle, 2011)

Cada fruto contiene dos granos de café, cada uno rodeado de una piel
perfectamente adherida llamada piel de plata, rodeando a los dos granos aparece
una segunda envoltura de color amarillento, esta vez mas holgada, que recibe el
nombre de pergamino, la piel mas externa, de color rojizo, se conoce como cascara,
que junto con el pergamino, encierran entre medias una sustancia mucilaginosa que
constituye la carne del fruto, denominada pulpa o mucilago, como se observa en la
Figura 1.1 (Alvarez, 2010).

Epicarpio

Grano

Mesocarpio Endocarpio

Figura 1.1 Constitucion fisica del grano de café

Los granos de café poseen mas de 2 000 sustancias diferentes (cafeina, minerales,
lipidos, trigonelinas, aminoacidos proteinas, acidos alifaticos, glicosidos vy
carbohidratos) de tal manera que el café no es solo cafeina (1, 3, 7-trimetilxantina)

sin embargo, es el ingrediente farmacolégicamente mas activo.



Fundamentos Tedricos

Los granos de café crudos tienen una composicion diferente entre la variedad
Arabica y la Robusta, como se puede observar en la Tabla 1.2. La composicion de
los granos de café se altera de forma dramatica por el proceso de tostado, y pierde
gran cantidad de agua (posee apenas 1% a 5%), proteinas, acidos clorogénicos y
carbohidratos (Calle, 2001).

Tabla 1.2 Composicion de los granos de café tostado

Variedad
Componente Arabica Robusta

Cafeina 1.3 24
Minerales 4.5 4.7
Lipidos 17.0 11.0
Trigonelinas 1.0 0.7
Proteinas 10 10
Acidos alifaticos 24 25
Acidos clorogénicos 2.7 3.1
Carbohidratos 38.0 41.5
Aromas volatiles 0.1 0.1
Melanoidinas 23.0 23.0

1.1.2 Beneficio o proceso del café

El conjunto de etapas o labores para transformar los frutos maduros de café en café
almendra, constituye el proceso conocido como beneficio del café como se aprecia
en la Figura 1.2. En México el procesado del fruto se realiza generalmente mediante
el llamado “Beneficio Humedo del Café”, donde se consumen grandes cantidades
de agua y casi el 80 % del fruto se considera de poco o nulo valor econémico y por

consiguiente es considerado como un residuo.



Fundamentos Tedricos

El mucilago, asi como las aguas del beneficio constituyen residuos de dificil manejo,
generando una alta carga contaminante al ambiente. Por otra parte, la pulpa es el
residuo de mayor volumen del proceso en via humeda, correspondiente al 40% del
peso de la cereza. El grano de café seco esta conformado por la almendra, la

pelicula plateada y la cascarilla o cisco (Mejia, 2010).

ETAPA RESIDUO

Café Cereza Maduro

+
Despulpado — Pulpa

+

Clasificado del cafeé
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mucilago

+

[Agua — Llavadoyclasificado —— Mucilago + agua]

— Pulpa

Agua —» ——— Mucilago + agua

¥
Secado

~Ir
Empacado y

almacenamiento

+

Comercializacion

+

Trillado — Cisco

Figura 1.2 Etapas del beneficio del café

De las cerezas frescas solo se utiliza el 6%, siendo el 94% restante subproducto:
39% pulpa, 22% mucilago, 3% pergamino, 9.8% residuos de extraccion, 20.4% agua
y extractos volatiles, algunos componentes se muestran en la Tabla 1.3 (Nava,
2003).
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Tabla 1.3 Composicion porcentual en residuos de café

Componentes Cascarilla Pulpa Granos usados
Taninos 45-54 1.8-2.4 1.2-15
Cafeina 0.8-1.1 0.5-0.7 0.02-0.08
Celulosa 13.2-27.6 15.1-20.3 13.2-184
Proteinas 9.2-11.3 8.5-12.1 10.3-12.2
Lipidos 20-23 1.5-2.0 15.2-17.9

Los granos de café que se utilizan en produccién son primeramente limpiados para
remover madera, hojas o algun otro tipo de materia extrafia. La limpieza se realiza
en un sistema de zarandas vibradoras. Luego de ser limpiados, pasan a ser

almacenados en silos.

1.2 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos o polifenoles, son compuestos que poseen un anillo

aromatico, unido a uno o mas grupos hidroxilo Figura 1.3 (Gonzalez, 2010).
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Figura 1.3 Estructura quimica de los principales compuestos fendlicos en el café
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Los polifenoles presentes en productos alimenticios, se pueden clasificar en
extraibles y no extraibles. Los extraibles son compuestos de bajo peso molecular,
los cuales se pueden extraer con disolventes acuosos y acuoso-organicos, por otro
lado, los no extraibles son compuestos con un elevado peso molecular, unidos a

fibra o proteinas que se pueden encontrar en los residuos de las extracciones.

Los polifenoles extraibles se pueden clasificar en funcion de su estructura quimica
en acidos fendlicos (como el caféico, el ferulico, el p-cumarico y el sinaptico), o
esterificados (como el clorogénico, isoclorogénico, neocolorogénico vy
criptoclorogénico), y flavonoides, estructuras mucho mas complejas, que a su vez
se subdividen en flavonas (crisina, rutina), flavonoles (quercetina, miricetina),
flavanoles o catequinas (epicatequina, galato de epicatequina, epigalocatequina,
galato de epigalocatequina), flavanonas (hesperidina, naringenina), antocianinas
(delfinidina, malvidina, cianidina), taninos condensados con un numero bajo de

monomeros, etc.

Los polifenoles no extraibles incluyen taninos hidrolizables y taninos condenados
(Figura 1.4) con un elevado numero de unidades en la cadena polimérica. (Larrea,
2012)

HO
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Figura 1. 4 Estructura quimica de un tanino
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1.2.1 Extraccion de compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son sustancias que pueden extraerse con solventes
volatiles. Las muestras secas y molidas se ponen en contacto con disolventes
organicos como alcohol, cloroformo. Sin embargo, los solventes derivados del
petréleo como éter, hexano propanol, acetatos de metilo y otros mas, son toxicos al

contacto con la piel o al inhalarlos, siendo el alcohol una buena opcién de disolvente.

El uso del microondas es otra alternativa para extraer compuestos fendlicos ya que
ofrece ventajas, como es reducir considerablemente el tiempo y consumo de

energia (Peredo et al., 2009).

Por otro lado, el ultrasonido es una forma de energia mecanica de alta frecuencia,
inaudible a los humanos. Estas vibraciones se desplazan en un medio material,
produciendo la formacién de burbujas o cavidades debido a la vaporizacion del
fluido calentado por la disipacion de la energia de la onda debido a la viscosidad
(este es un fendbmeno denominado viscous heating). La temperatura del fluido se
incrementa causando la explosién de las burbujas, ya que la variacion periddica de
la presion de la onda de ultrasonido da lugar a una accién mecanica que agita y
calienta a las burbujas, disminuyendo la tension superficial y favoreciendo la
solubilidad y penetracién del solvente en el material vegetal arrastrando consigo los
componentes activos por conveccion y difusion. El ultrasonido es una forma de
extraccion muy econdmica y simple, al menos a escala de laboratorio (Larrea,
2012).

1.3 Produccion de la caiha de azucar
La cana de azucar (Saccharum officinarum) es una graminea tropical, que acumula

un jugo rico en sacarosa, que al ser extraido y cristalizado en el ingenio forma el

azucar (Figura 1.5).
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Figura 1.5 Planta de la cana de azucar
En el 2011 el estado de Veracruz sembrd aproximadamente 264 mil hectareas de
cana de azucar seguido por Jalisco, San Luis potosi y Oaxaca, como se muestra en
la Figura 1.6 (SAGARPA, 2013). El bagazo de cafia es el subproducto de la
molienda de la cafia de azucar y representa entre 25 - 40% del total de masa de la

materia procesada.

San Luis Potosi
11%

Jalisco
11%

> Chiapas
6%

Figura 1.6 Estados productores de cafia de azucar

De acuerdo al informe por estados de la Zafra 2014/15, el estado de Veracruz se
encuentra en el primer lugar como productor de azucar. Se cosecharon 54 266 554
ton de cafa de acuerdo a las cifras obtenidas de 52 ingenios en el pais
(Conadesuca, 2015).
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El tronco de la cafa de azucar esta compuesto por una parte solida o fibra 11 al 16
% vy, un aparte liquida o agua del 73 al 76 %, sacarosa 8 al 15 %. Algunos
constituyentes del jugo de cafa de azucar se pueden observar en la Tabla 1.4. En
el Ingenio, la sacarosa del jugo es cristalizada formando azucar, mientras que la

fibra constituye el bagazo, una vez molida la cana.

Tabla 1.4 Componentes del jugo de cafa de azucar

Sustancia Composicion (%)
Glucosa 0.2-0.6
Fructuosa 0.2-0.6
Sales 0.3-0.8
Acidos organicos 0.1-0.8
Otros 0.3-0.8

El bagazo de cana es un material lignocelulésico constituido principalmente por 38-
50% de celulosa, 17-32% de hemicelulosa. Debido a su alto contenido de
carbohidratos y al bajo contenido de lignina, asi como su disponibilidad, el bagazo
puede ser considerado como un residuo agroindustrial con un alto potencial de

azucares fermentables (Chandler et al., 2012).

1.3.1 Procesamiento de caina de azucar

La cosecha de la cafia de azucar se realiza a los 13 meses de edad de la planta,
cortandola de forma manual o mecanizada. La cafa cosechada se transporta al
Ingenio o fabrica donde se realizan una serie de operaciones unitarias (lavado,
corte, compresion) para extraer el jugo, una vez obtenido se le realiza una
desinfeccion y clarificacion, pasando posteriormente por una evaporacion, seguida
de la cristalizacion y finalmente una centrifugacion para poder obtener el producto
final. Todo esto se ejemplifica en el diagrama de la Figura 1.7 (Ingenio San Carlos,
2015).

11
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Figura 1.7 Etapas del proceso de fabricacion de cafia en azucar

Teniendo como principal producto el azucar, el bagazo de cana se genera como un
subproducto de dicho proceso, siendo el de mayor volumen, el cual puede alcanzar
entre un 26 % a un 29 % del peso de la cafia molida. Este bagazo esta constituido

por agua, solidos particulados y cantidades mas pequefas de soélidos solubles.

1.4Fermentacion en estado soélido

La fermentacion en estado solido (SSF por sus siglas en ingles “solid-state
fermentation”), consiste en el crecimiento de microorganismos sobre particulas
sélidas humedas, entre las cuales pasa un flujo de gas y hay un minimo de agua,

como se puede observar en la Figura 1.8.
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(a) Agua entre los espacios

de gas

Biopelicula
Agua y nutrientes humeda
Hifas fungicas absorbidos dentro de
la particula

(b) Liquido con nutrientes

Paso’______--'o
0OQ  oige o
@)

Biopelicula

Figura 1.8 Representacion del sistema de fermentacién en estado sélido (SSF) (a) Arreglo
de las particulas sélidas (b) Otro sistema que involucra crecimiento sobre sélido. (Mitchel
et al., 2006)

En la actualidad la fermentacién en soporte solido se usa con gran éxito en la
produccion de antibidticos, micotoxinas, surfactantes, acidos organicos,
compuestos aromaticos, pesticidas y enzimas (Tabla 1.5). Los sustratos utilizados
en este tipo de fermentacion son muy variados, destacandose cereales como trigo,
centeno, arroz y maiz, también se usan desechos industriales, los cuales son
considerados los mejores sustratos para la fermentacién soélida. La aplicacion de la
SSF se ha concentrado en aumentar el valor agregado de estos residuos
industriales (Pandey et al., 2000).
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Tabla1.5 Aplicaciones de la fermentacién en estado soélido (SSF)

Sector econémico Aplicacién Ejemplo
Industria alimentaria Alimentos tradicionales Koji, tempeh, quesos
fermentados
Produccion de hongos Agaricus y Pleurotus
Aditivos alimenticios Sabores y colorantes

Bioinsecticidas

Agricultura Hormonas
Bioconversion de Bagazo de cafia y pulpa
subproductos de café
Fermentacion industrial Enzimas Amilasas, celulosas vy
proteasas
Antibioticos Penicilina
Acidos organicos Acido citrico y fumaérico

El mayor grupo de microorganismos usados en este tipo de fermentacion son
bacterias y hongos; estos ultimos del tipo filamentosos son los mas importantes,
ideales y mejor adaptados (Torres, 2009), debido a sus caracteristicas fisioldgicas,

bioquimicas y enzimaticas (Martinez, 2005).

1.4.1 Preparacion del sustrato para la SSF

La seleccidon del sustrato o soporte constituye un punto importante, en general
particulas pequenas proveen una mayor area superficial para la transferencia de
calor e intercambio gaseoso. El soporte sobre el que se desarrollara el
microorganismo de interés debe tener estas caracteristicas: (1) Inertes, (2) Porosos
con espacios libres disponibles, (3) Resistencia mecanica para ser empacados, (4)
Capacidad de retencion de agua y nutrientes solubles. Un sustrato crudo o natural
no es adecuado para usarse directamente en la fermentacion, requiere de una
preparacion o pre-tratamiento que puede consistir en la reduccién del tamafo de

particula, complementacién de nutrientes, ajuste del contenido de humedad o ajuste
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de pH, cocimiento para la degradacidon de la estructura macromolecular o para la
reduccion de contaminantes. Aun lo anterior, se presentan serios problemas como
consecuencia de la heterogeneidad del cultivo, el intercambio de calor o
transferencia de oxigeno, en el control de gradientes de humedad, pH, nutrientes y
producto. Por lo que es importante conocer el efecto de las variables ambientales

en el desarrollo de un cultivo sobre un sustrato sélido.

Puede ser necesario tritura el sustrato o pre-tratarlo para aumentar la disponibilidad
de nutrientes, adicionar suplementos nutricionales o agua. El soporte puede ser
esterilizado fuera del biorreactor. Alternativamente, puede ser posible y preferible

realizar este paso con el sustrato en el interior del biorreactor (Mitchel et al., 2006).

1.4.2 Componentes del sustrato

Los sustratos generalmente contienen materiales organicos complejos
(polisacaridos, proteinas, compuestos fendlicos, etc.). Estos materiales son
propensos a transformarse por la accion del calor y pueden interactuar unos con
otros para formar una gran variedad de productos. Es por esto que los materiales

lignoceluldsicos son los mas utilizados en la fermentacion en medio solido.

La lignocelulosa es el principal componente de la pared celular de las plantas y
representa la fuente principal de materia organica renovable. La mayor parte de
residuos lignocelulésicos son generados por practicas agricolas y forestales que se

transforman en un problema ambiental (Lépez et al., 2006).

En general las paredes celulares de las plantas consisten en polisacaridos,
compuestos fendlicos minoritarios (minerales, lipidos y proteinas, etc.). Los
polisacaridos se clasifican en celulosa, hemicelulosa y lignina (Prinsen, 2010). La
composicion quimica de las fibras depende de su origen, pero de manera general
entre 40-50 % corresponde a la Celulosa, de 10-30 % corresponde a la lignina y de
20 a 30 % hemicelulosa (Figura 1.9).
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Figura 1.9 Componentes de la materia lignoceluldsica (Carchi, 2014)

1.4.3 Celulosa

Los polimeros de la celulosa se presentan como estructuras ordenadas (fibras) y su

funcién principal es asegurar la rigidez de la pared celular de la planta como se

muestra en la Figura 1.10. (Pérez-Morales et al., 2009)

Estructura de pared
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de celulosa
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™ primaria
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Figura 1.10 Estructura de la pared celular y microfibras de celulosa

1.4.4 Hemicelulosa

Esta compuesta por diferentes grupos como pentosas (xilosa, arabinosa), hexosas

(glucosas, manosa,

galactosa),

acidos hexuronicos (acidos glucorénico,

metilglucordnico y galacturdénico) y deocihexosas (ramnosa y fucosa). La cadena
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principal de una poliosa puede consistir una sola unidad (homopolimero), como por
ejemplo xilanos, o en dos o mas unidades (heteropolimero), como los
glucomananos. La naturaleza ramificada de la hemicelulosa la hace amorfa y mas

facil de hidrolizar que la celulosa (Nogués et al, 2010).

La hemicelulosa tiene como funcién principal interactuar con la celulosa y lignina
para proporcionar rigidez a la pared celular. Las cadenas de hemicelulosas se
asocian con las microfibrillas de celulosa tras su caracter polar (puentes de
hidrogeno). Su comportamiento fisico-quimico, principalmente su capacidad de
enlace y su comportamiento visco-elastico, proporciona propiedades como grado
de hinchamiento, hidratacion, plasticidad, flexibilidad, rigidez, dureza, entre otras.
(Prinsen, 2010).

1.4.5 Lignina

Después de la celulosa, la lignina es el polimero mas abundante en el mundo
vegetal y su funcidon es proporcionar rigidez a la pared celular, asegurando
proteccion contra la humedad, los agentes atmosféricos y el ataque de
microorganismos, ademas de actuar como elemento de unién de fibras de celulosa
(Figura 1.11). La lignina es un compuesto formado por un topo de moléculas
distintas de los azucares. Quimicamente, es un polimero tridimensional amorfo,
constituido a partir de unidades de fenilpropano que se unen entre si por enlaces

alquil-aril-éter o carbono-carbono.

CH.OH CH.OH CH,OH
OMe = OCH,
iGrupo metoxi
OMe MeO OMe
OH OH OH
Alcohol p- Alcohol Alcohol
cumarilico coniferilico sinapilico

Figura 1.11 Mondmeros de lignina
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1.5 Fermentador en medio sélido

Los biorreactores en estado solido son equipos utilizados para realizar cultivos, y
también se les conoce como fermentadores. Es importante tener en cuenta que,
para asegurar una transferencia eficiente de calor y oxigeno al sustrato, asi como
de las diversas variables necesarias para llevar a cabo el proceso de fermentacion,
el disefio debe ser tal que garantice la homogeneidad entre los diferentes

componentes.

En los ultimos anos se han desarrollado diversos tipos de fermentadores en estado
soélido, entre los tipos mas estudiados han sido a nivel laboratorio (cajas Petri y
matraces) y tipo bandeja, los cuales se utilizan por ser simples y no operan con
agitacion ademas de solo mantener controlada la temperatura. (Ruiz-Leza et al.,
2007)

1.5.1 Tipos de biorreactores para sustrato sélido

Los biorreactores se pueden clasificar en diversos grupos de acuerdo a su forma de
mezclado y aeracion, estos se pueden apreciar en la Figura 1.12, y se describen a

continuacion:

Grupo |. Consisten tipicamente en una camara que contiene bandejas individuales,
apilados uno encima del otro, con orificios en el medio para el paso de aire
debidamente acondicionado (es decir, con control de humedad y temperatura), el
cual circula alrededor de las bandejas. Las bandejas pueden construirse de madera,
bambu, metal o plastico. Normalmente estan abiertos en la parte superior y tienen
fondos perforados para aumentar la accesibilidad del oxigeno, aunque existen

variantes en las cuales, por ejemplo, se usan bolsas de plastico micro-perforadas.

Grupo Il. Biorreactores de lecho empacado, consiste en una columna cilindrica o de
seccion transversal rectangular, orientada verticalmente, con una placa de base
perforada en la parte inferior que soporta un lecho de sustrato. Se sopla aire a través

de la placa base.

18



Fundamentos Tedricos

Grupo lll. Biorreactores de tambor. Este tipo de reactor se llena parcialmente con
un lecho de sustrato, y se sopla aire a través del espacio. En los reactores con
agitacion, el cuerpo del biorreactor permanece estacionario donde palas o

rascadores montados sobre un eje central a lo largo giran dentro del tambor.

Grupo IV. Biorreactores mixtos. Hay varios tipos de disefio en este grupo Pueden
funcionar con mezcla continua o discontinua. Biorreactores de lecho agitado son
similares al lecho empacado, en ambos el sustrato se asienta sobre una placa de
base perforada y se introduce aire con fuerza a través de la cama, pero en lugar de
ser estatico, se inserta un agitador y proporciona un mezclado continuo. (Mitchell et
al., 2000).

exclado—) No se mezcla La mezcla continua , o mezcla
lﬁ.ereacidn intermitente frecuente
Grupol Grupa lll
e
aireacion BEEouR e
T IR, b
forzada BEEEERRRE
pRasEERed | T i
Tambor giratorio Tambor agitado
Camara de bandejas
Grupoll A A Gr”p"k’l A A
<1#®
B
Aireacion 2
forzada HoH

Tic

b4 [

Cama empacada Lecho fluidizado  Lecho agitado Tambor rotatorio

Figura 1.12 Caracteristicas de disefio basicas de los diversos biorreactores para la SSF

1.5.2 Seleccioén de biorreactor

En volumenes pequefos es recomendable usar el reactor por charola, utilizando
como bandejas materiales como bambu, madera, plasticos, y como camara una

incubadora o un cuarto monitoreado. Se puede utilizar agua como refrigerante y
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puede haber partes para intercambio de calor. Algunas limitantes de este reactor
pueden ser la altura del sustrato, debido a que no pueden exceder 5 cm de espesor,
por consideraciones de la transferencia de calor y oxigeno como se observa la
Figura 1.13. La limitacién de espacio al aumentar el proceso, al querer aumentar la
cantidad de sustrato de debe aumentar los tamafos de la charola y numero de

bandejas.

Salida
de aire

Bandejas

Entrada
de aire

Figura 1.13 Diagrama de un reactor tipo charola

1.6 Microorganismos en la fermentacion en medio sélido

Bacterias, levaduras y hongos pueden crecer en sustratos solidos con aplicacion en
la SSF. Las bacterias se utilizan principalmente en composteo, ensilaje y algunos
procesos de alimentos. Las levaduras pueden ser usadas en la produccién de etanol
y alimentos. Los hongos filamentosos es el grupo de microorganismo mas
importante usado en este tipo de procesos, debido a sus propiedades fisioldgicas,

bioquimicas y enzimologicas (Martinez, 2005).

1.6.1 Aspergillus niger

El A. niger se encuentra en el grupo de los aspergilos negros en la familia
moniliaceae, orden moniliales, clase hyphomicete, filum deutoromycota. Sus
caracteristicas fisicas (microscépicas) son cabezas conidiales de tonos negro a

negro grisaceo, negro café, negro purpura o negro carbon, son globosas, radiadas
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o decididas formando columnas de cadenas de conidios irregulares o bien definidas
como se puede apreciar en la Figura 1.14a (Saez et al. 2002), las cuales se

describen en la Tabla 1.6.

Tabla 1.6 Caracteristicas microscépicas del A. niger

Estructura Descripcién
Hifas Septadas, hialinas
Conidioéforo Pared lisa, hialinos, largos
Vesicula Globosa grande, subesferica
Fialides Bisériadas
Conidias Globosa negra, subesferica

Descripcidon macroscoépica, son colonias al principio blancas y posteriormente
negras, su textura es similar a la pimienta (Figura 1.14b), generalmente se siembra

en Agar Papa Dextrosa (PDA) y Agar Saborauraud.

a) b)
Figura 1.14 a) Conidiéforos de Aspergillus b) Colonia de A. niger
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Es un agente patdégeno productor de aspergilosis, causa comunmente lesiones
cavitarias en pulmones o senos paranasales. Genera alto porcentaje de casos de
otémicosis. En pacientes inminosuprimidos causa infecciones primarias cutaneas,

pulmonares diseminadas (Angel, 2006).

El A. niger presenta la capacidad de excretar enzimas aminoliticas para hidrolizar el
almidon, hasta azucares simples a partir de sustratos de bajo costo, tales como
residuos agroindustriales (Bertsch et al. 2010). Es utilizado para la obtencion de
enzimas a nivel industrial, como la a-Amilasa, amiloglucosidasa, catalasa, celulasa,
a-Galactoidasa,  B-Galactosidasa,  [(-Gluconasa,  glucoamilasa, glucosa
aerodeshidrogenasa, glucosa oxidasa, a-glucosidasa, a-D-Glucosidasa, f-
Glucosidasa, hemicelulasa, hesperidinasa, invertasa, lipasa, pectinasa, pitasa,

proteasa y tanasa (Lopez et al., 2006).

1.7 LabView

Es una plataforma de programacion grafica virtual que ayuda a ingenieros a escalar
desde el disefio hasta pruebas y, desde sistemas pequefios a grandes. Ofrece
integracion de software y hardware al aprovechar la tecnologia de la computacion,
ofreciendo herramientas para la resolucién de problemas de control de variables. Al
proporcionar las herramientas que se necesita para construir cualquier aplicacion

de medida o control en el menor tiempo.

El principal beneficio de desarrollar aplicaciones en LabView, es la naturaleza
grafica del lenguaje por lo cual se pueden solucionar los problemas dibujando un
diagrama de bloques. En el programa se pueden ejecutar diversas tareas en
paralelo, es decir realizar varias tareas al mismo tiempo, debido a los procesadores
multinicleo que hacen a esta una herramienta de programacion favorable. Flujo
de datos (en LabView) significa que en cualquier momento que el codigo posea una
ramificacion en un cable, o una secuencia paralela en el diagrama de bloques, el
compilador subyacente trata de ejecutar el codigo en paralelo, debido a que el
lenguaje grafico se encarga en cierto grado del paralelismo. Adquisicion de datos

(DAQ) es el proceso de medir con una PC un fendmeno eléctrico o fisico como
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voltaje, corriente, temperatura, presion o sonido. Un sistema de adquisicion consiste
de sensores, hardware de medidas y una PC con software programable, como se
observa en la Figura 1.15. Comparados con los sistemas de medidas tradicionales,
los sistemas DAQ basados en PC aprovechan la potencia del procesamiento, la
productividad, la visualizacion y las habilidades de conectividad de las PCs
estandares en la industria proporcionando una solucion de medidas mas potente,

flexible y rentable (National Instruments, 2015)

Sensor Dispositivo DAQ PC

= @

Acondicionamiento Convertidor Software Software
de Senales Analogico-Digital Controlador de Aplicacion

Figura 1.15 Partes de un sistema de Adquisicién de datos (DAQ)

1.8 Antecedentes

Pandey et al, (2000) realizaron estudios para evaluar la viabilidad de la utilizacion
de residuos de la industria del café, pulpa, cascarilla de café, hojas de café y café
molido gastado como sustratos en la SSF para cultivar setas comestible de
Pleurotus, ocho cepas de Pleurotus ostreatus y dos cepas de Pleurotus sajor —caju
fueron seleccionados en un medio preparado a partir de extracto acuoso de la
cascara de café y agar. La SSF se llevé a cabo utilizando diferentes condiciones de
humedad (45-75%). El contenido de humedad ideal para el crecimiento del micelio
fue 60-65 % para la cascarilla de café, y 60-70 % para las hojas de café. La eficiencia
bioldégica que indica la capacidad de fructificacion del hongo para la utilizaciéon de
sustrato, era mejor con la cascarilla de café, alcanza aproximadamente el 97 %
después de 60 dias. Cuando se utilizaron las hojas de café como el sustrato, no se
observo ningun fructificacién incluso en cultivo prolongado. Hubo una disminucién

significativa en los contenidos de cafeina y tanino (61 y 79 % respectivamente) de
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la cascarilla de café después de 60 dias. Los resultados mostraron la viabilidad de
usar cascarilla de café como sustrato sin ningun tratamiento previo para el cultivo

de hongos comestibles en fermentacion sélida.

Brand et al. (2001), evaluaron la SSF en cascarilla de café mediante la degradacion
de la cafeina y los taninos presentes en ella. La fermentacion se llevé a cabo por A.
niger LPBx en un fermentador de columna de vidrio. El estudio cinético mostré que
la degradacion de los compuestos toxicos se relaciona con el desarrollo de los
microorganismos, su respiracion y también para el consumo de los azucares
reductores presentes en la cascara de café. Los mejores resultados en la
degradacion de la cafeina (90 %) y taninos (57 %) se lograron cuando la SSF se
llevd a cabo con una tasa de aireacion 30 mL/minuto usando cascarilla de café con
un contenido de humedad inicial 55 %. La tasa de inoculacion no afectdé a la
metabolizacién de los compuestos toxicos por el cultivo de hongos. Después de la
fermentacién el contenido de proteina de la cascarilla se incrementé a 10.6 %, lo

que era mas del doble que la de la cascara sin fermentar (5.2 %).

Gualtieri et al. (2007), usaron pulpa de café como sustrato para SSF con levaduras
(Saccharomyces cerevisiae y Candida utilis). Realizando una hidrolisis acida de 120
a 240 minutos con soluciones de acido sulfurico al 1, 2 y 3% en una relacion 1/10
(peso de pulpa secal/volumen de acido). La fermentacidn se realizd6 a una
temperatura de 30 °C, un pH de 4.5, con agitacién y suministro de oxigeno por 8 h.
Concluyendo que la hidrélisis quimica del residuo de la pulpa de café con acido
sulfurico al 2% permite obtener azucares fermentables por la S. cerevisiae y
Candida utilis. Obteniendo biomasa de levaduras, con rendimientos vy

productividades comparables con valores reportados en la literatura.

Orozco et al., (2008), utilizé6 Streptomyces para mejorar el valor nutricional de los
residuos de pulpa de café en la SSF., que se llevé a cabo en matraces Erlenmeyer
de 500 ml contienen 3 y 0.5 g de pulpa de café y yuca respectivamente. Se inoculd
con 10 ml del in6culo obtenido previamente para conseguir un 60-70 % de humedad.
Los cultivos se incubaron durante 10 dias. La pulpa de café contiene una alta

cantidad de polimeros polifendlicos (por €j., taninos, lignina y acidos clorogénicos),
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asi como hidratos de carbono, cafeina y cenizas. La reduccién en contenido de
estos compuestos fue mas notable en pulpas de café transformadas por las cepas
de S. chattanoogensis. Estos resultados pueden atribuirse a la produccion de

actividad de las enzimas oxidativas tales como las lacasas por las cepas ensayadas.

Pérez-Morales et al. (2009), obtuvieron enzimas de Feruloil esterasa por medio de
fermentacién solida de pulpa de café usando una cepa de Aspergillus tamarii
V12307, adicionando como medio de cultivo maltosa, MgSO47H20, tartrato de
amonio, y KH2POs4 en diferentes porcentajes. Teniendo como resultado en la adicion

del medio de cultivo al 50% un mayor crecimiento de enzimas.

1.8.1 Avances

Matute et al. (2012), Realizaron una evaluacion amilolitica de A. niger y trigo como
sustrato base, en fermentacion en estado sdlido y sumergido, adicionando pasta de
trigo humeda, residuos de papas, almidon soluble y celulosas microcristalinas,
usando concentraciones de 50 g/L. la fermentacién se llevé a cabo a 37 °C con
agitacion de 300 rpm durante 64 horas para la fermentacion sumergida y con una
aireacion de 2 vvm. Obteniendo mejores resultados con la fermentacion en estado

soélido, ofreciendo mayores ventajas en obtencion de a-Amilasa y las glucoamilasas.

Aguilar-Navarro et al. (2014), Estudiaron el proceso de fermentacion sélida con el
hongo Aspergillus niger sobre los residuos del proceso de obtencidén de aceite de
higuereta. La fermentacion se realizé en matraces Erlenmeyers de 250 mL de
capacidad con 10 y 8 g de cascarilla y torta, respectivamente; se adicionaron 0.4
mL de inoculo en cada experiencia, lo que representd 2 X10 ” esp/mL y el agua
estéril necesaria para alcanzar el porcentaje de humedad requerido en cada caso.
Durante nueve dias a temperatura ambiente (28-33 °C). los resultados obtenidos en
el proceso fermentativo, se observd que la cascarilla es el sustrato mas apropiado
para el enriquecimiento proteico mediante FES, debido a su estructura fibrosa y

porosa, lo cual facilita la retencion del agua (hasta aproximadamente el 50 %) y evita
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la compactacion, aspectos estos de crucial importancia para el crecimiento del

microorganismo.

La composicion quimica de la cascarilla es comparable con las de las cascaras de
mani, cacao y café, reportandose para este tipo de material diferentes procesos
fermentativos, entre ellos, el enriquecimiento proteico y la obtencion de setas

comestibles.
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CAPITULO 2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Descripcién de la metodologia

El desarrollo experimental comprende varias etapas representadas en la Figura 2.1,

en el eje central es la fermentacion desde el sustrato, pretratamiento y generacién

de la biomasa. A la derecha desde el microorganismo hasta la generacion de

nutrientes. En tanto que a la izquierda disefio del prototipo de fermentador de medio

solido.

Acondicionamiento de 1a
camara para
fermentacion

¥

Disefo de interfaz para
monitoreo de
temperatura en la
camara de fermentacion

Figura 2.1 Diagrama de flujo de la metodologia seguida para el proceso la SSF por A.

Validacion de la camara
de fermantacion -

Adguisicion de residuos
agroindustriales: bagazo de
cana y desechos del
beneficio de cafe

'

Pretratamiento de residuas
agroindustriales para
SUSTrato

'

Caracterizacion
bromatologica de los
residuos agroindustriales

¥

Extraccion y andlisis de
compuesto fendlicos en
residuos agroindustriales

v

Hidrolisis dcida de residuos
agroindustriales y andlisis de
azdcares totales

Fermentacidn de residucs
groindutriales por medio de
A, niger ITV 18

&

Y

Analisis de la obtencign de
acido citrico

niger ITV 18

Recepcion de |a cepa A,
miger [TV 18

Propagacion de A niger en
residuos agroindustriales

I

Cinéticas de crecimisnto de
A niger ITV 18 en residuos
de café y bagazo de cafa
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2.2 Esterilizacién y acondicionamiento de la materia prima

Los residuos lignoceluldsicos utilizados como sustratos para SSF son bagazo de
cafna, pulpa y cascarilla de café (Figura 2.2). Antes de realizar la caracterizacion de
las muestras son pre-tratadas, mediante secado solar por 4 h, 30°C. Las muestras

deshidratadas son trituradas en un molino manual y tamizada a malla 16 (1.18 mm).

Figura 2.2 Residuos lignocelulésicos (a) bagazo de cafia, (b) cascarilla de café, (c) pulpa
de café

Las muestras de residuos son esterilizadas en autoclave a 121 °C durante 10 miny

se empacan al vacio en bolsas de polietileno para preservarlas (Figura 2.3).

Figura 2.3 Muestras tratadas y almacenadas de residuos de café
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2.3 Caracterizacion bromatolégica del sustrato

2.3.1 Determinacion de humedad

El contenido de humedad del sustrato se determin6 mediante una termo balanza
Sartorius MA35 mostrada en la Figura 2.4 (a), para una muestra <1g. A la vez se
determiné en forma analitica por el método de peso constante en una estufa por la

Norma AOAC 925.10, fundamentandose en la diferencia de peso inicial y final.

2.3.2 Determinacion de pH

Es una medida de acidez o alcalinidad en el sustrato. También denominado pH, que
compara la actividad de iones hidrogeno expresada en log base 10. De acuerdo con
la norma NOM-F-317-S-1978. Se utilizaron 2 g de muestra y es mezclada con 100
mL de agua destilada, posteriormente es filtrada para separar las particulas sélidas
y realizar la medicion sobre la muestra liquida, con un potenciometro Hanna

Instruments mostrado en la Figura 2.4 b).

Figura 2.4 a) Termo balanza Sartorius MA35 b) Potenciémetro Hanna Instruments
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2.3.3 Determinacion del contenido proteinas

Aplicando el método Kjeldahl, bajo la NMX-F-068- S-1980 que consiste en tomar 1
g de sustrato (bagazo de cafar, cascarilla y pulpa de café) se basa en la
descomposicion de los compuestos de nitrégeno organico por ebullicién con acido
sulfurico como se muestra en la Figura 2.5. El hidrégeno y carb6on de la materia
organica se oxidan para formar agua y didéxido de carbono. El acido sulfurico se

transforma en SOz, el cual reduce el material nitrogenado a sulfato de amonio.

El amoniaco se libera después de la adicién de hidréxido de sodio y se destila
recibiéndose en una disolucién al 2% de acido bdrico. Se titula el nitrégeno
amoniacal con una disolucion valorada de acido, cuya normalidad depende de la
cantidad de nitrdgeno que contenga la muestra. En este método de Kjeldahl-
Gunning se usa el sulfato de cobre como catalizador y el sulfato de sodio para

aumentar la temperatura de la mezcla y acelerar la digestion.

Figura 2.5 Digestién con acido sulfurico

2.3.4 Determinacion del contenido de ceniza

El contenido de cenizas en un material esta definido como residuo inorganico que
resta después de incinerar el sustrato por el método oficial de la AOAC 923.03.

Consiste en muestrear 3 g de sustrato utilizando crisoles, previamente tarados e
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incinerar en una mufla Thermo Scientific, determinando el contenido de ceniza con

la ecuacion (2.1).

. eso final del crisol—peso inicial del crisol
% Ceniza = 2221 P x 100 (2.1)

peso de la muestra

2.3.5 Determinacion del contenido de grasa

Se determiné el extracto etéreo (acidos grasos) por el método Soxhlet, utilizando un
sistema de extraccion ciclica de los componentes solubles en éter que se

encuentran en el sustrato, siguiendo la NMX-F-089-S-1978 Soxhlet.

Para realizar el calculo del porciento de extracto graso, se utiliza la ecuacion (2.2):

Peso final del matraz—peso inicial del matraz

% de Extracto Etéreo = x100 (2.2)

Muestra

2.4 Microorganismo para la SSF

2.4.1 Activacion de cepa e inoculo

La cepa de Aspergillus niger ITV18 proporcionada por el Instituto Tecnolégico de
Veracruz (Figura 2.6) fue activada y sembrada por el método de estriado en Agar
Papa Dextrosa (PDA), cultivada a 35 °C en una incubadora orbital INO-450 M.

a) b)

Figura 2.6 Aspergillus niger ITV18 vista desde (a) caja Petri (b) microscopio, objetivo 40x
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Las esporas de A. niger se recolectaron con ayuda de un agitador magnético

adicionando 10 mL de una soluciéon de Tween 80 al 0.01%.

2.4.2 Crecimiento celular

En el conteo de esporas se utilizd la camara de Neubauer, con ayuda del
microscopio tipo binocular modelo N-117M marca Viresa, se observdé que no

hubiera presencia de algun microrganismo ajeno (Figura 2.7).

Figura 2.7 Camara de Neubauer vista desde el microscopio 10X

Se realizé6 el conteo de esporas en 5 cuadros de acuerdo a la técnica de la camara,

posteriormente se calculé la concentracion con la Ecuaciéon 2.3

namero de células

concentracién = 10* (2.3)

namero de cuadros

2.4.3 Porcentaje de acidez

La determinacion de acidez se analiz6 titulando con NaOH al 0.1 N, teniendo como
indicador 3 gotas de fenolftaleina al 10%, hasta observar el vire utilizando la

Ecuacion 2.4.

ml+*N+*meq*100

% acidez = (2.4)

alicuota
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Dénde: mL son los mililitros gastados de NaOH, N es la normalidad del NaOH, meq

es el miliequivalente del acido citrico y la Alicuota es la muestra tomada.

2.4.4 Propagacion y adaptacion de la cepa

En la adaptacién de la cepa, se usaron 6 combinaciones diferentes del sustrato con
base en 10 g, estas proporciones se muestran en la Tabla 2.1 a 35 °C, con una
concentracion inicial de esporas de 1X10° esporas/mL. Para el monitoreo del
crecimiento celular se utiliza la técnica de la camara de Neubauer, y evolucion del
pH.

Tabla 2.1 Diferentes porcentajes del sustrato para explorar su aplicacion como soporte o

nutriente
Sustrato NuUumero de muestra
(%) 1 2 3 4 5 6
Cascairrilla o
pulpade café 50 90 60 100 0 3
Bagazo de
cafia 50 10 40 0 100 70

De acuerdo con la metodologia propuesta por Saez et al., 2012, para conocer el
desarrollo y crecimiento en un medio estandar, con base en almidén y sacarosa, se

adicionan sales minerales de acuerdo a la Tabla 2.2

Tabla 2 2 Composicion del medio estandar para la caracterizacion de la cepa

Medio Muestra (g)

1 2 3
Almidén 10 50 100
Sacarosa 190 150 100
KH2PO4 1 1 1
MgSO.-7H20 0.3 0.3 0.3
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2.5 Extraccién de componentes del sustrato

La formulacion del sustrato para una masa de 10 g de la relacion café:bagazo de
cana son 60:40 y, 50:50 p/p pretratados para eliminar los componentes que puedan
inhibir el crecimiento microbiano segun lo reportado por Ramirez-Coronel et al.,
2004. Se realizaron extracciones con 100 ml de solvente con mezcla de
metanol:agua (80:20), adicionando acido acético al 0.5 % para obtener un pH acido
por 20 min., a 45 °C, y aplicando un tipo de extraccién: calentamiento convectivo,

ultrasénico o microondas todas las pruebas se realizaron por triplicado.

El primer tratamiento se realiz6 aplicando conveccion forzada, también conocido por
lixiviacién, utilizando una placa caliente que se mantiene a 45 °C (debido al bajo
punto de ebullicion del alcohol +65°C), y por sus caracteristicas inflamables, con
agitacion constante por 20 min, posteriormente se hizo pasar por papel filtro,

mostrado en la Figura 2.8.

Figura 2.8 Extraccion de compuestos fendlicos por lixiviacion

Para el segundo método de extraccién se utilizé un equipo ultrasénico Cole Parmer,

que trabaja con una frecuencia de 40 kHz, para esto se prepard la muestra
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introduciendo el sustrato y el solvente en tubos de plastico (ver Figura 2.9), para

posteriormente someter durante 20 min al bafo sénico.

Figura 2.9 Extractos obtenidos por ultrasonido

Se utilizé finalmente un microondas comercial marca Daewoo, para realizar la
extraccion de compuesto polifendlicos en residuos de café (pulpa y cascarilla). Se
genero un gradiente de temperatura de 45 a 60 °C en el contenedor, dada la friccion

molecular que se genera en la muestra.

La técnica se monto utilizando un recipiente especial para digestién por microondas

(Figura 2.10), el cual se sometié durante 2 min con una potencia de 360 Watts.

Figura 2.10 Contenedor para muestras en microondas
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2.5.1 Rendimiento de extraccion

Los niveles de concentracidon en los diferentes extractos fueron determinados por
densidad, utilizando un densimetro digital marca Anton Paar (Figura 2.11), para
medir el arrastre de extractos sobre el blanco (metanol-agua). Todas las muestras

se llevan a temperatura de laboratorio 25 °C.

Utilizando unicamente 3 ml de cada muestra, se hace pasar por el moédulo de
medicion de densidad DMA 4500 ME determinando la concentracién o densidad de

un liquido.

Figura 2.11 Densimetro digital Anton Paar

2.6 Hidrolisis

A cada 10 g de muestra se le adiciona, una solucién de acido sulfurico a 3 diferentes
concentraciones, de igual manera manejando tres diferentes relaciones acido-
sustrato, con la finalidad de obtener el mejor resultado. Al final de cada hidrélisis se
determinan azucares totales por el método Fenol-Sulfurico, se filtré cada muestra 'y
del sobrenadante se traté para posteriormente valorarlo en un espectrofotometro
UV-vis a 490 nm de Thermo Scientific, (Figura 2.12).
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Figura 2.12 Espectrofotdmetro UV-vis

Se ensayan los experimentos de acuerdo a la Tabla 2.3 donde se muestran como
variables el porcentaje de solucion de acido sulfurico en concentraciones 1, 2y 3%

V/V, y una relacion sustrato-acido de 1:3, 1:5y 1:10 p/V.

Tabla 2.3 Disefio experimental de hidrélisis acida

Experimento Sol. de Acido Sulfurico (%) Sustrato:Acido
1 1 1:3
2 1 1:5
3 1 1:10
4 2 1:3
5 2 1:5
6 2 1:10
7 3 1:3
8 3 1:5
9 3 1:10

De los resultados obtenido se replicd el mejor desde el proceso hasta la

fermentacion.

2.7 Fermentacion

Se utilizé un disefo experimental de 3 factores, con dos niveles cada uno, teniendo

como variable de respuesta la concentracion de acido citrico, por lo cual se
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codificaron los experimentos como se muestran en la Tabla 2.4, con un total de 8

experimentos.

Planteando como variables dos concentraciones del sustrato de 70:30 y, 50:50 p/p
café:bagazo de cafia, realizando extraccién de compuestos fendlicos; si (1), no (0),

la realizacion de hidrolisis; si (1), no (0).

Tabla 2.4 Diseno de experimentos para fermentacién

Experimento Concentracion Extraccion Hidrdlisis
1 1 1 1
2 1 1 0
3 1 0 1
4 1 0 0
5 2 1 1
6 2 1 0
7 2 0 1
8 2 0 0

Los sustratos, fueron esterilizadas a 121 "C durante 10 min, posteriormente se les
adicionaron 10 mL de una solucién mineral: sacarosa 190 g/L, 1 g/L de KH2PO4, 0.3
g/L de MgSOs4, se les ajusté a una humedad de 50-55 %, inoculadas a 1X10°

esporas/mL e incubadas a 35 °C, durante 5 dias.

2.7.1 Analisis de producto de la fermentacion

Al finalizar la fermentacion se extrajeron los productos obtenidos mediante el A.
niger, para esto se realiza un filtrado de la muestra y éste se trata con 8mL de
piridina y 1 mL de anhidrido acético por cada tubo con 1 mL de extracto, formando
con el acido citrico un compuesto de color amarillo, el color obtenido se mide por
espectrofotometria a 418 nm, por el método de Saffran — Densted.

En tanto la cuantificacion de la produccion de acido citrico se obtuvo una curva de
calibracion y que se utilizara para realizar el calculo del producto final, esta se hizo
al hacer una diluciéon de una solucién de 400 mg de acido citrico en 1000 mL de
agua destilada, de la solucion anterior se realizaron diluciones de contengan 0.0,
0.2,0.4,0.6,0.8 y 1.0 mL de la solucion de acido citrico (Figura 2.12).
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Figura 2.13 Curva blanco de acido citrico para el calculo de concentracion por
espectrofotdmetro

Con lo cual se ajusté a un polinomio de primer grado
y = 0.57x — 0.02 con R? = 0.93

Al obtener el ajuste de la curva se puede calcular la concentracion final de acido
citrico, en esta ecuacion el valor de y representa el valor de longitud de onda (nm),

mientras que el valor de x representa la concentracion (mg/mL).

2.8 Diseio de la camara de fermentacion

De acuerdo a las condiciones de la fermentacion a nivel caja Petri e incubadora y
las variables a trabajar, se optd por utilizar un reactor tipo charola, de paredes de
acrilico, el cual es inerte ante agente microbioldgicos, siendo resistente a las
variables de humedad y temperatura. Como camara del reactor se utilizdé una cabina
de desecador que se muestra en la Figura 2.14, con las dimensiones de 37 cm de

largo y 30 cm de ancho, para una altura de 30 cm. A la entrada de la camara las
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dimensiones son 10 x 22 cm, lo cual reduce el espacio disponible para introducir las

charolas para colocar sustrato a fermentar.

Figura 2.14 Cabina de acrilico, a) vista frontal b) vista interior

Dentro de ésta se colocaron sensores para monitorear y ajustar las variables de
temperatura y humedad. Para esto se introduce aire humedo el exterior,
previamente esterilizado, por medio de 2 filtros colocados en paralelo y utilizando

una bomba para pecera.

La temperatura del aire fue controlada por un bafo termostatico, introduciendo los
filtros de aire en el agua a una temperatura de 40 °C, de esta manera se crea una
atmosfera humeda con temperatura aproximada de £35 °C en la cabina. Se hicieron
modificaciones a la camara de fermentacion para colocar 2 charolas de acrilico, las
cuales sostienen el sustrato y son perforados para facilitar el flujo de aire a través
de ellos. Cada charola tiene un area 20 x 20 cm, soportando aproximadamente 20

g de muestra estéril debido a su facil montaje
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2.8.1 Adquisicion de datos

La adquisicion de datos se realiza por medio de un médulo de entrada de
termopares NI-9211de National Instruments, conectado a un chasis NI-cDA 9172,
usando un termopar tipo J, como se muestran en la Figura 2.15. El conjunto se

conecta a un equipo de computo para el monitoreo de temperatura.

Figura 2.15 Médulo National Instruments para adquisicion de datos

Se realizd un panel en el programa LabView, el cual registra en tiempo real la
temperatura de la camara de fermentacién como se muestra en la Figura 2.16. Estos
datos se almacenan en la memoria del programa y pueden ser recuperados en

forma grafica al finalizar el proceso.

En la interfaz se colocd un botdn indicador, el cual se enciende al sobrepasar la
temperatura indicada, esto con la finalidad de regular y mantener el rango

establecido de temperatura.
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Temperature_0 m I

Waveform Chart 2
40+

stop (F)

20 |
01:40:28.831 p.m. 01:40:33.831 p.m.
07/06/2016 07/06/2016

Time

J

Boolean

Figura 2.16 Interfaz de monitoreo de temperatura por LabView

Se realizd la calibracion del termopar y se comprobé el funcionamiento del programa

realizado, estableciendo un rango de 20 a 40 °C
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion fisicoquimica

El andlisis fisicoquimico realizado en las muestras arrojo los resultados
mostrados en la Tabla 3.1, dicho analisis se realizé en base seca, es decir, que

las muestras habian sido deshidratadas previamente.

Debido al origen de los residuos de café del beneficio humedo, presentaban un

alto contenido de agua que influye en el porcentaje de humedad de las muestras

tratadas.
Tabla 3.1 Composicion porcentual en base seca del sustrato
Muestra Humedad (%) pH Ceniza (%) Proteina (%) Grasas (%)
Pulpa de café 221 3.72 6.25 10.03 1.06
Cascarilla de 10.84 4.54 3.56 9.56 0.74
café
Bagazo de 9.54 5.93 8.05 0.94 0.25
cafia

La pulpa de café presentd el valor mas alto de humedad debido a su
procedencia, mientras que el bagazo de carfia al presentar grandes contenidos
de azucares se conservd con una humedad menor al 10%, dado que es
facilmente atacado por microorganismos ajenos en valores mas altos al
contenido de humedad. Un porcentaje de humedad bajo ayuda a cuidar la
inocuidad del sustrato mientras no se utiliza e ideal para almacenamiento. Por

otro lado, el pH acido favorece la obtencion de acido citrico para la cepa.

Los resultados de la caracterizacion se reflejan durante la fermentacion, dado
que los residuos de café tienen 50% mas humedad que los residuos de cafa de
azucar, esto favorece la propagacion de la cepa de A. niger, el nivel de proteina
dentro de los residuos de café son una gran influencia en la composicion final

del sustrato en la fermentacion soélida.
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3.2 Adaptacion de la cepa

Se realizaron ensayos preliminares con los sustratos a fermentar para observar
el crecimiento de la cepa, y valorar su adaptacion a estos residuos
lignocelulésicos. Por lo que, se graficé el crecimiento celular (Figura 3.1) durante
12 dias, tomando muestras cada 2 dias sin adicionarle ningun tipo de nutriente,
es decir de manera directa al sustrato. Se inoculo con una concentracién de
1x10° esporas/mL de A. niger ITV18. En cada sustrato con 6 combinaciones
diferente (Tabla 2.1).

1.E+06

2 9E+05
S~
6 8.E+05
5 50:50 café-bagazo
Q. 7.E+05 ’
= 90:20 café-bagazo
— 6.E+05
%j 60:40 café-bagazo
< 5.E+05 ‘
° 100:0 café-bagazo
o 4.E+05
o 3.E+05 ——0:100 café-bagazo
S 2.E+05 30:70 café-bagazo
S

0.E+00

0 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo (dias)

Figura 3. 1 Cinéticas de crecimiento de A. niger ITV18, en los sustratos en 12 dias

Se observa un mejor crecimiento en la combinacion 60% de residuos de café y
40 % de bagazo de cafia, llegando a alcanzar una concentracion de 8.3x10°
esporas/mL, en conteo con camara de Neubauer y obteniendo hasta 15 mL por

matraz.

Observando una menor produccion de esporas con 7x10° esporas/mL a la
combinacion conformada unicamente de bagazo de cafia, por lo cual se puede
concluir que el residuo de la cana de azucar no beneficia el crecimiento de la

cepa de A. niger ITV18.
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El pH es una de las variables de mayor efecto durante el proceso de
fermentacion; para la fermentacion en estado sdélido su seguimiento y control es
mas complicado, por lo cual se obtuvo la variacién del pH a lo largo del
crecimiento de la cepa (Figura 3.2), donde se muestra que se mantiene entre los

rangos de 5 y 7 al inicio y final del proceso, favoreciendo asi la obtencién de

acido citrico.
10
9
g 50:50 café-bagazo
60:40 café-bagazo
:g_ 7 90:20 café-bagazo

\_/\ 100:0 café-bagazo
6 /\ — —— 0:100 café-bagazo

5 / 30:70 café-bagazo

Tiempo (dias)

Figura 3. 2 Evolucion del pH durante el crecimiento de A. niger

Esto muestra durante el proceso una relativa estabilidad, por lo cual en los
experimentos posteriores se ajusté el pH a 4.5 al inicio del proceso para el 6ptimo

crecimiento de la cepa.

Esto coincide con lo reportado por Saez et al, (2002), donde el pH en medio
decrece al producir acido citrico, en este proceso de adaptacion de la cepa, no
hay nutrientes presentes en el sustrato, solo se observa el crecimiento celular y
es por ello que no se nota un cambio significativo en el pH. En tanto con los
resultados obtenidos por Lopez et al, (2006), se probo que el pH de 4 al inicio de
la fermentacion en comparacion con los demas evaluados, se favorecio la
produccion de acido citrico. Por esta razon se optd por ajustar pH acido en el

sustrato para la fermentacién.
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Como resultado de la adaptacion se obtuvo que el sustrato (50:50) y (60:40)
residuos de café y bagazo de cana, presentaron concentraciones alrededor de
8.3x10° esporas/mL, ocho veces mas que la concentracion inicial. Por lo anterior
se propuso trabajar con esas mismas combinaciones de sustrato para los

experimentos posteriores.

3.3 Efecto del adicionamiento de nutrientes

Como se menciond anteriormente el A. niger al producir acido citrico disminuye
el pH del medio, es decir aumenta el porcentaje de acidez en el sustrato, por lo
cual se midio el porcentaje de acidez volumétricamente (Figura 3.3), durante el
proceso de crecimiento de la cepa. Para favorecer el crecimiento del A. nigery
por lo tanto la produccién de acido citrico, se afiaden nutrientes a los sustratos
que presentaron una mayor concentracion de esporas al finalizar la etapa

anterior, (a (50:50) y b (60:40) de residuos de café y bagazo de cafia).

1 T T T T T T

T
—o&— Sustrato (60:40) Cafe-bagazo : o
-8— Sustrato (50:50) cafe-bagazo : o

(%)

>
e

Porcentae de acidez

05 1 15 2 25 3 35 4 45
Tiempo (dias)
Figura 3. 3 Valores de acidez de los sustratos a y b con adiciéon de nutrientes

Con lo anterior se observa que la combinacion b (60:40 café-bagazo) es la que
mayor porcentaje de acidez logra alcanzar, deduciendo un porcentaje mayor de

acido citrico. Para analizar de mejor manera los efectos que tiene la adicion de
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nutrientes al sustrato, se compararon los resultados de esta etapa con los

obtenidos en la etapa anterior en el software Minitab (Figura 3.4).

SUSTRATO CAFE-BAGAZO NUTRIENTES (SI=1); (NO=0)
0.9

0.8
0.7

06 .\

0.5

Media

0.4
0.3

(50:50) C-B (60:40) C-B 0 1

Figura 3. 4 Analisis del efecto de la adicion de nutrientes al porcentaje de acidez del
sustrato

Se puede observar que el tipo de sustrato no tiene un efecto significativo en el
porcentaje de acidez final, ambos sustratos se encuentran cerca de la media de
acidez, mientras que la adicién de nutrientes muestra un efecto de manera
significativa, lo cual se observa mejor en el grafico de interaccion de las variables

que se encuentra en la Figura 3.5

10 SUSTRATO

e CAFE-BAGAZO
08 |_g (50:50)C-B
I —m— (60:40) C-B
- e 0.6
SUSTRATO CAFE-BAGAZO Ve
p < 0.4
/-
e 0.2
10
- NUTRIENTES
—_— (S1=1); (NO=0)
0.8 . o
— . 1

0.6

NUTRIENTES (S| =1); (NO=0)
o \
0.2

(50:50) C-B (60:40) C-B

Figura 3. 5 Interaccion de las variables durante la evaluacion de la adicién de
nutrientes

En el analisis de nutrientes no existe interaccién entre las variables, debido a que
al adicionarlos se aumenté el porcentaje de acidez en el sustrato, de forma
contraria al analizar los sustratos, en el cual no se generé una variacion

significativa entre ambos.
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Por lo anterior se propone utilizar la soluciéon de nutrientes en la fermentacion,
debido a que su mejoramiento en la produccién de acido, es significativo y siendo

util no despreciarlo.
3.4 Analisis de extraccion de residuos
En cada extracto hubo presencia de taninos y flavonoides (Figura 3.6), en los

cuales se observa precipitacion de color café-rojo, y de taninos un color azul-

verdoso.

Figura 3. 6 Identificacion de a) flavonoides b) taninos

Se puede observar cdmo los precipitados, de color correspondiente a cada
metabolito, van disminuyendo al pasar las extracciones, cabe destacar que se
hicieron mediciones de densidad con un densimetro digital Anton Paar
DMA4500, el cual arrojé que extracto contenia mayor cantidad de metabolito en
el solvente, Figura 3.6, esta medicién se dio en g/ml, con lo cual se obtuvo el

mejor proceso de extraccion de polifenoles.

A partir de la Figura 3.7 se observa el comportamiento de la extraccion por
lixiviado, microondas y ultrasonido, siendo esta ultima la que muestra un mejor
comportamiento, siendo que este tiende a disminuir su densidad de manera
gradual al realizarse las extracciones consecutivas, de esta forma se midieron
los extractos en cada uno de los procesos, sin embargo, lo que se necesita

observar es el comportamiento de la cepa de Aspergillus, en cada sustrato
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pretratado, es por eso que se llevd a fermentar y medir su actividad en la

produccion de acido citrico.

Densidad de extractos de compuestos fendlicos

0.93
0.92
0.91
}C_T 0.9
> 0.89
:—é 0.88 B Primera extraccion
% 0.87 M Segunda extraccién
& 0.86 m Tercera extraccion
0.85
0.84
0.83

Microondas Ultrasonido Extraccion por
lixiviacion

Figura 3. 7 Extracciones de compuestos fendlicos

Los sustratos tratados con los diferentes procesos de extraccion se inocularon
con 1X10° esporas/mL, adicionando 10 mL de una soluciéon mineral: sacarosa
190 g/L, 1 g/L de KH2POy4, 0.3 g/L de MgSO4, ajustando una humedad de 50-55
%, e incubadas a 35 °C, durante 5 dias. A término se cuantificé la produccion de
acido citrico en cada uno de los sustratos, arrojando los datos mostrados en la
Tabla 3.2.

Tabla 3. 2 Producciéon de acido citrico en los diferentes tratamientos de extraccion

Tratamiento Acido citrico (mg/mL)
Microondas 0.16
Extraccion por lixiviacion 0.24
Ultrasonido 0.73

De esta forma se optd por repetir el proceso de extraccién por ultrasonido, debido
a la mayor produccion de acido citrico de la cepa A. niger, siendo este el objetivo

principal del proceso.
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3.5 Extraccion de polifenoles por Ultrasonido

Con el fin de obtener el mejor tiempo para la extraccion de metabolitos
secundarios de realizaron diversos ensayos a diferentes tiempos con un

tratamiento ultrasoénico, el cual se puede observar en la Figura 3.8.

= Absorbancia

2.0 1

Absorbancia (-)

0.5 1

25

50

Tiempo (minutos)

Figura 3. 8 Curva de extraccion de compuesto fendlicos por ultrasonido

Se puede observar un incremento del arrastre de polifenoles, conforme avanza
el tiempo, con lo cual se propone utilizar hasta el minuto 100, dentro del

ultrasonido como pretratamiento de muestra para la futura fermentacion.

3.6 Tratamiento con hidrdlisis acida

Uno de los factores importantes dentro de una fermentacion es la adiciéon o
desdoblamiento de nutrientes en el sustrato, para esto se ha propuso realizar la
hidrdlisis 4cida al sustrato con un disefio experimental 32, dando como resultado

lo observado en la Tabla 3.3.
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Tabla 3. 3 Resultados obtenidos de la hidrdlisis acida en el sustrato

Experimento Solucién de acido Relacién Azlcares
sulfurico (%) sustrato:acido (g/L)
1 1 1:3 14.51
2 1 1.5 14.93
3 1 1:10 16.21
4 2 1.3 20.23
5 2 1.5 13.92
6 2 1:10 14.73
7 3 1:3 18.81
8 3 1.5 19.88
9 3 1:10 15.47

Analizando por Minitab, en la Figura 3.9 se pueden observar las diferentes
variables en la hidrélisis como porcentaje de acido y la relacion acido sustrato,
observando que el porcentaje de azucares se ve elevado en relacion 1:3, donde
alcanza el nivel mas alto. Se observa que el nivel mas alto en relacion a porciento

de acidez se encuentra al 3 %

1:03 1:05 1:10
21.0
. Solucion de
N PR 195 __acido
Py N sulfurico (%)
Y
\ s 180 | —®— 1
r s z 3 \ — B 2
Solucién de acido sulfurico (%) \ \\ 165 |—&- 3
\
*
A . 150
\-’ e
21.0 .
Relacion
195 acido-sustrato
—e— 1:03
18.0 —mB— 1:.05
-4 - 110

Relacién acido-sustrato

Figura 3. 9 Analisis de interaccién de variables en la hidrdlisis acida

Al analizar las variables por separado en la Figura 3.10 se observa la como
variable significativa el porcentaje de acidez al 3% y la relacion 1:3 acido-sustrato

los cuales se encuentran muy por encima de la media.
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Sugiriendo por tal motivo replicar estas condiciones para la fermentacion, al
obtener una mayor cantidad de azucares totales, se espera que la cepa A. niger

obtenga un éptimo crecimiento a estas condiciones.

Solucién de acido sulfurico (%) Relacién acido-sustrato

18.0
175

170

Media

16.5
16.0
15.5

15.0
1 2 3 1.03 105 110

Figura 3. 10 Analisis de efectos principales en hidrdlisis acidas

3.7 Fermentacion

La primera parte de la fermentacion se llevé a cabo con el disefio experimental
propuesto en la seccion 2.7, (Tabla 2.4), teniendo como variables la
concentracion de sustrato, la extraccién de compuestos fendlicos por Ultrasonido

y la realizacioén de hidrolisis.

Dichos resultados se expresan a continuacion y a partir del mejor se repetiran
las condiciones en el reactor de charolas, para poder realizar la comparacion de

resultados en la Tabla 3.4.

Cabe destacar que los resultados obtenidos se deben a la concentracion final de
acido citrico en 10 g de sustrato, con las condiciones iniciales propuestas

anteriormente.
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Tabla 3. 4 Resultados obtenidos en la fermentacion soélida por A. niger

Experimento Concentracion Extraccion Hidrolisis  Ac. citrico

g/mL
1 1 1 1 0.15
2 1 1 0 0.23
3 1 0 1 0.13
4 1 0 0 0.72
5 2 1 1 0.19
6 2 1 0 0.18
7 2 0 1 0.16
8 2 0 0 0.89

Analizando los resultados en el programa Minitab se observa en la Figura 3.12,
que al variar el sustrato en concentraciones de café y bagazo de cafa tienen un
comportamiento poco significativo, es decir no distan de la media de produccion
de acido citrico, en cambio al analizar el factor de extraccion en los sustratos ,
se muestran efectos favorables en los que no se les dio dicho tratamiento y de
igual manera a las muestras que no se sometieron al proceso de hidrolisis
tuvieron u efecto positivo en la produccién de acido citrico y crecimiento optimo

de la cepa.

Sustrato (50:50=1; 60:40=_2) Extraccion (si=1; no=0) Hidrolisis (si=1; no=0)
5

Media
[=]
W
wn

0.30 /

Figura 3. 11 Efectos de las variables en la produccién de acido citrico

Al analizar la interaccion de los factores, la Figura 3.12 muestra que, al utilizar
ambos tipos de concentraciones de sustrato, la produccion de acido citrico es

similar. Sin embargo, el sustrato con una mezcla de 60:40 presenta la mayor
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produccion. Por otro lado, las muestras que no recibieron tratamiento de
hidrdlisis o extraccion mostraron una mayor concentracion de acido citrico al

finalizar el proceso de fermentacion.
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Figura 3. 12 Interaccion entre las variables de la fermentacion entre medio solido por
A. niger

Para poder comprobar dichos datos se realizé un ANOVA en el programa NCSS,

el cual arrojé los resultados mostrados en la Tabla 3.4.

Tabla 3.5 Andlisis de varianza por NCSS

Analysis of Variance Table

Source Sum of Mean Prob Power
Term DF Squares Square F-Ratio Level (Alpha=0.05)
A: Conc_ 1 0.0045125 0.004512  0.68 0.560448 0.066075
B: Extraccion 1 0.1653125 0.1653125 25.00 0.125666 0.305160
AB 1 0.0055125 0.0055125 0.83 0.528917 0.069409
C: Hidrolisis 1 0.2415125 0.2415125 36.52 0.104394 0.364618
AC 1 0.0003125 0.0003125 0.05 0.863725 0.051172
BC 1 0.1953125 0.1953125 29.54 0.115842 0.330190
S 1 0.0066125 0.0066125

Total (Adjusted) 7 0.6190875

Total 8

* Term significant at alpha = 0.05

Dichos resultados muestran que hay diferencias significativas en las
interacciones y efectos de los factores evaluados. En particular, el factor de
Extraccién (B) que, aunque mostr6 una tendencia a tener un efecto en la
produccion de acido citrico al finalizar la fermentacién, este efecto no es lo

suficientemente fuerte como para considerarlo estadisticamente significativo,
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esto quiere decir que, aunque hay indicios de que el factor podria ser importante,
no se puede concluir con confianza que realmente tenga un impacto significativo

en el resultado sin realizar mas estudios.

Asimismo, el factor de Hidrolisis (C) sugiere una tendencia notable, parece ser
relevante, pero se necesita mas investigacion para verificar su efecto de manera
concluyente. Las interacciones entre los factores (AB, AC, BC) no mostraron
significancia, reflejando un p mayor que 0.05, lo que indica que su efecto
conjunto no es suficientemente fuerte para ser considerado significativo en este
andlisis.

3.8 Validacion de la camara de fermentacion

La camara de fermentacion demostrd ser adecuada para llevar a cabo el proceso
de fermentacion con la combinacion de sustratos que obtuvo los mejores

resultados en el analisis previo.

Esta combinacion fue sometida a fermentacion en la camara durante un periodo
de 5 dias, durante los cuales se monitore6 la temperatura de la camara. Para el
monitoreo de la temperatura, se utilizé un termopar conectado a un software
LabVIEW, que permitioé capturar los datos en tiempo real, como se muestra en la
Figura 3.13.

B-=

a) b)

Figura 3.13 a) Panel de adquisicion de datos LabVIEW. b) Diagrama de bloques con
LabView

El proceso de fermentacién se llevé a cabo bajo condiciones de temperatura
controlada, utilizando un bafo termostatico para la introduccion de aire caliente

a la cabina de fermentacién. El bafio termostatico, mostrado en la Figura 3.14,
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fue programado a 40°C para mantener una temperatura dentro de la cabina de

aproximadamente 35°C.

Figura 3. 14 Bafo termostatico

Este control de temperatura fue crucial para el desarrollo adecuado de la
fermentacion. En ese sentido, se colocoé una muestra de 10 g de sustrato, con
una concentracién de 60:40 entre café y bagazo de cafa, sin ningun tratamiento

de hidrdlisis ni extraccion, siguiendo los datos obtenidos en el apartado anterior.

Al finalizar el proceso de fermentacion, se procedié a contabilizar la cantidad de
esporas, lo que resultdé en una concentracion de 8.75x10° esporas/mL y una

concentracion final de acido citrico de 0.91 g/mL.

Como se observa en la Figura 3.15, el crecimiento de la cepa Aspergillus niger
ITV-18 en la camara de fermentacion fue optimo, logrando el mejor rendimiento
en cuanto a la concentraciéon de acido citrico al finalizar el proceso de

fermentacion.

Figura 3. 15 Crecimiento de la cepa A. niger ITV -18
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CONCLUSIONES

La caracterizacion fisicoquimica de los sustratos mostré que la pulpa de café
retiene el mayor contenido de humedad, lo que, favorecio la adaptacién de la
cepa y proliferacion. Por el contrario, el bagazo de cafia, con menor humedad,
resulté menos eficaz para el crecimiento de A. niger. Se establecié que el pH
acido de los sustratos es un factor crucial para la produccion de acido citrico,
corroborando la importancia del ajuste inicial del pH a 4.5. Esto correspondi6 con
la combinacion de sustrato con la proporcion de pulpa de café (60:40)
alcanzando mayores concentraciones de esporas significativamente. Esto
confirma una seleccién adecuada de sustratos del proceso de fermentacién para

A. niger.

La inclusién de nutrientes en los sustratos mejord el rendimiento de acido citrico,
evidenciando que, aunque el tipo de sustrato no mostré variaciones significativas
en la acidez final, si la adicion de nutrientes con un impacto positivo. Esto sugiere
que la optimizacién en la nutricion de los sustratos puede ser fundamental para
maximizar el rendimiento de produccion. U otras combinaciones, dado que los
sustratos fueron residuos agricolas de alta produccion en la region y sin costos

significativos.

La extraccion por ultrasonido resulté ser la mas eficiente, incrementando
significativamente la produccién de acido citrico (0.73 mg/mL). Esto resalta la
importancia de los métodos de extraccion para la disponibilidad del sustrato para
la fermentaciéon del microorganismo. La densidad de los extractos fue
disminuyendo conforme de realizaron las extracciones, lo cual comprueba la
teoria de que entre mas denso hay mayor cantidad de taninos y flavonoides entre
los extractos. La concentracion de metabolitos se reduce al realizar las
extracciones, se puede observar que la coloracion se reduce en la identificacion
de estos. Se obtuvo una concentracién mayor de acido citrico en el tratamiento
con Ultrasonido, superior al de 0.16 mg/mL obtenido en el tratamiento con

Microondas
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El tratamiento de hidrdlisis acida mostré resultados prometedores,
particularmente con relaciones sustrato-acido de 1:3 y una concentracién de
acido sulfurico del 3%. Estos hallazgos sugieren que la hidrdlisis adecuada
puede incrementar la disponibilidad de azucares fermentables, mejorando asi el
crecimiento de la cepa. Los experimentos demostraron que, a pesar de las
variaciones en la concentracién de sustrato y tratamientos previos, el sustrato

que combinaba 60:40 mostré la mayor produccion de acido citrico.

La validacién en la camara de fermentacién mostré una mejora significativa en
el crecimiento de A. niger en comparacion con los métodos anteriores, sugiriendo

que el diseno del fermentador puede influir en los resultados de produccion.

RECOMENDACIONES

Finalmente, estos resultados subrayan la importancia de la seleccion y
adecuacion de sustratos, validacion de la formulacion de nutrientes y de los
métodos de pretratamiento en la fermentacibn en medio sdlido para la
produccion de acido citrico, proponiendo profundizar en estos hallazgos
mediante una optimizacién general del proceso. En general, la fermentacion en
medio sdlido va depender de las variables como tipo de sustrato o soporte,
extraccion de productos, concentracion de nutrientes, sinergia en la combinacién
de microorganismos, asi como, la capacidad de los medios de fermentacion,

para un mayor rendimiento de productos de valor econémico.
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