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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion para obtener un medio enriquecido en proteinas
por fermentacion microbiana, se realiz0 la caracterizacion fisicoquimica de los
residuos domésticos de papa (Solanum tuberosum), para esto se determind: pH,
porcentaje de humedad, porcentaje de almidon y concentracion de proteina en las
variedades superchola, chola y Gnica. Mediante un disefio completamente al azar se
pudo comprobar que no existié diferencia significativa entre las tres variedades de
papa en cuanto al porcentaje de almiddn. Se caracterizO macroscépica y
microscépicamente al Aspergillus niger, microorganismo aislado por estudiantes de la
Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia a partir de sustratos
organicos de limon, para posteriormente utilizarlo en la fermentacion microbiana con
los residuos domésticos caracterizados. En la investigacion se formularon 4 medios,
mediante un disefio Factorial 22 se determin6 la influencia de los factores humedad
(61% y 93%) y composicion del medio (sin sales y con sales) sobre las variables
respuestas: concentracion de proteinas y concentracion de biomasa, obteniendo
valores 6ptimos de 15,91 mg/ml y de 0,79 g/ml respectivamente, en el medio
formulado sin sales y con una humedad del 61%. Se determinaron los pardmetros
cinéticos del microorganismo en el medio optimizado obteniendo como resultados una
velocidad especifica de crecimiento u = 0,016 h™1, un tiempo de duplicacion

tq = 43,08 h y un rendimiento Y, ,; = 4,49 g de biomasa/mg de sustrato consumido.

Palabras claves: residuos domésticos, Aspergillus niger, fermentacion microbiana,

Solanum tuberosum, enriquecimiento proteico.



ABSTRACT

In the present work of investigation to obtain a half enriched in proteins by microbial
fermentation, the physicochemical characterization of the domestic residues of potato
was carried out (Solanum tuberosum), for this it was determined: pH, percentage of
humidity, percentage of starch and concentration of protein in the superchola, chola
and Unica varieties. By means of a completely random design it was possible to verify
that there was no significant difference between the three potato varieties in terms of
the percentage of starch. It was characterized macroscopically and microscopically to
Aspergillus niger, microorganism isolated by students of the Faculty of Science and
Engineering in Food and Biotechnology from organic substrates of lemon, to later use
it in the microbial fermentation with the domestic waste characterized. In the research
4 media were formulated, by means of a Factorial design 22 the influence of the
humidity factors (61% and 93%) and composition of the medium (without salts and
salts) on the variable responses was determined: concentration of proteins and
concentration of biomass, obtaining optimum values of 15,91 mg/ml and 0,79 g/ml
respectively, in the medium formulated without salts and with a humidity of 61%. The
Kinetic parameters of the microorganism in the optimized medium were determined,
obtaining as a result a specific growth speed u =0,016h71,
a doubling time t; = 43,08 h and a yield Y, ,; = 4,49 g of biomass/mg of substrate

consumed.

Key words: domestic waste, Aspergillus niger, microbial fermentation,

Solanum tuberosum, protein enrichment.



INTRODUCCION

En la actualidad se generan miles de toneladas de residuos sélidos vegetales
diariamente debido al incremento de la poblacion y el consumo actual de alimentos,
esto hace que dichos residuos requieran de un amplio espacio para su biodegradacion
natural causando grandes problemas al medio ambiente, es por este motivo que se crea
un interés de convertir estos residuos en bioproductos, desarrollando asi tecnologias
que disminuyan los grandes volimenes de estos residuos en los rellenos sanitarios
(Torres, 2013).

La industria de alimentos busca crear nuevos productos tanto para los humanos como
para los animales, pero en muchos casos esto resulta algo complejo debido a los altos
costos de produccidn. La biotecnologia es un campo que se encuentra en desarrollo y
presenta varias aplicaciones, una de ellas es transformar estos residuos en productos

de alto valor agregado (Arguero, 2014).

Uno de los componentes alimenticios mas escasos y costosos son las proteinas, por lo
tanto, los problemas de abastecimiento de proteina hacen necesaria la indagacion de
nuevas alternativas. Una de las alternativas de produccion proteica son las proteinas
de origen microbiano o proteinas unicelulares PUC o SCP (por sus siglas en inglés,
single-cell protein), proteinas producidas mediante fermentacién controlada. Las
proteinas de origen microbiano se pueden obtener a partir de residuos agroindustriales,
dentro de estos se encuentran los desechos de papa. Una forma de valorizar estos
residuos es mediante enriquecimiento proteico producto de la fermentacién en estado
solido (FES) (Oviedo, et al., 2016).

La gran cantidad de residuos que se generan en Ecuador, el bajo costo y el escaso
aprovechamiento industrial, hace posible la utilizacion de estos residuos como materia
prima para la elaboracion de proteinas unicelulares, cuidando asi al medio ambiente y
evitando contaminacion del mismo. La papa es el cuarto cultivo mas importante a nivel

mundial y el mas consumido en la Regién Andina del Ecuador (Gerena, 2013).

En el presente trabajo de investigacién se utilizé como residuos, las cascaras de papa,

para la produccion de proteina unicelular por fermentacion microbiana.



CAPITULO |
EL PROBLEMA
1.1. Tema de investigacion

“Obtencidn de un medio enriquecido en proteinas a partir de residuos de papa

(Solanum tuberosum) por fermentacién microbiana”
1.2. Justificacion

Los residuos solidos vegetales provenientes de fuentes domésticas, comerciales,
industriales y de cosecha son generados a diario, por lo tanto, en la actualidad estos
residuos son objeto de estudio para la produccion de proteinas, aminoacidos, productos
quimicos y almidon. La biotecnologia industrial brinda el conocimiento necesario para

aprovechar al maximo estos residuos (Torres, 2013).

Debido a la demanda de alimentos ricos en proteinas, la industria alimentaria y agricola
busca productos que puedan obtenerse en cantidades suficientes y en el menor tiempo

posible para la formulacion de los mismos a partir de proteinas (Fontes, et al., 2015).

Segin Gerena (2013), la papa (Solanum tuberosum) es el cuarto cultivo més
importante a nivel mundial, esto es debido a las propiedades nutricionales y a su facil
crecimiento. Este tubérculo contiene un porcentaje de almidon en el rango de 8,67 a
22,72%, aproximadamente 2,1% de proteina, vitamina C, una de las vitaminas del
complejo B y varios minerales, lo que ha convertido a este cultivo en uno de los méas

importantes para la alimentacion.

Tungurahua presenta aproximadamente 2,641 hectareas cultivadas con este tubérculo,
los cantones de esta provincia que mas cultivan son: Quero, Pillaro, Ambato, Pelileo
Tisaleo y Mocha. La mayoria de las variedades sembradas son: ‘Superchola’,

‘Fripapa’, ‘Unica’ y ‘Putza’ (El Heraldo, 2017).

Segun el INEC (2018), los residuos solidos son sustancias resultantes del consumo o
uso de un bien tanto en actividades domeésticas, industriales, comerciales,
institucionales o de servicios. Cada habitante del Ecuador produce en promedio
alrededor de 0,58 kilogramos de residuos solidos y la recoleccion de toneladas diarias

de residuos solidos en promedio fue de 12.897,98 en el afio 2016.



El 80% de la produccion nacional de papa se comercializa para consumo doméstico,
en los restaurantes, el mayor uso que se le da es como papa frita y en sopas. Otra forma
de uso en estos locales es en puré, ensaladas y tortillas, de esta forma se desechan

grandes cantidades de este tubérculo (Saragocin, 2015).

La produccion de proteina unicelular se considera necesario para el aprovechamiento
de desechos enriquecidos en carbohidratos, siendo el principal factor limitante en la
generacion de dicha proteina el alto costo de las fuentes de carbono, por lo que utilizar
desechos es una alternativa beneficiosa para el proceso, tanto para el medio ambiente
como para solventar el problema de poca disponibilidad de ingesta de proteina en la
dieta animal (Diaz, 2009).

En los dltimos afios se ha comenzado a utilizar los residuos de poscosecha como
sustratos para el crecimiento microbiano, en este trabajo los residuos que se utilizaron
fueron las cascaras de papa por ser un tubérculo ampliamente cultivado y consumido

en la region Andina del Ecuador (Nasseri, et al., 2011).

Las proteinas de origen microbiano o también denominadas proteinas unicelulares son
producidas mediante procesos de fermentacion controlada ya sea por cepas puras o por
mezclas de hongos, bacterias y algas unicelulares (Wang, et al., 2012). Para este
estudio se utilizd el hongo Aspergillus niger, el cual ha sido empleado para la
produccion de alimentos enriquecidos en proteinas, este hongo se usa principalmente
en la industria alimentaria para la produccion de enzimas como: invertasa, amilasa,
glucoamilasa las cuales se utilizan en la degradacion del almidon. Aspergillus niger
también es el productor de acidos organicos como el acido citrico y glucénico por

procesos de fermentacion (Méndez, 2013).

Alvarez (2017), evalu6 la funcionalidad de produccion de écido citrico usando cepas
de Aspergillus niger los cuales fueron identificados morfoldgicamente, obteniendo la
mayor produccion de &cido citrico de 3,5 g/l en una concentracion de 200 g sacarosall,

obteniendo un rendimiento de 0,045 g acido citrico/g sacarosa consumida.



1.3.0Objetivos
1.3.1. Objetivo general

e Obtener un medio enriquecido en proteinas a partir de residuos de papa

(Solanum tuberosum) por fermentacién microbiana.
1.3.2. Objetivos especificos

e Realizar una caracterizacion fisicoquimica del sustrato.

e Caracterizar macroscépica y microscopicamente al Aspergillus niger.

e Optimizar las condiciones del cultivo para obtener un medio enriquecido en
proteinas.

e Determinar la cinética de crecimiento del Aspergillus niger en el medio

optimizado.



CAPITULO II
MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes investigativos

2.1.1. Descripcion de Solanum tuberosum

La papa (Solanum tuberosum) es un tubérculo comestible de origen andino. Es una
planta perteneciente a la familia de las solanaceas, consta de un tallo erecto, raices
fibrosas y ramificadas, hojas compuestas y flores formadas por un pistilo y cinco
estambres. El color de la flor presenta distintas intensidades segun las condiciones del
cultivo. La planta para obtener un buen desarrollo vegetativo necesita de temperaturas
entre los 18 y 24 °C. El cultivo de la papa soporta pH acidos alrededor de 5 a 5,6
(Agrolanzarote, 2012).

En Ecuador las variedades que més se utilizan en locales de comidas rapidas y
restaurantes son: Superchola (79%), Unica (10%), Gabriela (10%), Cecilia (9%),
Chola (14%) y en menor porcentaje Fripapa (1%). La planta de la variedad superchola,
presenta tallos verdes y manchas purpuras, las hojas son diseccionadas, posee una
floracion moderada con flores de color purpura como se observa en la Figura 1, los
tubérculos son de forma ovalada, yemas superficiales, color rosado y pulpa amarilla
(INIAP, 2016).

Figura 1. Planta y tubérculo de la variedad superchola

Fuente: (INIAP, 2016).

La variedad de papa Unica es idonea para consumo en sopas y caldos, y para fritura
tipo baston. Los tubérculos son redondos, la piel es crema con presencia de color
morado en los ojos (Figura 2), los mismos que son superficiales y la pulpa es amarilla
clara (Nustez, 2010).



Figura 2. Tubérculos de la variedad de papa Unica

Fuente: (Nustez, 2010).

La variedad chola es una papa para consumo en sopas y puré por su consistencia
harinosa. Como se observa en la Figura 3, los tubérculos son de forma oval eliptica,
ligeramente aplanados en su cara superior e inferior, de piel rosada y amarilla alrededor

de los ojos y la pulpa amarilla (Velasquez, 2009).

Figura 3. Tubérculos de la variedad chola

Fuente: (Velasquez, 2009).

2.1.2. Perfil nutricional de Solanum tuberosum

La papa posee en su composicién un contenido de materia seca del 19,17-28,13%; una
humedad de 72,45-80,83%; azucares totales entre 15,06-24,16%; azUcares reductores
de 0,72-6,39% y almidon de 8,67-22,72% (Zarate et. al., 2014), mientras que la
concentracion de proteinas es aproximadamente 2,1%, las proteinas se ubican en el
cortex y la médula del tubérculo, por ello se han implementado tecnologias de alto
impacto y de bajo costo como la fermentacién para obtener productos con
enriquecimiento proteico, esto se refiere a la utilizacion de microorganismos para

conseguir las propiedades deseables de los alimentos (Carrefio, 2014).



También contiene antioxidantes alimentarios, los cuales pueden ayudar a prevenir
enfermedades relacionadas con el envejecimiento, y tiene fibra, por lo que su consumo

es beneficioso para la salud (Moreno, et al., 2015).
2.1.3. Microorganismos utilizados para enriquecimiento proteico de sustratos

Los microorganismos Utiles para la produccion de proteinas celulares deben tener un
crecimiento rapido, pocas necesidades nutricionales y un sistema de facil
procesamiento; por lo tanto, las levaduras como Saccharomyces cerevisiae y los
hongos como Aspergillus niger son los microorganismos mas empleados para este fin.
Chalon, et al. (2013), menciona que el microorganismo que se vaya a elegir para la
produccion de proteinas celulares, depende del sustrato, el proceso y la calidad deseada

de la biomasa.
2.1.4. Fermentaciones utilizando hongos

La fermentacidn es un proceso de transformacion de una sustancia que generalmente
es un carbohidrato en otra, que puede ser biomasa o metabolitos obtenidos mediante
el metabolismo de un microorganismo (Pérez, 2013). La fermentacion liquida y en
estado sélido son procesos que han sido modificados para maximizar la productividad
y permitir el aprovechamiento de fuentes no convencionales de carbohidratos
(Vimala, 2012).

La fermentacion sélida es un sistema donde la humedad y el tamafio de particula en el
sustrato tienen un papel importante, asi como la temperatura 6ptima en la cual se
desarrolla el microorganismo, ademas es un proceso de bajo costo. La fermentacion
liquida requiere de un cultivo de células microbianas esparcidas de manera homogénea
en un tanque agitado y se caracteriza por la facilidad de obtencién de la biomasa

representada en el micelio (Pandey, 2003).

En la fermentacion, los micro hongos son los microorganismos de eleccion, debido a
que de forma natural crecen sobre materiales sélidos, poseen sistemas enzimaticos
completos que les permiten utilizar varias fuentes de carbono y ademas presentan alta
capacidad de adherencia y penetracion en las particulas del sustrato, por lo que la
estructura micelar de los hongos filamentosos les confiere en este sentido ventaja

frente a otros microorganismos (Nout, 2016).



Aguilar, et al. (2014), realiz6 un enriquecimiento proteico de residuales
agroindustriales mediante fermentacion sélida con el hongo filamentoso Aspergillus
niger y demostré la factibilidad de la fermentacion para el aprovechamiento de los

residuales solidos del proceso de extraccién de aceite de higuereta.

Se han desarrollado tecnologias de enriquecimiento proteico de la cafia de azlcar por
medio de la fermentacion en estado sélido, con las que se obtiene un concentrado rico

en proteinas a base de levaduras (Espinoza y Montiel, 2016).

2.1.5. Métodos para la estimacion del crecimiento microbiano y enriquecimiento
proteico

Uno de los métodos para medir el crecimiento de las poblaciones de células

microbianas es el peso seco, éste se determina usando muestras de volimenes y

concentracion celular conocidos, los cuales se concentran y se secan en una estufa

hasta peso constante, la cantidad de biomasa total presente en ese cultivo se calcula

como la diferencia entre el peso del tubo con la muestra seca y el peso inicial del tubo,

dividida entre el volumen de la muestra (Sanchez, 2012).

Martos, et al. (2014), realiz6 un cultivo por lote de Wickerhamomyces anomalus en un
biorreactor para la produccion de una poligalacturonasa. Durante el proceso
fermentativo determino biomasa por medidas de peso seco, obteniendo una biomasa
total de 4,013 + 0,26 g/I.

Los métodos de cuantificacién de proteinas totales incluyen métodos tradicionales
como: Espectrofotometria UV, Método de Lowry, Método de Biuret y Método de
Bradford. Para determinar la cantidad de proteinas en las muestras se utiliz6 el método
de Biuret, este método se basa en la formacion de un compuesto azul violeta por la
reaccion del ion cuprico con la proteina en medio alcalino. Una condicién
indispensable para la positividad de la reaccion es que el compuesto analizado posea
al menos dos enlaces peptidicos en su estructura. El color formado responde a la ley
de Lambert-Beer, es decir, que a mayor concentracion de proteinas, mas coloreada se

torna la solucion y por lo tanto, la absorbancia sera mayor (Labome, 2012).
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Figura 4. Reaccion de Biuret

Fuente: (Puerto, 2013).

Panchano (2018), optimizo las condiciones de cultivo para la produccion de enzimas
glicosidasas tipo inulinasa de Lactobacillus casei utilizando residuos agroindustriales,
obteniendo una produccion de proteinas totales de 12,08 mg/ml que se produjeron
pasadas las 70 h de crecimiento de la bacteria, para la cuantificacién de proteinas

utiliz6 el método de Biuret.
2.2. Hipotesis
2.2.1. Hipdtesis nula

No se obtendrd un medio enriquecido en proteinas a partir de residuos de papa

(Solanum tuberosum) por fermentacién microbiana.
2.2.2. Hipdtesis alternativa

Se obtendrd un medio enriquecido en proteinas a partir de residuos de papa (Solanum

tuberosum) por fermentacidén microbiana.
2.3.Seflalamiento de las variables de la hipotesis
2.3.1. Variables dependientes

e Concentracion de proteina (mg/ml)

e Concentracion de biomasa (g/ml)
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2.3.2. Variables independientes

e Humedad (60 y 90%)
e Composicion del medio (con sales y sin sales)

e Tiempo de fermentacion (12 dias)
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS
3.1. Materiales, equipos y reactivos

3.1.1. Materiales

3.1.1.1. Material Vegetal

e Residuos domésticos de tres variedades de papa (superchola, chola y unica)

3.1.1.2. Material Bioldgico

e Hongo Aspergillus niger aislado en el laboratorio de Microbiologia

3.1.1.3. Material de Laboratorio
e Material de vidrio (GLASSCO)
e Toallas de papel
e Magnetos (Elicrom)

e Papel Aluminio
3.1.2. Equipos

e Secadero de bandejas (GANDER MTN)

e Balanza de Humedad (Citizen MB 200)

e Molino de cuchillas (INOX-EQUIP)

e pHmetro (Thermo Scientific)

e Estufa (MEMMERT NUT-004X)

e Autoclave (MLS-3020U-PE)

e Céamara de flujo laminar (Thermo Scientific™)

e Agitador incubador orbital (Ivymen sistema Shaker)
e Espectrofotémetro UV-VIS (HACH DR 5000, Germany)
e Centrifuga (PLC SERIES-03)

e Pipeta automatica (Thermo Scientific, Dinamarca)

e Balanza analitica (Adventurer Pro)

e Software de analisis de datos estadistico y grafico, Statgraphics XVI.I 64x.

13



3.1.3. Reactivos

e Reactivo 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (Elicrom)

Hidroxido de sodio (NaOH) (Elicrom)

e Acido Clorhidrico (HCI) (Elicrom)

e Acido acético (CH3COOH) (Elicrom)

e Acetato de sodio (C2HsNaOy) (Elicrom)

e Tartrato de sodio y potasio (KNaC4H4Os:-4H20) (Elicrom)

e Reactivo de Biuret (Elicrom)

e Agua destilada (Casa del quimico)

e Enzima o- amilasa (Elicrom)

e Enzima glucoamilasa (Elicrom)

e Fosfato de amonio dihidrogenado (NH4H2PQO4) (Elicrom)
e Sulfato de magnesio (MgSQOa. 7H.0) (Elicrom)

e Sulfato ferroso (FeSO4. 7H,0O) (Elicrom)

e Papa-Dextrosa-Agar (PDA) (Sigma-aldrich)

3.2. Métodos

3.2.1 Obtencion del sustrato
Se recolectaron tres tipos de cascaras de papas: superchola, chola y Unica, estos
residuos domésticos fueron llevados hasta los Laboratorios de la Unidad Operativa de
la Direccion de Investigacion y Desarrollo (UODIDE) pertenecientes a la Facultad de
Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia, de la Universidad Técnica de
Ambato. Las cascaras se lavaron y se pesaron en la Balanza analitica (Adventurer Pro),
luego se sometieron a un proceso de secado utilizando el Secadero de bandejas
(Garden MNT) a 71.1 °C durante 18 horas para eliminar el contenido de agua presente
en los residuos. EI material seco fue molido utilizando un Molino de cuchillas
(INOX-EQUIP) para obtener las harinas las cuales fueron utilizadas como sustrato

para el crecimiento del microorganismo (Valverde y Lezama, 2017).

3.2.2. Caracterizacion fisicoquimica del sustrato

3.2.2.1. Determinacion del pH

Se pesaron 5 g de harina y se disolvieron en agua destilada, se filtré y se determing el

pH por triplicado utilizando el pHmetro (Thermo Scientific) previamente calibrado.
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El potencial de hidrégeno (pH) es una medida que indica el grado de acidez o basicidad
de una solucidn en una escala que varia entre 0y 14, el valor de pH representa el menos
logaritmo en base diez de la concentracidn (actividad) de iones hidrégeno [H*] (Bravo,
2013).

3.2.2.2. Determinacion del porcentaje de humedad

Se peso por triplicado 3 g de las harinas, se colocaron las muestras sobre el plato de la
Balanza de Humedad (Citizen MB 200) exponiéndolas a los rayos infrarrojos por un
determinado tiempo, el secado por infrarrojos supone la irradiacion de calor hacia el
interior de la muestra para evaporar el agua, por lo tanto, la diferencia entre el peso

inicial y el final corresponde al agua que fue eliminada (UNSTA, 2015).
3.2.2.3. Determinacion del porcentaje de almidon

Se pes6 por triplicado 50 mg de las harinas y se coloco en tubos de centrifuga, los
cuales se sometieron a una hidrélisis enzimatica utilizando la enzima a-amilasa
termoestable (Termamyl). Se calentd la suspension a 90 °C por 30 min en bafio de
agua hirviente. Simultaneamente se corrié un blanco con todos los componentes menos
la harina. Se dej6 enfriar la solucidn, se afiadié 2 ml del tampon acetato y se reguld el
pH de la mezcla, luego se afiadid 100 pl de glucoamilasa comercial y se incub6 a
50 °C. Nuevamente se enfrio la solucién y se centrifug6 a 4500 rpm en la Centrifuga
(PLC SERIES-03) para obtener el sobrenadante. Posterior a esto se determiné el
contenido de azucares reductores con DNS, se tomo una alicuota de 0,150 ml de
sobrenadante y se mezcl6 con 0,150 ml de solucion de DNS, se dej6 hervir por 5 min,
luego se enfrio y se afiadié 1,5 ml de agua destilada. Se leyo la absorbancia a una
longitud de onda de 540 nm utilizando el Espectrofotometro UV-VIS (HACH DR
5000, Germany) (Pefia, 2009). Se determind el porcentaje de almiddn a partir de una
curva patrén de glucosa con una concentracion en el rango de 0,4 hasta 2 mg/ml

previamente realizada (Anexo 6).
3.2.2.4. Determinacion de la concentracion de proteinas

Se determind la concentracidn de proteinas mediante el método de Biuret, en la celda
espectrofotométrica se colocd 0,1 ml de las muestras y se afiadié 0,9 ml del reactivo
de Biuret. Se mezcl6 y se dejé a temperatura ambiente durante 20 min. Después de

este tiempo fue determinado el valor correspondiente a la intensidad de color mediante
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la lectura de absorbancia a la longitud de onda de 540 nm en el Espectrofotometro
UV-VIS (HACH DR 5000, Germany) (Galvan, 2014). Se determiné la concentracion
de proteinas a partir de una curva patron de Albumina se suero bovino con una

concentracion en el rango de 0 hasta 16 mg/ml previamente realizada (Anexo 7).
3.2.3. Caracterizacion macroscépica y microscopica del Aspergillus niger

Se realiz6 una caracterizacion macroscopica y microscopica del Aspergillus niger,
microorganismo aislado por estudiantes de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en
Alimentos y Biotecnologia en el Laboratorio de Microbiologia a partir de muestras de

sustratos organicos de limén.

En la caracterizacion macroscopica de este hongo se analizaron los siguientes
aspectos: relleno, borde, textura, brillo, exudado, goticula, pigmento difusible, color
en el reverso y color en el anverso. En la caracterizacion microscopica fue analizado:
micelio, esporulacion, presencia o ausencia de esporas, forma de esporas y conidiéforo
(Gil, 2017).

3.2.4. Obtencién del medio enriquecido en proteinas

Para la obtencion del medio enriquecido en proteinas se realizaron 4 formulaciones en
volumenes de 60 y 360 ml, cada una con tres réplicas, donde se analizaron como
factores de estudio: la humedad (60 y 90%) y la composicion del medio (con sales y
sin sales). Las sales que se utilizaron al preparar los medios fueron: Fosfato de amonio
dihidrogenado (NH4H.PQO.), Sulfato de magnesio (MgSQO. .7H,0) y Sulfato ferroso
(FeSO4. 7H20), en un porcentaje del 15% (Reyes, et al., 2013).

En cada una de las formulaciones se inoculd el microorganismo previamente
caracterizado macroscépica y microscopicamente, y mantenido a la temperatura de
30 °C en el Agitador incubador orbital (Ivymen sistema Shaker) con una velocidad de
agitacion de 130 rpm durante 8 dias (Lopez, 2017). Se determind la influencia de los
factores de estudio sobre las variables respuestas: concentracion de proteinas y

concentracion de biomasa (peso seco).
3.2.4.1. Determinacion de la concentracion de biomasa y proteinas

La concentracion de biomasa fue estimada mediante peso seco, este es un metodo
gravimétrico, para el cual se pesaron los tubos de centrifuga vacios, se tomaron las

muestras del fermentado y se centrifugaron en la centrifuga (PLC SERIES-03)
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a 4000 rpm. El pellet obtenido del proceso de centrifugado fue lavado y colocado en
la estufa (MEMMERT NUT-004X) a la temperatura de 55,5 °C durante 24 horas, al
término de este tiempo se peso el tubo y se calculd la diferencia entre ambos pesos,

considerando el volumen de muestra utilizada.

Para determinar la concentracion de proteinas se realizé el método de Biuret como se
indica en el apartado 3.2.2.4., previamente a las muestras de fermentacion se les realiz

un proceso de ruptura celular, utilizando arena estéril.
3.2.5. Determinacion de los parametros cinéticos de la fermentacion

Los parametros cinéticos de crecimiento microbiano son las herramientas bésicas para
escalar los procesos biotecnolégicos evaluados en el laboratorio, debido a que
permiten predecir el desarrollo de la fermentacidn y evaluar los rendimientos, asi como

las productividades en los procesos (Zapata et al., 2005).

Con el medio optimizado se realiz6 un proceso fermentativo inoculando Aspergillus
niger en un volumen de 300 ml, se coloco el medio a 30 °C en el Agitador incubador
orbital (Ivymen sistema Shaker) con una velocidad de agitacion de 130 rpm durante
12 dias. Se tomaron muestras cada dos dias para estimar la concentracion de biomasa
y la concentracion de sustrato, luego se realizd una curva de crecimiento con el

logaritmo de la concentracion de biomasa y el tiempo.
3.2.5.1. Determinacién de la velocidad especifica de crecimiento

El valor de la velocidad especifica de crecimiento (u) se determind a partir de la
pendiente de la curva logaritmica de la biomasa contra el tiempo en la region de
crecimiento exponencial (Arana et al., 2016). Por lo tanto, la velocidad de crecimiento

de biomasa puede representarse como:
m=u

Ecuacién 1. Velocidad especifica de crecimiento
Donde:
m = Pendiente

u = Velocidad especifica de crecimiento
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3.2.5.2. Determinacion del tiempo de duplicacién

Se determino el tiempo que tarda en duplicarse la poblacion o tiempo de generacion

(tq), con la siguiente ecuacion:

Ecuacion 2. Tiempo de duplicacion

3.2.5.3. Determinacion del rendimiento biomasa/sustrato

Se determino el rendimiento biomasa/sustrato (Y,s), ésta es la biomasa producida (Ax),
por cantidad de sustrato consumido (As) (Arana et al., 2016). Para su calculo se utilizd

la siguiente expresion:

Ax
Yx/s = A_S

Ecuacion 3. Rendimiento biomasa/sustrato

Para determinar la concentracion de sustrato consumido inicial y final se realizo el

método de DNS como se indica en el apartado 3.2.2.3.

3.2.6. Andlisis estadistico

Utilizando el software Statgraphics Centurion version XV1.1 se realizo un analisis de
varianza para determinar si existen diferencias significativas entre las medias de los
porcentajes de almidon que se obtuvieron en cada variedad de papa. Se realiz6 ademas
un analisis de varianza para determinar si existen diferencias significativas entre los
factores (Humedad y Composicion del medio) y sus interacciones en el proceso
fermentativo. Las variables respuestas concentracién de proteinas y biomasa fueron

optimizadas para conocer donde el microorganismo crece en mayor medida.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Analisis y discusion de resultados

4.1.1. Caracterizacion fisicoquimica del sustrato

En la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos de la caracterizacion que se le

realizé a las tres variedades de papa.

Tabla 1. Caracterizacion fisicoquimica del sustrato

Variedades de pH Porcentaje de | Porcentaje de Concentracion de
papa Humedad almidon (%) proteina (mg/ml)
(%)
Unica 5,78+0,125 | 6,21 +0,280 14,95 £ 0,322 4,72 £0,325
Chola 5,77+0,125 | 5,75+0,280 15,35 +£ 0,322 5,47 £0,325
Super Chola 6,04 £0,125 | 5,54 +0,280 15,74 £ 0,322 4,86 £ 0,325

Como se puede observar en la Tabla 1, se registraron valores de pH &cidos, humedades
bajas, alto porcentaje de almiddn y concentraciones de proteinas relativamente bajas,
esto es debido a que los niveles de proteina son insuficientes en la papa nativa para el

requerimiento diario.

Sandoval (2012), menciona que su investigacion esta orientada a la sustitucion parcial
de la harina de trigo por harina de papa; el objetivo principal fue determinar las
propiedades fisicoquimicas de la fibra dietética obtenida a partir de los residuos de la
papa. Realizando el analisis fisicoquimico de la cascara de papa obtuvo una humedad
de 12,03 £ 0,19 % y un pH de 4,84 + 0,12. Al comparar los datos bibliograficos con
los que se obtuvo en este trabajo se pudo analizar que en cuanto a humedad si hay una
diferencia entre los resultados y esto pudo deberse a la cinética de secado la cual
demostro que el bajo contenido de humedad favorece la estabilidad de las propiedades
fisicoquimicas, funcionales y organolépticas, mientras que los valores de pH son

similares a los que se obtuvieron en este estudio, es decir presentan pH acido.
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El almiddn es el segundo polisacarido mas abundante en la naturaleza, se encuentra en
las semillas de cereales, tubérculos, raices, semillas de leguminosas, frutas, troncos y
hojas. El porcentaje de almidon varia segun el estado de madurez de la fuente,
constituye la mayor fraccion de hidratos de carbono, el tamafio y forma de estos

granulos son caracteristicos de cada especie botanica (Songor y Tenesaca, 2019).

Loyola (2010), realiz6 el analisis quimico de tubérculos de papas producidos en forma
convencional y organica. Uno de los componentes que determind fue el porcentaje de
almidon, teniendo como resultado para el cultivo convencional 14,46% de almidén y
para el cultivo organico 13,58% valores cercanos a los registrados en la Tabla 1. Por
lo tanto, la harina de papa puede representar una alternativa en la elaboracion de

nuevos productos alimenticios gracias a su valor nutricional y organoléptico.

Con los valores obtenidos de porcentaje de almidon se realizd un disefio
completamente al azar en el cual el analisis de varianza presentd un Valor-P mayor a
0,05 (Anexo 9), lo que indico que no existio una diferencia estadisticamente
significativa para un nivel del 95% de confianza, por lo tanto, se pudo haber utilizado
cualquiera de las tres variedades de papa, sin embargo, en este trabajo de investigacion
fue seleccionada la variedad superchola por ser una de las variedades méas consumidas

y desechada una gran cantidad de cascara.
4.1.2. Caracterizacion macroscopica y microscopica del Aspergillus niger

Se realiz6 una caracterizacion macroscopica y microscopica del Aspergillus niger
como se muestraen la Tabla2y 3.

Tabla 2. Caracterizacion macroscopica del Aspergillus niger

Caracterizacion Aspergillus niger
Relieve Medio
Borde Irregular
Textura Polvorienta
Brillo Mate
Exudado Ausencia
Goticula Ausencia
Pigmento Difusible Ausencia
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Color en el reverso Marrén

Color en el anverso Amarillo

Tabla 3.Caracterizacion microscopica del Aspergillus niger

Caracterizacion | Aspergillus niger
Micelio Tabicado
Esporulacién Unicelular
Esporas Presencia
Forma de espora Globular
Conidiéforo Presencia

Aspergillus niger es un hongo que se encuentra alrededor del mundo, su crecimiento
esta asociado a materiales orgénicos y al suelo, este microorganismo es usado para la
biodegradacion de desechos industriales y para la elaboracion de sustancias y enzimas

necesarias en la fabricacion de productos comestibles y no comestibles.

Alvarez (2017), prepar6 medio PDA para el aislamiento de colonias de Aspergillus
spp, de las colonias obtenidas selecciono las que presentaban morfologia esperada para
Aspergillus niger: vista frontal de color negro o marron, vista posterior de color

amarillo, informacioén similar a la registrada en la Tabla 2.

De acuerdo con lo reportado en bibliografia, el Aspergillus niger es un hongo micelial
formado por hifas tabicadas, tal como se reporta en la Tabla 3. Las colonias de este
hongo crecen rapidamente y por su aspecto polvoriento como se indica en la Tabla 2
son faciles de reconocer. Presentan conidioforos (Tabla 3) que son de pared lisa o
pigmentada y miden de 1,5 a 3 mm de largo y de 15 a 20 mm de didmetro. Al
microscopio se puede observar abundantes conidios con aspecto variable: entre ellos
globosas, subglobosas, elipticas, lisas, verrugosas o con estrias longitudinales, todas

de color negro o marrén (Gil, 2017).
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4.1.3. Obtencion del medio enriquecido en proteinas

De acuerdo a los resultados obtenidos en el analisis de varianza para la concentracion
de proteinas (Anexo 10) el Valor-P para el factor humedad y composicion del medio
fue menor que 0.05 para un nivel de confianza del 95%, de modo que estos factores

influyeron significativamente sobre la concentracion de proteina.

El Diagrama de Pareto muestra que la influencia de ambos factores fue negativa sobre
la concentracién de proteinas (Figura 5). EI Grafico de Efectos Principales (Figura 6)
indica que a medida que aumenta la humedad del medio de 61 a 93% existi0 una
disminucion de la concentracion de proteinas, similar a lo ocurrido en cuanto a la
composicion del medio obteniéndose que al adicionar suplementos al medio

disminuyd, pero en menor proporcion.
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Figura 5. Diagrama de Pareto Estandarizado para la concentracion de proteina
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En el analisis de varianza para la concentracion de biomasa (Anexo 11) el VValor-P para
el factor humedad fue menor que 0.05 para un nivel de confianza del 95%, de modo
que este factor influyd significativamente sobre la concentracion de biomasa. El factor

composicion del medio no influy6 sobre esta variable respuesta.

El Diagrama de Pareto muestra que la influencia del factor humedad fue negativa sobre
la concentracion de biomasa (Figura 7). En el Gréafico de Efectos Principales
(Figura 8) se observa que a medida que aumenta la humedad del medio de 61 a 93%
existié una disminucion de la concentracion de biomasa, similar al comportamiento
obtenido al analizar la variable concentracion de proteinas. Esta correspondencia se

debe a que la proteina que es aportada al medio es proveniente del crecimiento celular.

De acuerdo con estudios realizados, el incremento del crecimiento del
Aspergillus niger se produce con una humedad del 50 al 60%. Teniendo en cuenta, que
su fase esporulativa es un estado de resistencia que se desencadena frente a
condiciones adversas, es por lo que con humedades bajas aumenta el crecimiento del
hongo, la germinacion de las esporas y, por lo tanto, la colonizacién de nuevos

sustratos, no se requiere de niveles tan altos de humedad (Pozzo et al, 2008).

A:Humedad

B:Composicidn del medio

1 " A 1 " " 1 " " 1

0 3 6 9 12 15
Efecto estandarizado

Figura 7. Diagrama de Pareto Estandarizado para la concentracion de biomasa
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Figura 8. Gréafico de Efectos Principales para la concentracion de biomasa

En la Figura 9 se muestra el Diagrama de Superficie de Respuesta Estimada para la
concentracion de proteinas y concentracién de biomasa, donde se observa que con una
humedad del 61% y con el medio sin sales (-1) se maximizaron ambas variables
respuestas, obteniéndose un valor Optimo de concentracion de proteinas de
15,91 mg/ml y una concentracion de biomasa de 0,79 g/ml como se muestra en la
Tabla 4.

Deseabilidad

Humedad

Figura 9. Diagrama de Superficie de Respuesta Estimada

Tabla 4. Valores 6ptimos de concentracion de proteinas y concentracion de biomasa

Respuesta Optimo

Concentracion de proteina (mg/ml) 15,9099

Concentracién de biomasa (g/ml) 0,78766
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Torres (2013), evalud la potencialidad de dos residuos organicos vegetales: naranja y
papa, como sustratos productores de proteina Unicelular (SCP), para el crecimiento de
la levadura Saccharomyces cerevisiae. El analisis que realizé afirmo que el sustrato de
papa es el mejor sustrato para la produccién de proteina celular porque puede producir
en promedio 9,8 mg/ml de proteina. Por lo tanto, comparando los valores de proteina
reportados bibliograficamente con los resultados obtenidos en la investigacion, se
observo un aumento significativo en los niveles de proteina a 15,91 mg/ml ya que el
valor inicial de la harina de papa en cuanto a la concentracion de proteina era tan solo
4,86 mg/ml.

4.1.4. Determinacion de los parametros cinéticos

Con el método de peso seco se determind cada dos dias la concentracion de biomasa
obtenida en el proceso de fermentacién y de cada uno de estos valores se determing el
logaritmo neperiano (Ln) como se observa en el Anexo 12.

En la Figura 10 se presenta la curva de crecimiento del Aspergillus niger en la cual se

observan 3 fases del crecimiento microbiano.

Méndez (2013), realizd la produccion de &cido gluconico aplicando cinética de
crecimiento microbiano a partir de Aspergillus niger, utilizd como medio de cultivo
dulce de atado. En su investigacion hizo la transformacion de biomasa a logaritmo

natural para determinar la curva y las fases de crecimiento del hongo.
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Figura 10. Curva de crecimiento del Aspergillus niger
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El cultivo entra en la fase de crecimiento exponencial desde 0 hasta 2 dias, en esta fase
la sintesis de todos los constituyentes celulares se incrementa a una rapidez constante,
de tal manera que la poblacion de células se duplica y la velocidad de crecimiento es
maxima (Méndez, 2013). A partir de los 2 hasta los 8 dias se observé la fase
estacionaria, en esta fase el crecimiento puede estar ocurriendo, pero esta equilibrado
por la rapidez de muerte o lisis celular, la velocidad especifica de crecimiento es cero,
esto no quiere decir que las funciones biosintéticas hayan finalizado, sino que la
energia proporcionada por el sustrato se destina hacia el mantenimiento celular (Ferrer,
etal., 2019).

A los 10 dias comenzo un descenso de la concentracion de biomasa, es decir el cultivo
entré en la fase de muerte en donde el numero de células que mueren aumenta. La
pendiente de esta fase puede ser mas 0 menos pronunciada de acuerdo al tipo de
microorganismo, pueden presentarse pendientes menos bruscas como se observa en la
Figura 10, cuando el microorganismo presenta alguna forma de resistencia en este caso

las esporas (Benintende y Sanchez, 2012).

Méndez (2013), observo que Aspergillus niger alcanzo6 el maximo valor de crecimiento
a las 48 horas y el decrecimiento de la biomasa a las 192 horas. Al comparar estos
resultados bibliograficos con los obtenidos en esta investigacion se pudo observar que
el tiempo en el que se dio la fase crecimiento exponencial es el mismo, mientras que
la fase de muerte es diferente. Las poblaciones microbianas pocas veces conservan un
crecimiento exponencial prolongado, esto es debido a que casi siempre el crecimiento
se encuentra limitado por el agotamiento de nutrientes o por la acumulacion de
productos del mismo metabolismo microbiano y como consecuencia, el crecimiento

disminuye, hasta detenerse en un determinado tiempo (Benintende y Sanchez, 2012).

En la Tabla 5 se muestran los resultados obtenidos de los pardmetros cinéticos.

Tabla 5. Parametros cinéticos del microorganismo en el medio optimizado

Parémetros cinéticos Medio Optimizado
u (horas™) 0,016
ty (horas) 43,08
Yy/s (9 de biomasa/mg de sustrato consumido) 4,49
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El valor de la velocidad especifica de crecimiento (u) se determind a partir de la
pendiente de la curva logaritmica de la biomasa contra el tiempo (ecuacion 1) en la
region de crecimiento exponencial como que se observa en la Figura 11, obteniendo
asi un valor de u = 0,016 h~1. El tiempo de duplicacion de la poblacion se determind

a partir de la ecuacion 2, teniendo como resultado un t; = 43,08 h.
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Figura 11. Fase exponencial del crecimiento del Aspergillus niger

Segun Castro, et al. (2011), la velocidad especifica para hongos como Aspergillus
niger se encuentra desde 0,0101 A~* hasta 0,1213 A1, por lo tanto el valor obtenido
de velocidad especifica de crecimiento en el presente trabajo se encuentra dentro del
rango reportado bibliograficamente.

Con los datos iniciales y finales tanto de la concentracion de sustrato (As) como de la
concentracion de biomasa (Ax) se calculd el rendimiento. Aplicando la ecuacion 3 se
obtuvo un rendimiento de Y, ,; = 0,511 g de biomasa/mg de glucosa consumida, es

decir que por cada mg de glucosa consumida el microorganismo produce 0,511 g de
biomasa.

Cueva (2017), realizé la produccién de a-amilasas a partir de la fermentacion de
Aspergillus niger para su empleo en procesos de panificacion utilizando como sustrato
almidon de trigo, optimizd las condiciones de cultivo y obtuvo la mayor produccion
de biomasa a una velocidad especifica de crecimiento u = 0,011 A~1, un tiempo de

duplicacion t; = 61,23 h y un Y, ;s = 9,79 g de biomasa/g sustrato. Por lo tanto los

valores de u y t,; son similares a los reportados en esta investigacion.
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Ademas, se pudo observar que a medida que el tiempo de duplicacion es menor la

velocidad especifica de crecimiento es mayor.

El sustrato que se utilizd en el desarrollo de todos los experimentos fueron las cascaras
de la variedad superchola. Como se menciona en el apartado 3.2.2.3 se peso 50 mg de
la harina la cual contenia un 15,74% de almiddn, esta es una macromolécula que
consiste de dos polisacaridos: amilosa y amilopectina. La amilosa es un polimero lineal
de unidades de glucosa unidas por enlaces a (1-4) (Figura 12). Mientras que la
amilopectina es un polimero ramificado de unidades de glucosa unidas en un 94-96%
por enlaces a (1-4) y en un 4-6% con uniones a (1-6) (Figura 13). Dichas
ramificaciones se localizan aproximadamente cada 15-25 unidades de glucosa
(Hernandez, et al; 2008).
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Figura 12. Estructura de la molécula de amilosa
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Figura 13. Estructura de la molécula de amilopectina

Fuente: (Meneses, et al; 2007)
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Por lo tanto al representar el rendimiento obtenido en esta investigacion, en
g de biomasa/mg de sustrato consumido, se obtuvo un valor de Y., = 4,49.

Cueva (2013), obtuvo un rendimiento mucho mayor en comparacion al que se obtuvo
en el experimento, esto es debido a la elevada cantidad de vitaminas y nutrientes del

sustrato empleado.

4.2. Verificacion de la hipdtesis
Ho # 0 Se rechaza la hipétesis nula.

Ha = 0 Se acepta la hip6tesis alternativa y se concluye que si se podra obtener un medio
enriquecido en proteinas a partir de residuos de papa (Solanum tuberosum) por

fermentacion microbiana.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. Conclusiones

Se realiz6 la caracterizacion fisicoquimica de los residuos domésticos de papa
(Solanum tuberosum), obteniéndose valores de pH que oscilan en el rango de 5,78 a
6,04; una concentracion de proteinas de 4,72 hasta 5,47 mg/ml; el porcentaje de
humedad desde 5,54 hasta 6,21% Yy el porcentaje de almidon de 14,95 a 15,74%
observandose mediante un disefio completamente al azar que no existio diferencia

significativa en las tres variedades: superchola, chola y Unica.

Se caracteriz6 macroscopica y microscopicamente al Aspergillus niger, hongo aislado
a partir de sustratos organicos de limén, este hongo present6 vista frontal de color
marron y vista posterior de color amarillo, micelio tabicado, esporas de forma globular,

aspecto polvoriento y presencia de conidiéforos.

Se obtuvo un medio enriquecido en proteinas a partir de residuos de papa utilizando el
Aspergillus niger, con valores de concentracion de proteinas de 15,91 mg/ml y de
concentracion de biomasa de 0,79 g/ml, en el medio formulado con una humedad del

61% Yy sin incluir sales.

Se determinaron los parametros cinéticos del microorganismo en el medio optimizado,
obteniendo una velocidad especifica de crecimiento u = 0,016 h~1, un tiempo de
duplicacion t; = 43,08 h y un rendimiento Y, ,; = 4,49 g de biomasa/mg de sustrato

consumido.
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5.2. Recomendaciones
Realizar una caracterizacion genotipica del Aspergillus niger.

Para lograr obtener un buen crecimiento microbiano se recomienda que las cepas
conservadas en el laboratorio sean transferidas a nuevos medios de cultivo cada

3 meses.

Realizar una fermentacion microbiana donde se evalué la influencia de la velocidad de

agitacion sobre el crecimiento de la biomasa.
Realizar la cuantificacion de la concentracion de proteinas por el Método de Bradford.

Realizar un escalado del proceso fermentativo a nivel piloto e industrial para verificar

el crecimiento de la biomasa y el enriquecimiento proteico.

Administrar el producto enriquecido en proteinas a animales de rapido crecimiento.
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ANEXOS

Anexo 1. Aspergillus niger (Caracterizacion macroscopica)

Anexo 2. Aspergillus niger (Caracterizacion microscopica)

Anexo 3. Preparacién de los medios

38



Anexo 4. Inoculacion del microorganismo al medio

Anexo 6. Curva patrén de glucosa
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Anexo 7. Curva patrén de Albamina de suero bovino

Curva patron de Albumina de suero bovino
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Anexo 8. Muestras para realizar la curva de glucosa y albimina

Anexo 9. Andlisis de varianza del porcentaje de almidon

Fuente Suma de cuadrados | Gl | Cuadrado Medio Razéon-F | Valor-P
Entre grupos 1,00555 2 0,502775 0,28 0,7681
Intra grupos 9,03587 5 1,80717

Total 10,0414 7
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Anexo 10. Anélisis de varianza para la concentracion de proteinas

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
A:Humedad 56,4089 1 |56,4089 807,60 0,0000
B:Composicion del medio |0,48513 1 0,48513 6,95 0,0336
bloques 0,0440835 0,0220418 0,32 0,7392
Error total 0,488933 0,0698475
Total (corr.) 57,4271 11

Anexo 11. Analisis de varianza para la concentracion de biomasa
Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
A:Humedad 0,334334 0,334334 190,10 0,0000
bloques 0,00140867 0,000704333 0,40 0,6827
Error total 0,0140702 8 0,00175877
Total (corr.) 0,349813 11

Anexo 12. Valores obtenidos de la concentracién de biomasa

Concentracion de Ln Concentracion de
Tiempo (dias) biomasa (g/ml) biomasa (g/ml)
0 0,263 -1,336
2 0,571 -0,560
4 0,694 -0,365
6 0,735 -0,308
8 0,801 -0,222
10 0,668 -0,403
12 0,621 -0,476
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