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RESUMEN

En Venezuela, entre los desechos emanados en grandes volimenes, se encuentran los
producidos por la industria del cacao. De estos, tan sélo la cascarilla obtenida luego del tostado
y molienda de los granos de cacao, corresponde a 2270 ton/afio. Este residuo estd compuesto
principalmente por minerales y carbohidratos complejos representados por fibras
lignoceluloliticas, sin uso alguno. En este sentido, este trabajo tuvo como finalidad, la
bioconversién de la cascarilla de cacao por Aspergillus niger para la obtencidon de enzimas
xilanasas y biomasa microbiana para su posterior transformacion en quitosano. Para ello, en
primer lugar, se procedid a realizar la seleccién de un aislado de Aspergillus niger con alta
capacidad degradativa. Se empleé un disefio un disefio completamente aleatorizado en bloques
con 2 tratamientos, concentracién de sustrato (T,=30g/l,T,=2,5g/) a diferentes niveles
(0,12,24,48 horas). Se utilizaron 2 aislados, los cuales fueron aislados a partir de granos de
maiz (ANM-1) y girasol (ANG) y representaron los bloques. Las variables respuestas fueron la
actividad enzimatica de las xilanasa y proteina microbiana. Posteriormente, se procedié a
optimizar la produccién enzimatica de las xilanasas y la biomasa microbiana utilizando el
aislado seleccionado. Para ello, se empleo la metodologia de superficie de respuesta con la
aplicacion de un disefio factorial 2° fraccionado para estudiar el efecto de la concentracién de
sustrato (cascara de cacao) (X,), temperatura (X,), agitacién (X3), urea (X,), glucosa (Xs) y
residuos de papa (Xg). A partir de la biomasa microbiana obtenida en condiciones optimizadas
se procedi6 a extraer la quitina de las paredes celulares y posteriormente fue transformada en
quitosano, el cual se caracteriz6 de forma preliminar. Los resultados demostraron que la
actividad enzimatica xilanasa fue significativamente (p<0,05) superior en el aislado ANM-1. En
cuanto a la proteina, el analisis de varianza revel6 diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05), en cuanto a la biomasa microbiana producida para el aislado ANM-1 con respecto a la
obtenida por ANG. Se obtuvo un incremento de 9,46% de proteina durante la fermentacion. Por
su parte, el uso de 2,5 g/l de sustrato en el medio de cultivo (T,) resultdé altamente significativo
(p<0,01) en relacion al resultado obtenido con T;. El tiempo de fermentacién seleccionado fue
de 24 horas debido a que el maximo nivel de crecimiento se produjo en dicho tiempo. Por su
parte, el estudio de los factores para la optimizacién del proceso resultdé no significativo
obteniendo un R? de 0,331 y 0,041 para la actividad enzimatica de las xilanasas y la biomasa
microbiana respectivamente. Basado en estos resultados se procedio a disefiar y desarrollar un
nuevo ensayo, se consideraron la concentracion de sustrato y la agitacion como las variables
regresoras debido a que mostraron ser las mas influyentes. Realizado el estudio estadistico, se
mostré que hay diferencias significativas entre los tratamientos, y la regresion evidencio que el
modelo presenté un buen ajuste, con un factor deterministico (R? de 0,964 y 0,955 para la
produccién de biomasa microbiana y actividad enzimatica de las xilanasas, respectivamente.
Sin embargo, para las variables en estudio el punto critico fue un punto de silla. Por tal razén,
se procediod a realizar el analisis de Ridge. Los resultados revelaron que el valor mas elevado
de la biomasa microbiana dentro de los limites de la region estudiada fue de 26,58% de
proteina y 946,29 BXU/ml de actividad enzimatica de las xilanasa con una concentracién de
sustrato de 2,5g/l. Una vez obtenidas las condiciones 6ptimas de cultivo, se procedié a realizar
el cultivo en un fermentador de 4 litros. Se determind que el rendimiento de quitosano fue de
1,05%. Basado en las propiedades fisicoquimicas del quitosano obtenido el cual presenté un
alto grado de desacetilacion (86,64%), bajo contenido de cenizas (1,06%) y bajo contenido de
materia insoluble (3,5%), algunos autores proponen su uso en la industria de alimentos,
tratamientos de aguas, industria farmacéutica, entre otros. Por su parte, es necesario en
investigaciones posteriores, la purificacion y estudio de las propiedades de las enzimas
xilanasas obtenidas.

Palabras claves: Aspergillus niger, quitosano, biotecnologia, enzimas xilanasas.
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SUMMARY

In Venezuela, the waste arising in large volumes, are produced by the cocoa industry. Of these,
only the husk obtained after roasting and grinding cocoa beans, it is up to 2270 ton / year. This
residue is composed mainly of minerals and complex carbohydrates represented by
lignocellulolytic fibers, without any use. In this sense, this work was aimed, the bioconversion of
cocoa husk by Aspergillus niger for the production of xylanase enzymes and microbial biomass
for subsequent transformation into chitosan. To do this, first, we proceeded to perform the
selection of an Aspergillus niger degradative high capacity. Experimental design was a
completely randomized block with 2 treatments, substrate concentration (TL=30g /1, T2 =25
g/l) at different levels (0,12,24,48 hours). Two isolates were used, which were isolated from corn
(ANM-1) and sunflower (ANG) and represented the blocks. The response variables were the
enzymatic activity of the xylanase and microbial protein. Then, we proceeded to optimize the
enzymatic production of xylanase and microbial biomass using selected isolated. For this, use
the response surface methodology to the implementation of 26 fractional factorial design to
study the effect of substrate concentration (cocoa shell) (X1), temperature (X2), agitation (X3),
urea ( X4), glucose (X5) and potato waste (X6). From the microbial biomass obtained under
optimized conditions proceeded to remove the cell wall chitin and was subsequently transformed
into chitosan, which was characterized in a preliminary way. The results showed that the
xylanase enzyme activity was significantly (p <0,05) higher in the isolated ANM-1. As for the
protein, analysis of variance revealed statistically significant differences (p <0,05), as to the
microbial biomass produced for ANM-1 isolated with respect to that obtained by ANG. There
was an increase of 9,46% protein during fermentation. Meanwhile, use of 2,5 g / | of substrate in
the culture medium (T2) was highly significant (p <0,01) in relation to the result obtained with T1.
The fermentation time of 24 hours was chosen because the maximum level of growth occurred
at such time. For its part, the study of factors for optimization of process was not getting a
significant R? 0,331 and 0,041 for the xylanase enzyme activity and microbial biomass
respectively. Based on these results we proceeded to design and develop a new trial, we
considered the substrate concentration and agitation as regressor variables because they
proved to be the most influential. Performed the statistical study showed that there are
significant differences between treatments, and regression showed that the model showed a
good fit, with a deterministic factor (R? of 0,964 and 0,955 for the production of microbial
biomass and enzymatic activity of the xylanases , respectively. However, for endpoints of the
critical point was a saddle point. For this reason, we proceeded to perform the analysis Ridge.
The results revealed that the highest value of the microbial biomass within the region studied
was 26,58% protein and 946,29 BXU / ml xylanase enzymatic activity with a substrate
concentration of 2,5 g/l. Having obtained the optimal culture conditions, we proceeded to carry
out the cultivation in a fermentor of 4 liters. It was determined that the performance of chitosan
was 1.05%. Based on the physicochemical properties of chitosan obtained which showed a high
degree of deacetylation (86,64%), low ash (1,06%) and low content of insoluble matter (3,5%),
some authors propose their use in the food industry, water treatment, pharmaceuticals, among
others. Meanwhile, further research is necessary, purification and study of the properties of
xylanase enzyme obtained.

Keywords: Aspergillus niger, chitosan, biotechnolog y, enzymes, xylanases
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A.- INTRODUCCION

El rapido crecimiento de la industria alimenticia, representa sin duda alguna, uno de los
grandes avances de la humanidad. Esto ha traido como consecuencia, que durante el
procesamiento industrial de alimentos se generen grandes volimenes de desechos
organicos e inorganicos. La disposicion final de estos residuos constituye un problema

que afecta el medio ambiente en todas las regiones del mundo (Diorio et al., 2003).

Entre los desechos emanados en grandes volimenes, se encuentran los desechos
producidos por la industria del cacao. Expertos en la fabricacion de productos a base de
cacao, han determinado que el rendimiento de 100 Kg de granos de cacao es alrededor
del 85%, el resto es considerado desecho. De estos, tan soélo la cascarilla de cacao
corresponde al 12%. Esto indica que el procesamiento de cacao del pais genera un
promedio de 2.270 ton/afio de cascarillas (Murillo, 2008). Este desecho esta
compuesto principalmente por minerales y carbohidratos complejos representados por
fibras ricas en compuestos lignoceluloliticos (celulosa, hemicelulosa y lignina) (Yegres

et al., 2001).

Ante esta situacion, las industrias han impulsado el desarrollo de investigaciones para
aumentar el valor comercial del residuo de la produccion de cacao debido a su caracter
biodegradable, a través de la utilizacion de técnicas quimicas y fisicas que permitan
degradar este tipo de residuos en azUcares simples. Sin embargo, este tipo de

tratamiento ha resultado ambientalmente agresivo y de altos costos (Bertsch et al.,
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2010). Por su parte, la biotecnologia moderna ha permitido la bioconversion de los
residuos agroindustriales ricos en lignocelulosa mediante el uso de microorganismos

especializados.

En este sentido, desde hace muchos afios se han aislados microorganismos
(Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Rhizophus spp. Trichoderma spp.), con
capacidad de excretar enzimas lignoceluloliticas. En este sentido, las enzimas xilanasas
son capaces de hidrolizar los enlaces glicosidicos 3-1,4 de los xilanos componente
principal de la fibra dietética. Estas son capaces de hidrolizar las fracciones complejas
liberando azlcares fermentables, generando compuestos o metabolitos diferentes al
sustrato tales como etanol, acidos, antibioticos, enzimas Yy el quitosano, entre otros
(Monsalve et al., 2006). En la actualidad, se ha considerado la posibilidad de la
produccién industrial de quitosano a partir de la biomasa microbiana descartada en los
procesos de obtencion principalmente del acido citrico de las diferentes industrias
biotecnoldogicas o la produccién de biomasa microbiana a partir de los diferentes

residuos lignoceluloliticos y su utilizacion con este fin (Adamek et al., 2001).

El quitosano es un copolimero de la N-acetil-D glucosamina y D-glucosamina unidas por
enlaces glucosidicos. En la actualidad, este producto ha tomado gran interés debido a
su amplia gama de aplicaciones, por ejemplo, en la industria de cosméticos, productos
farmacéuticos, aditivos alimentarios, agricultura, tratamiento de agua, entre otros (Nwe

y Stevens, 2002).
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El quitosano es producido comercialmente por la desacetilacion de la quitina obtenida
de la concha de mariscos, residuos de camarones y cangrejos y el procesamiento de la
langosta con bases fuertes a altas temperaturas por largos periodos de tiempo. Sin
embargo, existe una gran problemética para la produccién de este metabolito debido a
la oferta estacional de las materias primas y los altos costos ambientales asociados con
el procesamiento quimico para la conversion de la quitina a quitosano. En este sentido,
los avances recientes en tecnologia de fermentacién sugieren que muchos de estos
problemas se pueden superar mediante la produccion de biomasa microbiana a partir
de cultivos de hongos (Penicillium citrinum, Fusarium oxysporum, Rhizopus oryzae y
Aspergillus niger) los cuales presentan en sus paredes celulares quitina la cual

posteriormente puede ser transformada en quitosano (Khalaf, 2004).

La utilizacion en procesos biotecnoldgicos de la cascarilla de cacao para la obtencion
de quitosano no es reportado en la literatura. De alli que sea necesario la definicion del
proceso en si, lo cual contempla el estudio de la composicién del sustrato, la eleccién
del microorganismo adecuado y los parametros de fermentacion. Por esta razon el
presente trabajo tiene como objetivo la optimizacion de las condiciones de
bioconversién de la cascarilla de cacao por Aspergillus niger para la obtencion de
xilanasas y de biomasa microbiana para su posterior transformacion en quitosano

fungico.



B.- OBJETIVOS

General

Bioconversién de la cascarilla de cacao por Aspergillus niger y su transformacion

en quitosano

Especificos

Evaluar aislados de Aspergillus niger (ANM-1 y ANG) segun su capacidad

enzimatica y de crecimiento en cultivos de cascarilla de cacao.

Establecer las condiciones de fermentacion Optimas para la bioconversion de la
cascarilla de cacao por Aspergillus niger para la obtencion de biomasa

microbiana y actividad de las xilanasas.

Obtener quitosano a partir de la quitina obtenida por la bioconversion de la
cascarilla de cacao por Aspergillus niger en condiciones controladas de cultivo

(fermentador).

Caracterizar en forma preliminar las propiedades fisicoquimicas del quitosano
producido a partir de la quitina obtenida por la bioconversién de la cascarilla de

cacao por Aspergillus niger.



C.- MARCO TEORICO

1.- GENERACION DE DESECHOS EN VENEZUELA

El crecimiento de grandes areas metropolitanas, en donde se concentra una gran
cantidad de poblacion genera amplios volumenes de residuos sélidos en espacios
relativamente pequefos. Los grandes cambios de patrones de consumo, en especial, el
uso de productos de caracter desechables constituye otras de las causas del
incremento per-capita de residuos solidos a nivel nacional. Para el afio 2007, se
recolectaron 25.296,84 toneladas por dia de desechos solidos, con una tasa de
generacion per-cépita de 0,934 Kg/hab/dia. Para este afio, las entidades federales que
generaron mayor cantidad de desechos sélidos fueron: Zulia, Miranda, Carabobo,

Tachira y Aragua (Figura 1) (Instituto Nacional de Estadistica, 2009).

Por su parte, el rapido crecimiento de la industria de alimentos, representa sin duda
alguna, uno de los grandes avances de la humanidad. Esto ha traido como
consecuencia, que durante el procesamiento industrial de alimentos se generen
grandes volumenes de desechos organicos e inorganicos. La disposicion final de estos
residuos constituye un problema que afecta el medio ambiente en todas las regiones
del mundo, donde la enorme cantidad de desechos genera inconvenientes de dificil
solucion. La generacidn de estos residuos, en conjunto con una inadecuada gestion en
el manejo, recoleccion, transferencia y disposicion final de los desechos deriva grandes

efectos ambientales negativos (Diorio et al., 2003).
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Figura 1. Total de desechos solidos recolectados en diferentes entidades
federales de Venezuela para el afio 2007

Fuente: Instituto de Estadistica, (2009)

La variedad y cantidad de los desechos de la industria de alimentos depende de la
actividad, materias primas que utilizan, productos que elaboran, deficiencia del servicio
de recoleccion, grado de control de las diferentes operaciones del proceso, tiempo de

existencia, tamafio y el numero de trabajadores de la industria (Gutiérrez et al., 1996).

En Venezuela, las industrias que representan mayores problemas son las
pertenecientes al ramo carnico, lacteo, chocolate, bebidas y especialidades
alimenticias, donde un porcentaje mayor al 30% descarga residuos de tipo liquido,
sélido o gaseoso sin control alguno (Sanchez et al., 2009).

Entre los desechos emanados en grandes volumenes, se encuentran los desechos

producidos por la industria del cacao. En Venezuela para el afio 2008, se generaron

6
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2.836,6 toneladas de desechos sélidos durante el procesamiento de cacao, los cuales
ocasionaron innumerables inconvenientes de dificil solucién, debido a que no recibieron
tratamiento y se convirtieron en focos de contaminacion y enfermedades (Diorio et al.,

2003).

2.- RESIDUOS GENERADOS DURANTE LA TRANSFORMACION INDUSTRIAL DEL

CACAO

Los establecimientos pertenecientes a las ramas carnica, pesquera, lactea, azucarera,
cacao, chocolate, café, bebidas, procesamiento de frutas y legumbres estan
caracterizadas por un alto consumo de agua, tanto en la etapa de produccion como en
el lavado de equipos, la cual es considerada agresiva en mayor o menor grado en
cuanto a su contenido de carga organica (Sanchez et al., 2009; Gutiérrez et al., 1996).
De alli el control existente en los paises como Chile, Espafia, El Salvador, entre otros,
sobre el agua residual proveniente de las empresas de procesamiento de cacao, la cual
requiere cumplir valores maximos permisibles de sélidos solubles (300 mg/L), DBOs 2
(300 mg/L), DQO (400mg/L), la cantidad de fosforo (10-15 mg/L), nitrgeno amoniacal
(80 mg/L) y el poder espumante (7 mM) para poder ser vertido en el alcantarillado

(Norma Salvadorefia NS0O.13.49.01.09).

Asi mismo, la actividad industrial de las fabricas de chocolate y torrefactoras (industrias
procesadoras de café tostado y molidos) se caracterizan por el desprendimiento de

gases al ambiente, que si bien, en un principio pueden ser agradables con el tiempo
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degeneran en olores desagradables y molestos. Estos olores que consisten en
sustancias volatiles originadas durante el tostado y de esta manera se forman y
desprenden estéres de acido clorogénico, derivados del furfural, otras sustancias
aromaticas, sustancias volatiles de alquitran. Estos compuestos dan lugar a la
produccién de un humo muy denso, oloroso y azul palido. El uso de chimeneas altas
para diluir contaminantes atmosféricos generados en una industria, constituyen un
elemento esencial en el tratamiento de emisiones gaseosas en la industria de alimentos

(Gutiérrez et al., 1996).

Por otra parte, Delfin y Duran (2003) indican que entre los desechos solidos generados
durante el procesamiento de cacao cerca del 30%, son materiales celuloliticos o
lignoceluloliticos. Estos son materiales que no solo son dificiles de degradar, sino que
ademas, su estructura reticular tridimensional de anillos aromaticos enlazados por
atomos de oxigeno, obstaculiza el acceso de las enzimas hidroliticas hacia las fibrillas

celuldsicas.

Sin embargo, estos desechos son considerados potencialmente biodegradables. Por
residuo biodegradable se entiende todos aquellos que en condiciones de vertido,
pueden descomponerse de forma aerobia o anaerobia, tales como residuos de
alimentos y de jardin, el papel y el cartén. Es importante no afadir estos desechos a los
vertederos, para evitar los impactos negativos que provoca en el medio ambiente, los
cuales podrian generar consecuencias ecologicas. Es por ello que son promovidas a

nivel mundial, las acciones para valorizar estos residuos los cuales poseen un alto
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potencial de reciclaje y un posible uso beneficioso en la agricultura o en la mejora de

suelos (Diorio et al., 2003).

Ante esta situacion, las industrias han impulsado el desarrollo de investigaciones para
aumentar el valor comercial de la produccibn de cacao debido a su caracter
biodegradable, a través de la reincorporacion de los diferentes desechos a procesos
industriales (Murillo, 2008). Segun datos de la FAO (2010), la produccién nacional de
cacao ha presentado un crecimiento durante los Ultimos afios, para el afio 2008, estuvo

alrededor de 18.911 toneladas (Figura 2).
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Figura 2 . Produccion de cacao en grano en Venezuela (1963 -2008).

Fuente: FAO, (2010).
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Expertos en la fabricaciéon de productos a base de cacao, han determinado que el
rendimiento de 100 Kg de granos de cacao es alrededor del 85%, el resto (15%) es
considerado desecho. De estos, tan solo la cascarilla de cacao corresponde el 12%.
Esto indica que el procesamiento de cacao del pais genera un promedio de 2.270
ton/afio de cascarillas, lo que implicaria 150 kg de desechos generados por cada
tonelada de cacao procesado (Murillo, 2008). Este desecho es obtenido durante la
transformacion industrial del grano de cacao fermentado y seco, durante las

operaciones de molienda y refinado para la obtencion de licor de cacao (Figura 3).

Grano de cacao seco y
fermentado

I Refinado

N N
Alcalinizacion y Mezclado
prensado Molido
|
v v J
I Torta de cacao | I Manteca de cacao | I Chocolate Liquido
\|/ \L 7 l N2
I Molienda | I Prensado I I Almacenamiento | Mezclado
\J/ \’/ Envasado
e v
I Pulverizacion | Producto \L

I Aceite de cacao I

A
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Semi elaborado
" Producto

| terminado

l

’) CONSUMIDOR

Industrias de confiterias y dulces

I Cacao en Polvo I I

I Envasado |

Industrias
Farmacéutica

Figura 3. Esquema tecnolégico de la transformacion industrial — del cacao.

Fuente: El autor.
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2.1.- CASCARILLA DE CACAO

La semilla de cacao esta recubierta por una pulpa mucilaginosa de color blanco, sabor
azucarado y acido. Al eliminar el mucilago o pulpa aparece una envoltura delgada de
color rosado que constituye el tegumento o cascarilla de la semilla (Figura 4). Las
dimensiones son variables, oscilando el largo entre veinte (20) y treinta (30) mm, el
ancho entre diez (10) y diecisiete (17) mm, y el espesor entre siete (7) y doce (12) mm.
La forma también es variable y puede ser triangular, ovoide, alargada, redondeada,
aplanada, dependiendo de las condiciones ambientales y del nimero de semillas por

fruto (Quintero y Cartay, 2000).

| Mucilago

Cascara de
la mazorca

> Semilla o

Mazorca — almendra

(Baya)
Cascarilla

del grano

Semillas o
almendras

Mucilago

Figura 4 . Fruto del cacao ( Teobroma cacao ).
Fuente: Gonzélez, (2007).
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La cascarilla de cacao estd compuesta principalmente por proteinas, minerales y
carbohidratos complejos representados por fibras ricas en compuestos lignoceluloliticos
(Cuadro 1) (Yegres et al., 2001). Estos ultimos contienen celulosa, hemicelulosa y
lignina, polimeros dificiles de atacar por accion enzimética, debido a la ausencia de
cadenas laterales que permiten a las moléculas acercarse unas a otras para formar

estructuras rigidas (Figura 5) (Marquez et al., 2007).

Cuadro 1. Composicion quimica de la cascarillade caca o

COMPOSICION CONTENIDO (%)
Base seca

Humedad 4,60
Fibra dietética total 43,50

Celulosa 19,50

Hemicelulosa 11,80

Acido Galacturénico 12,20
Lignina Klason 13,70
Proteina bruta 14,90
Lipidos 2,20
Sales minerales 13,50
Azucares reductores 0,80
Almidon 1,10
Compuestos polifendlicos 0,70
Taninos 0,17
Teobromina 1,10
Cafeina 0,11
Acido fitico 1,00

Fuente: Casanovas, 1997.
12
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La celulosa es un polimero de D-glucosa unida por enlaces glucosidicos B-1,4 que se
estructuran en largas cadenas lineales (microfibrillas) unidas por puentes de hidrégeno
y fuerzas de Van der Waals intramoleculares, formando una estructura cristalina
resistente a la hidrolisis y regiones amorfas susceptibles a la degradacién (Figura 5). La
hemicelulosa es un polimero complejo de heteropolisacaridos formado por pentosas (D-
xilosa y L-arabinosa) y hexosas (D-glucosa, D-manosa y D-galactosa) que forman
cadenas ramificadas y los &cidos 4-O-metilglucurdnico,D-galacturénico y D-glucurdnico,
en los que los azlcares estan unidos por enlaces B-1,4 y ocasionalmente por enlaces [3-
1,3. Mientras que la lignina es un heteropolimero amorfo, tridimensional y ramificado
formado por alcoholes aromaticos que da soporte estructural, rigidez, impermeabilidad y
proteccién a los polisacaridos estructurales (celulosa y hemicelulosa) y es altamente

resistente a la degradacion quimica y biologica (Figura 5) (Cuervo et al., 2009).

Estas estructuras complejas, hacen que estos compuestos permanezcan por afios sin
alteracion en los lugares de disposicidn final, generando un impacto negativo en el
medio ambiente. Por esta razon, se hace necesario buscar alternativas de utilizaciéon de
estos residuos potencialmente biodegradables, aumentando asi el valor comercial del

rubro (Delfin y Duran, 2003).
3.- ALTERNATIVAS PARA EL USO DE LA CASCARILLA DE CACAO

Actualmente, se llevan a cabo gran cantidad de estudios para la reincorporacion de la

cascarilla de cacao en los diferentes segmentos industriales tales como la industria

13



CH,OH CH,OH OH CH,OH
(a) H O, OH H ° 0 HoooH .
H aH H
on — -0 OH H H o OH H
H H
oH H 0
oH CH_OH
H  OH
H OH H OH
b
() oH HA\H oH HA\H
H H o—
H 0 H 0
H H
I
O— b

\
H-_C

~
N oo GTH CH;
(c) ™ u H gt
| OH AT L e 1
O~c—C OCH,
. on K 5
0 o—F~n
H H 9]
OCH, /

HO—
S C\C“-H
¢l CH; H 'H

O~y

Figura 5. Estructura quimica de la celulosa (a), h emicelulosa (b), (c) lignina

Fuente: Marquez et al., (2007).

14



E

agricola, farmacéutica, alimenticia, biotecnoldgica, entre otras. En este sentido,
Olubamiwa et al., (2000), utilizé la cascarilla de cacao como reemplazo del maiz en
proporciones de 5, 10, 15 y 20% en las raciones de las ponedoras. La produccién de
huevos, el peso de los huevos y la conversion de alimento fueron significativamente
mejores con la incorporacién de la cascarilla. Sin embargo, debido al alto contenido de
factores antinutricionales su inclusion en las dietas para animales esta limitado a un

10% de incorporacién en piensos para animales monogastricos.

Por otra parte, Ismail y Yee (2006), estudiaron los efectos de la incorporacion de la
cascarilla de cacao, como agente antioxidante en la oxidacion de lipidos de carnes de
vacuno almacenadas a 4°C por 14 dias. Este tipo de oxidacion lipidica es una de las
mayores causas de disminucion de vida util de este tipo de producto. Actualmente, son
utilizados conservantes sintéticos como el BHT y BHA los cuales previenen la oxidacion
de varios alimentos. El producto obtenido con la cascarilla de cacao present6 las
mismas propiedades que los comerciales a nivel estadistico. La capacidad antioxidante
de los componentes polifendlicos presentes en la cascarilla de cacao tiene un gran

potencial en la reduccioén de la oxidacion lipidica de carnes congeladas.

Por su parte, Moulay (2007), registré una patente en la cual describe el proceso de
obtencion de un extracto soluble de cacao rico en fibra dietética a partir de cascarilla de
cacao. La aplicacion de este producto es recomendable con proteinas, en bebidas
lacteas, estabilizantes para bebidas de cacao, agentes para coberturas con un amplio

rango de aplicaciones, reductoras del envejecimiento del almidon en alimentos y

15
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extensoras de la vida util de alimentos y bebidas. Asi mismo, Keen et al, (2005),
desarroll6 una investigacion utilizando un extracto de la cascarilla de cacao y estudiaron
su efecto en la flora intestinal, los resultados indicaron que la fibra de cascarilla y su
extracto podria mejorar la microflora intestinal y las condiciones ambientales en el

intestino. La cascarilla de cacao es util como un recurso de fibra dietética nueva.

Recientemente, en la industria farmacéutica, un extracto alcalino de la cascarilla del
cacao fue examinado por su posible actividad anti-VIH. Se ha demostrado que este
extracto inhibe efectos citopatogénicos de VIH en cultivos celulares. La actividad anti-
VIH fue atribuida a la interferencia con la absorcion viral, mas que a la inhibicion de la
replicacion viral después de la adsorcion. Se encontré que este extracto, inhibe muy
fuerte la replicacion de VIH y la formacion de sincitios entre las células VIH-infectadas y
las células no infectadas de la linea linfoblastoide T, Molt-4. Sin embargo, el estudio de
la actividad antiviral de extractos de cacao no se ha realizado en profundidad, y sus

ingredientes activos permanecen sin ser investigados (Kalvatchev et al., 1998).

Los usos reportados de los desechos del procesamiento del cacao son limitados, las
cantidades sobrantes son considerables, lo que se traduce en una disminucion de la
problemética ambiental pero no en su eliminacion. En adicion, por su composicion rica
en lignocelulosa, la cascarilla de cacao, pueden desdoblarse en azucares simples
mediante métodos quimicos tradicionales con acidos, bases y tratamientos caldricos.
Sin embargo, un aporte hacia la disminucion de la acumulacién de estos residuos, ha

sido su reutilizacién por via biotecnologica, tomando en cuenta que los tratamientos

16
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convencionales algunas veces resultan ambientalmente agresivos (Bertsch et al.,

2010).

4.- METODOS BIOTECNOLOGICOS PARA LA UTILIZACION DE SUSTRATOS

LIGNOCELULOLITICOS

La biotecnologia es definida como la aplicacion controlada y deliberada de agentes
biolégicos sencillos (microorganismos, o0 componentes celulares), en operaciones
técnicamente beneficiosas, tanto de fabricacion de productos como de servicios (Vega
et al., 2002). Segun Carrera (2003), el objetivo general de los procesos biotecnoldgicos
es la utilizacidén de sistemas bioldgicos, organismos vivos o derivados para la creacion,

produccién o modificacion de productos o procesos con usos especificos.

En la actualidad, numerosos investigadores han centrado sus estudios en la utilizacién
de los desechos lignoceluloliticos de los diferentes segmentos de la industria, como
sustratos potencialmente biodegradables y de bajo costo, para la obtencion de
bioproductos Utiles desde el punto de vista econdmico, nutricional, industrial y
ambiental. En el Cuadro 2 se muestra el volumen de produccién de ciertos productos
biotecnologicos en los que se pueden citar el etanol, la proteina, el acido citrico, las

enzimas, entre otros.

Un esquema general de un proceso biotecnolégico se muestra en la Figura 6. El punto

central de este proceso es la fermentacion. En esta etapa de operacion se utilizan
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catalizadores bioldgicos (microorganismos) para la produccion de sustancias de interés
tales como alimentos, agentes terapéuticos, enzimas, etc. (Cuadro 2). De la misma
forma es utilizado, un sustrato o medio de cultivo como fuente de carbono y energia

para el desarrollo microbiano (Negrin et al., 2007).

Cuadro 2. Produccion mundial aproximada de algunos productos biotecnoldgicos

Producto Toneladas por afio
Etanol 5 x10°
Aminoécidos 5x 10°
Acido citrico 5x 10°
Levadura de panificacion 5x 10°
Proteina Unicelular 5 x 10°
Antibidticos 5x 10*
Enzimas 5 x 10*

Fuente: Carrera, (2003).

Finalmente, es luego del proceso de fermentacion que el producto debe ser purificado y
ulteriormente procesado, lo cual requiere aplicar una serie de operaciones unitarias
referidas colectivamente como “downstream processing” (SP). Estas operaciones
comprenden todos los tratamientos que requiere el cultivo, para la obtencién del

producto en las condiciones de pureza y actividad deseadas (Negrin et al., 2007). La
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Figura 7, muestra algunos de estos métodos utilizados para la recuperacion del

producto tales como la filtracidn, centrifugacion, cromatografia, entre otros. La seleccién

del tipo de operacién va a depender de la pureza con la que se desee obtener

producto final.

Medio de cultivo
Coctores
(Microorganismo) q
Incluye una fuente
Fermentacion deg Cy Energia
v Factores fisicos
Fermentacion PH, temp, agitacion,
. viscosidad
\é l
A
Separacioén soélido-liquido  —
Recuperacién
y Ruptura celular
Purificacion
Separacion restos
»  Recuperaciony [
Concentracion —l
A 4 A
- . a
Acondicionamiento del gu

producto

Figura 6 . Esquema general de un proceso biotecnoldgico

Fuente: Negrin et al., (2007).

le
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SEPARACION Filtracian
SOLIDO- LIQUIIDO Centrifugacion
Métodos mecanicas
RUPTURA Permeabilizacdn
CELULAR Métodos quimicos 6
RECUPERACION biclogicos
DEL —
PRODUCTO Sikenehiny Filtracién
Utrafitracion,
precipitacan, destilacidn,
CONCENTRACION extraccion con solventes,
extraccdn por 2 fases
acuosas, et
Adsorcion, Crom. de
PRETRATAMIENTOO | | Intercambio, Precipitacn,
ACONDICIONAMIENTE Crom. de Afinidad
PURIFICACION
DEL — Crom. de Intercambio, Crom.
FROCUCTD | ALTA RESOLUCTON ii de Afinidad, Crom. de
Ligandos, Cristalizacion

| TERMINACION i—| Fitracién por geles, HPLC, |

Figura 7. Métodos usados en los procesos de  recuperacion y purificacion de
productos obtenidos por biotecnologia

Fuente: Negrin et al., (2007).

En la Figura 8, se pueden observar las 2 vias tecnoldgicas para la utilizacion de
sustratos ricos en lignocelulosa. Tradicionalmente, este tipo de sustrato ha sido
sometido a tratamientos quimicos muy agresivos para la obtencion de azlcares
fermentables. Esto ha tenido un gran impacto negativo en la preservacion del ambiente,
asi como también ha generado altos costos dentro de los procesos industriales. Por su
parte, la biotecnologia moderna ha permitido la bioconversion de los residuos
agroindustriales ricos en lignocelulosa mediante el uso microorganismos capaces de

excretar las enzimas lignoceluloliticas y obtener azucares fermentables los cuales
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posteriormente han sido utilizados en procesos de fermentacion para la produccion de
insumos de interés industrial tales como el quitosano, enzimas, proteina microbiana,
antibioticos, alcohol, entre otros (Figura 8). Ademas del interés economico que ello
supone para la produccion de insumos de mayor valor agregado, la utilizacion de
subproductos agroindustriales tiene incidencias en la preservacion de la calidad del
medio ambiente al considerar el desarrollo de tecnologias "limpias" orientadas hacia

una transformacion sustentable de los recursos naturales (Coello et al., 2003).

4‘ Lignocelulosa !

‘ Fermentacién ‘ ‘ Sin tratamiento ‘ ‘ Pre-tratamiento ‘

!

‘ Alimentacién

animal

Proteina Enzimas ‘ Sacarificacion ‘

unicelular lignoceluloliticas

Quitosano l

Glucosa Xilosa

Nutricion
humanay
animal

Fermentacion |<——

\ Xilitol \ \ Furfural \

{

l

L

|

l

Proteina
microbiana

‘ Alcohol ‘ ‘ Enzimas ‘

Polisacaridos
microbianos

Quimicos
finos

Antibiéticos

Figura 8. Productos obtenidos a partir de sustratos ricos en lignocelulosa .

Fuente: Howard et al., 2003.
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Sin duda alguna, estos residuos lignoceluloliticos constituyen materias primas de bajo
costo y facil adquisicién que pueden ser utilizados como sustratos fermentables en la
preparacion de medios de uso microbioldgico, lo cual ha constituido uno de los retos

mas interesantes de la biotecnologia actual (Coello et al, 2003).

4.1.- PROCESO DE FERMENTACION A PARTIR DE SUSTRATOS

LIGNOCELULOLITICOS

Es importante resaltar, que la economia, eficiencia y éxito de los procesos
biotecnologicos depende en gran medida de la correcta seleccidn del sustrato y el
microorganismo a utilizar. Durante afios, muchos investigadores han evaluado una
amplia gama de sustratos lignoceluloliticos en este tipo de procesos.
Sin embargo, la utilizacion de sustratos cuyos reportes en la literatura es escasa tal
como es el caso de la cascarilla de cacao, se hace necesario definir cuales son los
factores que afectan el proceso biotecnoldgico. Este conlleva a la realizacion del
estudio de la composicion del sustrato, del microorganismo a utilizar, establecer las
condiciones de cultivo, para asi obtener un optimo rendimiento de los metabolitos de
interes.

4.1.1.- MICROORGANISMOS CAPACES DE DEGRADAR SUSTRATOS

LIGNOCELULOLITICOS

En los procesos biotecnologicos a partir de desechos ricos en compuestos

lignoceluloliticos, se requiere de microorganismos capaces de degradar ese tipo de
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sustratos. Desde hace muchos afios se han aislado microorganismos (Trametes sp.,
Pleurotus ostreatus, Aspergillus niger, Aspergillus ficuum, Phanerochaete
chrysosporium, Bjerkandera adusta, Rhizopus oligosporus), con capacidad de excretar
enzimas lignoceluloliticas las cuales son capaces de hidrolizar la celulosa, hemicelulosa

y lignina, liberando azucares (Nigam y Singh, 1995).
4.1.1.1.- Aspergillus niger

Entre los microorganismos con actividad lignocelulolitica reportados se encuentra al ya
mencionado hongo filamentoso Aspergillus niger. Como sugiere su nombre es un hongo
negro, el cual pertenece a la Clase Deuteromycetes, Sub Clase hyphomicetes, Orden
Moniliales, Familia Moniliaceae genero Aspergillus y especie Aspergillus niger (Saez et
al., 2002). Es importante conocer las caracteristicas del grupo de Aspegillus niger para
su identificacion, las cuales son: cabezas conidiales de tonos negros a negro grisaceo,
son globosas, radiadas o divididas formando columnas de cadenas de conidios
irregulares o bien definidos. Los conidioforos son de color hialino a café tipicamente
lisos, vesiculas globosas. Los conidios son globosos (Figura 9) (Vega et al., 2002).
Algunas investigaciones han permitido conocer que en general A. niger se desarrolla en
un rango de pH entre 4 y 5,5 y temperatura Optima de crecimiento entre 35-38°C. El uso
de A. niger representa algunas ventajas como facilidades de manipulacién, sus
habilidades de fermentar una gran variedad de materias primas de bajo costo y producir

rendimientos elevados de bioproductos (Carrillo, 2003).
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Aspergillus niger es particularmente importante en la fabricacion de enzimas, acido
citrico y glucénico, que se encuentran en amplia aplicacion en la industria de alimentos,
dentro de las enzimas producidas por este microorganismo de interés industrial
tenemos las amilasas y glucoamilasa, celulasas, fitasas, proteasas, tanasas,
pectinasas, lactasas, gluco oxidasas, oxidorreductasas, lipasas, entre otras (Wainwright,

1992; Brown et al., 1989).

(@) (b)

Figura 9. Aspergillus niger. (a) Colonias en placa de petri con esporulacion.
(b) Hifas, conidioforos y cabezas conidiales

Fuente: Vega et al., (2002).

Es importante resaltar que expertos de la FAO / OMS han examinado y aceptado
reiteradamente preparados enzimaticos de A. niger incluido el propio organismo (FAO /
OMS 1972, 1978, 1981, 1987, 1990). La FDA en los Estados Unidos ha aceptado

numerosas enzimas de uso alimentario: a comienzos de 1960 la FDA realizé una carta
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de opinidon reconociendo que alfa amilasa, celulasa, amiloglucoamilasa, catalasa,
glucosa, oxisada, lipasa y pectinasa, producidas por A. niger en general pueden ser
consideradas como seguras (GRAS), bajo la condicion de cepas no patogénica y no

toxigénicas (Schuster et al., 2002).

Como ya se ha mencionado anteriormente, el éxito de los procesos biotecnolégicos
depende en gran medida del sustrato y el microorganismo a utilizar. Una vez
seleccionadas estas variables, es necesario estudiar los factores que afectan el proceso
de fermentacién para un optimo desarrollo del microorganismo y buen rendimiento del

producto.
4.1.2.- Factores que afectan el proc eso de fermentacion

Los factores vinculados con las condiciones de operacion y medio de cultivo son muy
importantes debido a que cada microorganismo exige condiciones especificas para su

crecimiento Optimo.
4.1.2.1.- Factores fisicos

El efecto de la temperatura sobre el crecimiento es complejo. Por un lado cada reacciéon
quimica individual, de todas las que conforman el metabolismo, es afectada por la
temperatura, por lo que un incremento de ésta resulta en una mayor velocidad de

reaccion (Ertola et al., 1994).

25



l—

Como regla general, los microorganismos psicroéfilos poseen temperatura 6ptima entre

10 y 20 °C, los mesofilos entre 30 y 40 °C y, finalmente, los termofilos entre 50 y 60 °C

(Figura 10).
£
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Figura 10. Intervalos de temperatura para el crecimiento de: 1, psicrofilos; 2,

mesdfilos; 3, termdfilos

Fuente: Scragg, 1996.

El pH tiene menos efecto sobre las actividades bioldgicas que la temperatura debido a
que la célula esta razonablemente bien adaptada para regular su concentracion interna
de iones de hidrogeno frente a las condiciones externas adversas, aunque la energia de
mantenimiento que se requiere para hacerlo resulta obviamente afectada. Ademas el
pH del medio externo probablemente tiene un efecto importante sobre la estructura y
permeabilidad de la membrana externa (Walker y Gingold, 1997). En la Figura 11 se

muestra una grafica tipica de velocidad de crecimiento de las células en relacién al pH.
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Los microorganismos pueden crecer en una variada gama de pH que va desde pH 2
para los acidofilos hasta pH 11 para alcaléfilos. Este es frecuentemente alrededor de

pH 7 para bacterias y pH 4-5 para hongos (Ertola et al., 1994).
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Figura 11 . Efecto del pH so bre la velocidad de crecimiento.

Fuente: Bu'Lock y Kristiansen, 1991.

Asi mismo, el crecimiento de un organismo aerobio en el cultivo sumergido requiere
oxigeno disuelto en el medio. El oxigeno debe ser aportado continuamente ya que es
escasamente soluble en una solucion acuosa (Bu’Lock y Kristiansen, 1991).

Segun Scragg (1996), la finalidad de la agitacién en un proceso de fermentacién es:
dispersar el aire en la solucion de nutrientes, obtener una temperatura y una
concentracion de nutriente en todo el recipiente, suspender los microorganismos y
nutrientes soélidos y dispersar cualquiera de los liquidos inmiscibles presentes. Asi

mismo, Walker y Gilgold (1997), sefialan que ademas de proporcionar oxigeno, la
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aireacion es también importante para limpiar el cultivo de productos metabdlicos

volatiles e indeseables.

En este sentido, Aspergillus niger es considerado un microorganismo mesofilos y
alcalofilo, su temperatura 6ptima de crecimiento es de 35 °C, pH entre 3,5y 5y se
requiere de agitacion para favorecer el crecimiento de dicho microorganismo

(Narasimha et al., 2005).

Como ya se menciond anteriormente, la preparacion de medios de cultivo también
constituye un factor muy importante para el desarrollo de procesos de fermentacion,
debido a que se debe suministrar los nutrientes necesarios para el optimo crecimiento

microbiano (Ertola et al., 1994).
4.1.2.2.- Factores quimicos

A pesar de la diversidad de requerimientos nutritivos para el crecimiento celular y la
formacion de productos oOptimos, hay algunos conceptos generales que son validos
para virtualmente todas las fermentaciones. Las células requieren: una fuente de
energia suficiente, concentracion adecuado de otros elementos y requerimientos
especificos (Scragg, 1996). La composicion promedio de bacterias, levaduras y hongos
se muestra en la Cuadro 3.

Resulta evidente, que el constituyente principal de los microorganismos es el carbono.

Se debe adicionar al medio una fuente de energia suficiente, la cual se debe basar en
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el rendimiento constante (gramos de células por gramo de sustrato usado) y el costo.
Adicionalmente, junto con la fuente de carbono, es vital una fuente de nitrégeno. En los
medios de laboratorio el nitrégeno es aportado en forma de sales de amonio o nitrato,
pero para los procesos industriales se usan otras fuentes, tales como la urea, harina de

pescado, proteinas hidrolizadas, entre otras. (Walker y Gilgold, 1997).

Cuadro 3. Composicion promedio de bacterias , levaduras y hongos

Componente (%) | Bacteria | Levadura | Hongos
Carbono 48 48 48
Nitrégeno 12,5 7,5 6
Proteina 55 40 32
Carbohidrato s 9 38 49
Lipido s 7 8 8
Acido s nucleicos 23 8 5

Cenizas 6 6

Fuente: Scragg, 1996.

Segun Brown et al., (1989), con el fin de obtener un medio complejo para una
fermentacion industrial se deben considerar: los requerimientos de nutrientes
especificos, la composicion exacta de los nutrientes industriales y las posibles
modificaciones durante el almacenamiento, las propiedades de los nutrientes en
términos de almacenaje y manejo y el costo de los nutrientes. Resulta evidente, que

con la utilizaciéon de desechos lignoceluloliticos, como por ejemplo, la cascarilla de
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cacao, es posible aportar una fuente de carbono de bajo costo. Sin embargo, este tipo
de sustrato el cual ha sido poco estudiado en cuanto a su composicién nutricional
disponible para los microorganismos, se hace imperioso estudiar la necesidad de
inclusion o no, de otros compuestos que permitan cumplir con los requerimientos

nutricionales vy fisiolégicos del microorganismo a utilizar en el proceso de fermentacion.

En este sentido, nUmeros investigadores han centrado sus estudios en la utilizacion de
diferentes fuentes de carbono y nitrégeno para el desarrollo éptimo de Aspergillus niger
(Cuadro 4). Lechurdi, (2006), desarrolld6 una investigacion para la obtencion de fitasa,
utilizando como medio de cultivo diferentes residuos de la agroindustria (Harina gruesa
de maiz, Afrechillo, torta de canola), estos residuos representaron una importante
fuente de carbono para el desarrollo del microorganismo. Sin embargo para la
obtencion maxima de estas enzimas fue necesario adicionar sulfato de amonio como
fuente de nitrégeno bajo condiciones de temperatura 25°C y pH 5,3. Asi mismo, Matute
(2010), utilizé afrechillo de trigo con la adicion de sulfato de magnesio, sulfato de
potasio, extracto de levadura y fosfato de potasio en el medio de cultivo utilizando A.
niger (ANM-1), logrando obtener en fermentacion solida un incremento de proteina en
un 53,4%. Por el contrario, Yegres et al., (2005), obtuvo pectinasas utilizando A. niger a
partir de la cascara de la mazorca de cacao. Realizaron la optimizacion del medio de
cultivo y los parametros fisicos. Los resultados indicaron que la adicion de urea y otras
fuentes de nitrégeno, reprimian la produccion de la enzima, por lo que concluyeron que
la mazorca de cacao contenia todos los nutrientes necesarios para el desarrollo 6ptimo

del microorganismo.
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Cuadro 4. Diversos sustratos lignoceluloliticos utilizados en procesos
biotecnologicos por  A. niger y sus condiciones de cultivo
SUSTRATO/CONDICIONES CONDICIONES
MICROORGANISMO . . REFERENCIA
QUIMICAS FISICAS
] Cascara de mazorca de cacao, | 30°C, pH 4,8, Yegres et al.,
Aspergillus sp. _
agua destilada 70% humedad 2005

Aislado de

Aspergillus ficuum

Harina gruesa de maiz,
Afrechillo, torta de canola,
sulfato de amonio, agua
destilada

25°C,pH 5,3

Lerchundi, 2006

Trametes sp.,

Pleurotus ostreatus y

Bagazo de cafia de azlcarr,

30-34°C, 80%

Marquez et al.,

) ) agua destilada humedad 2007
Aspergillus niger
5 aislados de Cascara de banano; KCI;
_ ] 35°C, pH 4,5, )
Aspergillus niger FeSO,; NaNOs; K,HPO,; % Rodriguez, 2008
rpm

MgSO, y agua destilada

Aislado de
}Aspergillus niger
(ANM-1)

Afrechillo de trigo; sulfato de
magnesio, sulfato de amonio,
fosfato de potasio, extracto de

levadura

85% humedad
37°C
7 dias

Matute, 2010

De igual forma Holker et al (2007), indica que altas concentraciones de azUcares
fermentables inhiben el crecimiento de A. niger experimentando cambios fisioldgicos,
que reducen la produccion de enzimas, mecanismo conocido como represion catabdlica

o retroregulacion.

Para el éxito de los procesos biotecnologicos es indiscutible, la necesidad de estudiar y

conocer las condiciones Optimas de temperatura, pH y agitaciéon del microorganismo a
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utilizar a partir del sustrato seleccionado. Asi como también, la composicion del sustrato

y la disponibilidad de los nutrientes para el desarrollo microbiano.

Los compuestos generados a partir de la hidrélisis de estos compuestos (celulosa,
hemicelulosa y lignina), pueden ser utilizados en procesos de fermentacion por algunos
microorganismos, obteniendo una amplia gama de productos tales como las enzimas, la

proteina unicelular, el quitosano, etanol, entre otros (Monsalve et al., 2006).

5.- PRODUCTOS OBTENIDOS BIOTECNOLOGICAMENTE A PARTIR DE LA

BIOCONVERSION DE SUSTRATOS LIGNOCELULOLITICOS
5.1.- ENZIMAS XILANASAS

Las enzimas son proteinas-polimeros de cadena larga, con aminoacidos sucesivamente
ligados unos a otros a través de enlaces peptidicos en una secuencia determinada
genéticamente que presentan actividad catalitica (Valeri, 2006). Actuan facilitando las
transformaciones quimicas; acelerando considerablemente las reacciones vy
disminuyendo la energia de activacion que muchas reacciones requieren (Birch et al.,

1981).

El tamafio del mercado de las enzimas es dificil de estimar, por razones de indole
comercial y debido a que en muchas ocasiones las enzimas son producidas y utilizadas

por la misma empresa. Sin embargo, estudios afirman que la produccion y utilizacién de
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enzimas crecera hasta el 2013 en un ritmo de 6,3% anual. Asi mismo, se estima que el
valor del mercado oscila entre 500 y 700 billones de délares anuales (Figura 12). El
crecimiento esta apoyado por la percepcion de que los productos quimicos pueden

reemplazarse, representando las enzimas una forma natural de mejorar la eficiencia y la

calidad (Freedonia, 2007).
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Figura 12 . Ingresos del mercado mundial de enzimas

Fuente: Cifras de las estimaciones de Freedonia (2007) y  Frost y Sullivan, (2005).

Sin duda alguna, los residuos lignoceluloliticos constituyen materias primas de bajo
costo y facil adquisiciébn que pueden ser utilizados como sustratos fermentables en la
preparacion de medios de uso microbioldgico, lo cual ha constituido uno de los retos
mas interesantes de la biotecnologia actual. Sin embargo, para su utilizaciéon se
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requieren microorganismos capaces de excretar enzimas capaces de degradar este tipo
de sustrato, dentro de este grupo de enzimas tenemos, las celulasas, hemicelulasas y

de las xilanasas (Coello et al, 2003).
5.1.1.- MECANISMO DE ACCION DE LAS ENZIMAS XILANASAS

El xilano es un polisacarido muy abundante en la naturaleza; el mas abundante
después de la celulosa. Forma parte de las hemicelulosas presentes en la matriz
amorfa de la pared celular secundaria de los tejidos lignificados de las plantas lefiosas,
aunque también se puede encontrar en la matriz de paredes primarias de células en
crecimiento y de semillas y bulbos, donde tiene funcion de reserva. Es la principal
hemicelulosa de las maderas duras (angiospermas), representando un 15 - 30% del
peso seco de la pared vegetal, y es menos abundante en el caso de las maderas

blandas (gimnospermas), donde representa un 7 - 12% del peso seco (Gallardo, 2007).

En este sentido, las enzimas xilanasas son capaces de hidrolizar los enlaces
glicosidicos 3-1,4 de los xilanos. La degradacion enzimatica de polisacaridos se puede
realizar mediante dos mecanismos: exo y endo. En el mecanismo exo, el polisacarido
es degradado por el retiro sucesivo de los azucares terminales de la cadena polimérica.
En el mecanismo del tipo endo la degradacion del polisacarido se produce de manera
aleatoria; en las primeras etapas, las moléculas de enzima unidas al sustrato causan
rupturas multiples en el polisacarido y producen fragmentos mas cortos, que serviran

como sustrato para la siguiente degradacién (Morales et al., 1999).
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Figura 13. Esquema general de la estructura de una molécula de xilano y sus

ramificaciones.

Fuente: Gallardo, 2007 .

La xilanasa (Figura 14) es una enzima clasificada como una hidrolasa que cataliza la

hidrdlisis de azUcares complejos a azucares simples, el modo de accion se muestra en

la Figura 15, donde la xilanasa reduce la longitud de las cadenas de polimeros de 3-

(1,4)-D-xilopiranosil resultando en fragmentos de azucares de cadena corta (xilosa)

(Miyadi, 2010).
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Nombre sistematico : 1,4-B-D-xylanohydrolasa
Nombre recomendado : endo-1,4-B-xylanase
Tipo : Hydrolasa

Sustrato : Xilano

Figura 14 . Molécula de xilanasa .

Fuente: Miyadi, 2010.
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Fuente: Gallardo, 2007.

36



E

Para la bioconversion de sustratos lignoceluloliticos, las condiciones para la produccion
de xilanasas por Aspergillus niger son relativamente simples, su temperatura optima es
de 35 °C, pH entre 3,5y 5, y se requiere de agitacion para favorecer dicha produccion
(Narasimha et al., 2005). Lo cual coincide con los planteado por Rodriguez, (2008),
donde para la 6ptima bioconversion de la cascara de banano utilizando las cepa de A.
niger (ANM-1 y ANG-1) su 6ptima temperatura fue de 35°C, pH 4,5y 90 rpm. Por su
parte, lkram et al., (2004), indican en su investigacion, que la maxima produccion de
xilanasa fue observada a una temperatura de incubacién de 30°C y pH 5, luego de un

periodo de 48 horas de fermentacion.

La produccion microbiana de estas enzimas estd sujeta a diferentes mecanismos de
regulacion. A partir de los estudios realizados tanto en hongos como bacterias se ha
propuesto un modelo general de regulacion controlado por dos mecanismos
principalmente. Por un lado, la induccion que se lleva a cabo por sus sustratos
naturales celulosa y xilano para las celulasas y xilanasas; respectivamente, y por otro la
represion por fuentes de carbono de bajo peso molecular como glucosa y celobiosa
para el caso de las celulasas, asi como xilosa, arabinosa o xilobiosa para las xilanasas

(Ponce y Pérez, 2002).
5.1.2.- USOS DE LAS ENZIMAS XILANASAS

En la actualidad existen disponible numerosos preparados enziméaticos comerciales de

grado alimenticio que contienen principalmente actividad xilanasa. Estos preparados

37



E

enzimaticos son obtenidos de microorganismos de origen fangico y bacteriano, que
principalmente provienen de los microorganismos Trichoderma sp., A. niger y Bacillus
subtillis (Bhat, 2000). Algunos de estos preparados enziméticos son: Crystalzyme PML-
MX de Valley Research Inc Biocellulase A de Quest Intl., Celluclast 1.5 L de Novo
Nordisk, Econase Ce-S de Enzyme Development Co., Cellulase AP30K de Amano
Enzyme, Stonenzyme Plus, Zymafilt L-300 y Macerex de Enmex S.A. de C.V., Novozym
342 de Novo Industries, Cellubrix L de Novo Nordisk y Cellulase de Bio-Cat Inc (Ovando

y Waliszewski, 2005).

En el laboratorio de Biotecnologia Agroindustrial (LBA) del Instituto de Quimica y
Tecnologia de la UCV, se estan desarrollando procesos biotecnologicos para elaborar
nuevos bioproductos a partir de residuos y subproductos agroindustriales, entre estos,
los aditivos multienziméticos producidos por Aspergillus niger ANM-1 destinados al
consumo animal (Dominguez, 2008). La evaluacién de la actividad de las xilanasas de
estos aditivos revelo a través del uso de la Metodologia de Superficie de respuesta que
las condiciones 6ptima de pH y temperatura es de 5,58 y 42,69 °C, respectivamente

(Miyadi, 2010).

La biotecnologia de las enzimas xilanasas empezd6 al principio de los afios 80, primero
en la alimentacion animal seguida por aplicaciones en la industria de alimentos.
Posteriormente estas enzimas empezaron a usarse en las industrias de lavanderia,
textil y de la pulpa y papel. En las ultimas dos décadas su uso se ha incrementado en
forma considerable y actualmente representan cerca del 20% del mercado mundial de

las enzimas (Ponce y Perez, 2002). La versatilidad de las enzimas permite que sean
38



E

aplicadas en una gran variedad de segmentos de la industria alimentaria: industria
panificacion, molineria, lactea, cerveceria, en procesos de fabricacion de gelatinas, en
la modificacion del almidon, fabricacion de jarabes, alcohol, jugos y vinos. Las enzimas
son especificas, es decir, hidrolizan y sintetizan un compuesto en particular (Valeri,

2006).

Dentro de la industria alimentaria, las xilanasas se usan para favorecer la extraccion y
filtracion de jugos de frutas o verduras para hidrolizar las paredes celulares de las frutas
0 vegetales; obteniendo una licuefaccion total, mejorando el rendimiento del zumo y la
extraccion del color; ademas se evita el enturbiamiento de los concentrados de zumo de

fruta, filtracion de mosto y la extraccion de aceites comestibles (Ponce y Perez, 2002).

Asi mismo, el uso de algunos preparados con actividad de xilanasas en el proceso de
extraccion ha tenido un efecto positivo sobre el rendimiento de la extraccion del aceite.
Freitas et al., (1993), sefial6 que el rendimiento en la extraccion del aceite de aguacate
mejora en un 30 % mayor, después de someter la pulpa de aguacate a un proceso de
extraccion acuosa enzimatica con los preparados comerciales Ultra-SP-L y Olivex,

comparado con el proceso de extraccion térmico tradicional.

Actualmente, la principal aplicacion industrial de las xilanasas se da en la industria
papelera. En ella, el tratamiento con xilanasas de la pasta de papel, previo al blanqueo
quimico, comporta importantes beneficios econdmicos y ventajas medioambientales.

Por su parte, en la industria de panificacion, las enzimas xilanasas han sido muy
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utilizadas debido a que producen modificaciones en la estructura de los pentosanos,
obteniendo una disminucién en la capacidad de absorber agua de los pentosanos, lo
gue ocasiona que el agua no absorbida por estos polisacaridos se redistribuya entre los
demas componentes del “sistema” masa, teniendo como consecuencia cambios en la
consistencia de la masa, los cuales se ven reflejados en las propiedades reolbgicas

(Gallardo, 2007)..

De igual forma, las xilanasas son ampliamente utilizadas en la alimentacién animal
como una estrategia para mejorar la utilizacion de los alimentos, particularmente
aquellos lignocelulolitico, por parte de los rumiantes utilizando tratamientos de forrajes
con enzimas lignoceluloliticas exdgenas o su inclusidon como suplemento en la racion
(Méarquez et al., 2007). Este tipo de productos cada vez se estan usando mas en la
alimentaciéon animal para mejorar tanto la calidad de la racibn como el costo de la
misma y fundamentalmente disminuyen la contaminaciébn ambiental. En la practica
tienen varias aplicaciones como el mejoramiento energético de una racién o utilizar
menos cantidad de alguna materia prima costosa o conflictiva por su calidad. Por otra
parte, en lechones tienen una gran aplicacion mejorando la digestibilidad de las dietas y
sustituyendo la disminucion de produccion de enzimas enddgenas al momento del
destete, donde se produce una situacion critica por el aparato digestivo inmaduro y el
cambio de dieta. Todo esto se traduce en mejores resultados productivos y disminucion
de la necesidad de tratar lechones con antibioticos. En las dietas de cerdos en engorde
también son importantes por mejorar el aprovechamiento de los nutrientes de los

cereales, mejorando la ganancia diaria y el indice de conversion (Labala, 2007).
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5.2.- BIOMASA MICROBIANA

La produccién de biomasa microbiana es una de las alternativas para la produccion de
alimentos para humanos y animales de mayor importancia debido al rapido crecimiento
de los microorganismos involucrados, el alto valor proteico y la diversidad de sustratos
que pueden emplearse para su obtencion (Medina, 1999). En el Cuadro 5, se muestra
la composicibn quimica de los principales microorganismos de interés para la

produccién de biomasa microbiana.

Es importante resaltar, que en varios estudios experimentales para demostrar la
patogenidad potencial de A. niger se ha concluido que la ingestién de dosis grandes de
esporas e inhalacion de esporas no induce micosis en los animales experimentales,
ademas se ha demostrado que un dia después de la ingestion, el hongo ya no se
encuentra en el tracto digestivo del animal (Schuster et al, 2002). No se han detectado
pruebas contundentes que denoten problemas toxicoldgicos causados por la ingesta de
proteina unicelular. Estudios efectuados con ratas alimentadas con dietas de 30% de
biomasa microbiana pura no reportaron efectos sobre el crecimiento, ni valores

hematicos.
A. niger, A. oryzae y T. reesei son organismos utilizados usualmente en los procesos

de produccion para la alimentacién animal y aditivos para la industria. Se han realizado

ensayos de toxicidad en varios preparados enzimaticos derivados de las tres especies
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Cuadro 5. Andlisis proximal de

D

indican que son seguros para el uso en sus aplicaciones industriales (Blumenthal,

la biomasa de microorganismos de interés

Microorganismo Nitrégeno | Proteina | Grasas | Fibra | Cenizas
(%) (%) (%) (%) (%)
Bacterias
Methylomonas clara 12-13 80-85 8-10 - 8-12
Levaduras
Candida utilis 8,3 52 7 5 8
Kluyveromyces fragilis 9 54 1 - 9
Saccharomyces 8,4 53 6,3 - 7,3
cerevisiae
Candida lipolytica 11 69 15 - 8
Hongos
Fusarium graminearum 8,7 54 - - -
Paeciclomyces varioti 8,8 55 1,3 7 6
Aspergillus niger 8,7 55 - - -

Fuente: Garcia et al, 1999
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Actualmente, los productos derivados de las paredes celulares de hongos han cobrado
gran importancia debido a su amplia utilizacion. Adicionalmente, estos metabolitos son
extraidos de la biomasa microbiana, la cual es considerada material de descarte en la
industria del antibidtico y del acido citrico (Garcia et al., 1999). Segun Wu et al., (2005),
el &cido citrico es el acido organico mas utilizado en el alimentos, bebidas, y
farmacéutica como un acidificante o agente que mejora el sabor y es comercialmente
producido por fermentacion sumergida con Aspergillus niger. El informe anual de las
necesidades mundiales de acido citrico se estiman en 400.000 toneladas, que se
traduce en 800.00 toneladas de residuos de micelio de A. niger por afio, el cual es

descartado.

En este sentido, se ha demostrado en numerosas investigaciones el mejoramiento en la
eficiencia productiva de pollos de engorde, a través de la utilizacion de aditivos de
Aspergillus niger, debido a la presencia de betaglucanos y mananos en las pared
celular de dicha hongo, pudiendo ejercer efectos en el sistema inmune del pollo y
exclusion de patdgenos a escala digestiva, asi como también una alta capacidad de
llevar a cabo reacciones de absorcién para ciertas micotoxinas de tipo Zealenona,

Aflatoxina y Ocratoxina (Lopez, 2007).

Asi mismo, un grupo de investigadores de productos dietéticos, nutricion y alergias de
Espafa, llevdo a cabo la evaluacion para un producto alimentario denominado
"KiOnutrime-CG ™", Este producto tiene un contenido de mas del 90% de quitina-

glucano, que es el principal componente de las paredes celulares del micelio de
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Aspergillus niger derivados de un proceso de fermentacion. Este ingrediente esta
destinado a ser comercializado como un suplemento alimenticio para aumentar la
ingesta diaria de fibra. El panel concluyé que el nuevo producto KiOnutrime-CG ™ es
seguro, como ingrediente alimentario en las condiciones propuestas de uso y los

niveles de ingesta propuesta (European Food Safety Authority, 2010).

Adicionalmente, esta biomasa microbiana de descarte esta siendo considerada como
fuente alternativa para la produccion de quitosano fungico debido al alto contenido de
quitina presente en las paredes celulares de los hongos. Algunas investigaciones han
demostrado que el quitosano microbiano puede tener caracteristicas Unicas
comparadas con las derivadas de los crustaceos. En este sentido, se ha considerado la
posibilidad de la produccién industrial de quitosano a partir de la biomasa microbiana de
Aspergillus niger descartada en los procesos de obtencion principalmente del acido
citrico de las diferentes industrias biotecnolégicas o la produccion de biomasa
microbiana a partir de los diferentes residuos lignoceluloliticos y su utilizacion con este

fin (Adamek et al., 2001).
5.2.1.- QUITOSANO
La quitina se encuentra distribuida ampliamente en la naturaleza, después de la

celulosa es el polimero natural mas abundante, presenta una tasa de reposicion tan alta

en la biosfera que se estima duplica a la de la celulosa, por lo que constituye un
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importante recurso renovable. La principal fuente de quitina son exoesqueletos de

crustaceos (Cocoletzi et al., 2009).

La quitina es una sustancia que se encuentran naturalmente en los exoesqueletos de
los insectos, en las conchas de los crustaceos, como cangrejos, camarones y en las
paredes celulares de los hongos. La quitina se extrae de las conchas mediante la
eliminacion de carbonato de calcio, pigmentos, las proteinas y los lipidos. El quitosano
es una forma desacetilado de la quitina obtenido por desacetilacion termoquimica en

hidréxido de sodio concentrado (Figura 16) (Maghsoodi et al., 2009).

> 30% grupos CIiH3
acetilo CHgOH §o
o 0 0 |{.|H -
HO )
HO
gy i ’
CHoOH (i) s o
0 NH ¢~ .. Desacetilaciin i
o Desacetilacién | QUItOSE\ﬂO
HO
0
NH CH20H
éo CHoOH
CHg o ° HO /A
N L HO 0
Quitina 100 % grupos NH, 0
acetilo eHzoH

Quitano

Figura 16. Relacion estructural entre la quitina, el quitosano y el qui tano.

Fuente: Lares, (2008).
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Entre los materiales naturales mas usados en la actualidad una pareja de polisacaridos
que ha tomado mucho auge por la infinidad de aplicaciones que ha logrado
encontrarseles, y, especialmente por su poco impacto ambiental, lo constituye la quitina
y el quitosano. Ambos polimeros estan quimicamente emparentados. La quitina, por su
parte, es un poli (B-N-acetil-glucosamina), la cual mediante una reaccion de
desacetilacién que elimine al menos un 50% de sus grupos acetilos, se convierte en
quitosano (poli B-N-acetil-glucosamina-co- [B-glucosamina). Cuando el grado de
desacetilacion alcanza el 100% el polimero se conoce como quitano. La quitina y el
quitosano son copolimeros de la N-acetil-D glucosamina y D-glucosamina unidas por
enlaces glucosidicos (Figura 15) (Lares, 2008).

El mercado mundial de oferentes de quitina y quitosano esta formado por diferentes
actores. Liderizando el mercado se encuentra Estados Unidos y Japdén. Segun un
estudio realizado por la Sociedad Asiatica de Quitina (1996), el mercado mundial de
quitosano en 1994 era de 1000 TN de las cuales 800 TN eran utilizadas en Japén, esto
demuestra la gran importancia de este pais como productor y consumidor. Esta
situacion puede explicarse si se tiene en cuenta que el mismo estuvo a la vanguardia
en la produccion de éstos biopolimeros ya que inicid sus actividades en la década del
70. Actualmente el panorama mundial se ha visto modificado y por lo tanto la
producciéon y el consumo, en donde no solo ha aumentado el volumen de produccién
con la participacion de nuevos actores globales, sino también los nuevos campos de
aplicacion han encontrado nuevos mercados que poseen un potencial de desarrollo

futuro muy promisorio (Figura 17) (Caprile, 2009).
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Figura 17 . Composicion del mercado mundial de la  quitina y el quitosano

Fuente: Caprile, 2009.

El mercado para quitina y productos de quitosan en 1999 fue estimado por varias
fuentes en 17.085 toneladas métricas con un valor mediano de 15.000 doélares por
tonelada métrica. A nivel mundial existen compafias que lideran el comercio de todos
los productos obtenidos del quitosano, estas trasnacionales son en su mayoria
biotecnoldgicas en las esferas de la salud y la agricultura. La mayor de ellas es Procter
and Gamble Company con 8 innovaciones tecnologicas comercializadas y a
continuacion se encuentran Jordanian Pharmaceutical Manufacturing Co., Zonagen

INC. y Netech INC. (Figura 18) (Herrera et al., 2010).
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N° campos de aplicacion

THE PROCTER & GAMBLE COMPANY

THE JORDANIAN PHARMACELTICAL

MANUFACTURING CO
ZOMAGEN, ING

NETECH ING.

VENTURE INNOVATIONS, ING
MEDIFOL 84

KOREA INSTITUTE OF SCIENGE AND
TECHNOLOGY

KIMBERLY-CLARK WORLDWIDE, INC

HEMNKEL KOMMANDITGESELLICHART AUF
AKTIEM

HEMCOMN, IMC.

E.l DUPONT OE NEMOURS AND COMPANY
E.l. DU PONT DE NEMOURS AND COMPANY
COGNIS DEUTSCHLAND GMBH & CO. KG
BIO SYNTECH CANADA INC.

ARCHIMEDES DEVELOPMENT LIMITED

LEE TR 75 N 5 B R ' R N R I
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Figura 18. Tendencia de comercializacion de los derivados de quitosano por

empresas a nivel mundial .

Fuente: Herrera et al., 2010.

El quitosano tiene una amplia gama de aplicacién, por ejemplo, en cosméticos,

productos farmacéuticos, aditivos alimentarios y la agricultura. Es utilizado como un

componente de pasta de dientes, cremas para manos y cuerpo, champu, para la

disminucion del colesterol sérico, células y enzimas inmovilizadoras, como material para

la fabricacion de lentes de contacto, como pegamento, soporte cromatogréafico, el

fortalecimiento de los agentes de papel, compuestos antimicrobianos, floculacion y

agentes quelantes en el tratamiento de aguas residuales (Figura 19) (Nwe y Stevens,

2002).
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Figura 19 . Usos del quitosano en los diferentes  segmentos de la industria .

Fuente: Lemus, (2007) .

Adicionalmente, el quitosano es el Unico biopolimero natural catidnico (con cargas

positivas). Posee excelentes propiedades como ser: antifungico, antivirgsico,
biocompatible, biodeagrable, antimicrobiano, no toxico, emulsionante, absorbente de
grasas, adsorbente de metales contaminantes, filmogénico, etc, que hacen que sea

considerado de gran aplicacion en distintos campos de la industria (Caprile, 2009).

Como ya se ha mencionado anteriormente, el quitosano es producido comercialmente

por la desacetilacion de la quitina obtenida de mariscos, residuos de camarones y
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cangrejos y el procesamiento de la langosta con bases fuertes a altas temperaturas por
largos periodos de tiempo. Sin embargo, existe una gran problematica para la
produccion de este metabolito debido a la oferta estacional de las materias primas y los
altos costos ambientales asociados con el procesamiento quimico para la conversién de

la quitina a quitosano (Khalaf 2004).
5.2.1.1.- QUITOSANO FUNGICO

Los avances recientes en tecnologia de fermentacion sugieren que muchos de estos
problemas se pueden superar mediante el cultivo de hongos los cuales presentan
quitina en sus paredes celulares y que posteriormente por medio de tratamientos
quimicos, esta quitina puede ser transformada en quitosano. El micelio de diversos
hongos Ascomicetos incluyendo, Zygomycetes, Basidiomycetes y Deuteromycetes, son

fuentes alternativas de quitina y quitosan (Khalaf, 2004).

Segun Gholizadeh (2010), la pared celular fungica ocupa alrededor del 40% del
volumen celular y tiene un espesor uniforme en todo el protoplasto. La pared celular
fungica tiene una serie de polisacaridos y glicoproteinas que es una estructura Unica en
los eucariotas, y es esencial para el crecimiento de hongos y su viabilidad. La
microscopia electronica ha demostrado que la pared celular del hongo se compone de
dos o0 mas capas (Figura 20). Por lo general, las paredes celulares del micelio contienen
cerca de 29% de glucano, 31% de manano y 25-30% de quitina. La quitina se

encuentra ampliamente distribuida en los hongos, de familias Basidiomycetes,
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Ascomycetes, Zygomycetes y Phycomycetes, donde es un componente de las paredes

celulares del micelio, tallos, y esporas.

Plasma membrane \

GPI- anchored
protein

B (1,3) glucan

Figura 20 . Esquema de la pared celular de los hongos

Fuente: Gholizadeh, (2010) .

En los Ultimos afios, numerosos microorganismos han sido utilizados para la obtencién
de quitosano. Sin embargo, para la produccion del quitosano fungico permanecen ain

algunos inconvenientes, como los altos costos de los medios de cultivo. Es por ello, que
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muchos investigadores han centrado sus estudios en la produccién de quitosano

producidos a partir de la quitina obtenida de las paredes celulares de hongos

lignoceluloliticos utilizando materiales de desechos ricos en estos carbohidratos

complejos. En el cuadro 6 se puede observar que se ha reportado desde desechos de

papa hasta cascarilla de arroz. La biomasa a partir de hongos puede ser producida por

fermentacion en estado sélido o sumergida. Entre los microorganismos comunmente

utilizados con este fin tenemos Rhizopus oryzae, Aspergillus niger, Pleurotus sp,

Fusarium, entre otros.

Cuadro 6. Microorganismos productores de

de fermentacion

quitina/ quitosano y sus condiciones

2% glucosa

Rhizopus oryzae

Sustrato Microorganismo s Condiciones Referencia
Aspergillus niger
. Rh|zgpus oryzae, 30°C Pochanavanich
Caldo papa dextrosa 6 Lentinus edodes
Extracto de malta Pleurotus sajo-caju 180 rpm y Suntornsuk,
1o-eall, 1 1521 dias (2002)
Desecho papas dulces +
5 g (NH,):S0,
1 f gKZNZ'tl(D:ICM pH 4,5 Nwe y Stevens,
Gongronella butleri 26°C 2002
0,5 g MgSO, . 7H,0 g utier! (2002)
0,1 g CacCl, - 2H,0
cascarilla de arroz + Aspergillus niger,
o - -
O aeeode | P ™ | 6 e
1% peptona oxysporum 30°C Khalaf (2004)
> Pep ysp 3-15 dias
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En este sentido, Khalaf (2004), estudid6 un método para la produccion, aislamiento y
caracterizacién a escala de laboratorio de quitosano por fermentacién en estado sélido
a partir de diferentes cepas de hongos (Aspergillus niger, Penicillium citrinum, Fusarium
oxysporum Yy Rhizopus oryzae). Los resultados mostraron que el rendimiento méaximo
de quitosano fue de 5,63g/kg de medio de fermentacion, el cual fue alcanzado por la
creciente cepa del hongo Rhizopus oryzae en la paja de arroz fermentacion solida. Asi
mismo, Nwe y Stevens, (2002), obtuvieron quitosano a partir del micelio del hongo
Gonglonera butleri, crecido por fermentacion en estado solido en batata. El rendimiento
obtenido fue de 4-6g por cada 100 g de micelio

Entre los hongos comunmente utilizados para la extraccion de quitina a partir de sus
paredes celulares y su posterior transformacion en quitosano se encuentra Aspergillus
niger. Esto debido a su importancia industrial en la produccion de etanol, enzimas y
acido citrico donde es desechado gran cantidad del micelio en las plantas
biotecnoldgicas, en el cual la mayor parte de estos residuos se descarta al sistema de

tratamiento de aguas residuales o son quemados (Adamek et al., 2001).

La pared celular de Aspergillus niger se compone principalmente de quitosano, quitina
y beta glucanos, con una preponderancia significativa de (1,3)-3-D-glucano. La quitina
se cree que esta presente fisicamente en microfibrillas incrustado en el 3-glucano de la
matriz (Adamek et al., 2001). La quitina contribuye a la resistencia mecanica de la pared
celular de Aspergillus niger (Ikram et al., 2004). Se ha reportado la produccion de

quitosano a partir de sustratos lignoceluloliticos por A. niger debido a su amplia
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capacidad de excretar enzimas lignoceluloliticas que permiten la bioconversion de este
tipo de sustratos tanto en fermentacion liquida como en fermentacion solida.

En este sentido, Kucera (2004), utilizd6 el micelio del hongo Aspergillus niger como
materia prima para la preparacion de quitosano microbiano. ElI micelio de Aspergillus
niger contiene aproximadamente 15% de quitina, que se puede separatr,
transformandolo en quitosano, y puede ser utilizado como sorbentes para
cromatografia. La principal ventaja de este material en comparacion con quitosano
comercial es la uniformidad de tamafio de particula. La otra ventaja es el hecho de que
la estructura fibrosa original de pellets micelial podria estabilizarse antes de la

preparacion de quitosano por reticulacion con glutaraldehido.

5.2.1.1.- FACTORES QUE AFECTAN LA OBTENCION DE QUITOSANO
FUNGICO
Las variaciones en las cantidades de quitina en la pared celular pueden depender de
parametros fisioldgicos en ambientes naturales, asi como sobre las condiciones de
fermentacion en procesos biotecnoldgicos. Por ejemplo, Nwe y Steve (2004), indican
que dado que el quitosano es un biopolimero que contiene nitrdgeno, o mismo ocurre
con los hongos, los cuales requieren fuentes de nitrégeno orgénico e inorganico para la
sintesis de quitina en la pared celular. Asi mismo, Nadarahad y Abdul (2009), indican
que el nitrégeno ha sido reportado como catalizador, asi como un componente que
participa activamente en la actividad y sintesis de las enzimas involucradas en el

proceso. Por tal razon, el nitrégeno es considerado uno de los factores mas importantes
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para la obtencion de quitosano fangico producto de la quitina extraida de las paredes

celulares de los hongos.

En este sentido, Maghsoodi (2008), estudio el efecto de utilizacion de fuentes de
nitrégeno de diferentes sustratos (residuos de soya, canola y semillas de maiz) en
relacion al rendimiento de produccién de quitosano por A. niger. Después de la
extraccion de quitosano, los resultados indicaron que el mayor rendimiento de
quitosano se obtuvo utilizando los residuos de soya como sustrato el cual mostraba el
mayor contenido de nitrégeno, haciendo determinante este factor. Asi mismo, el autor
indica que el contenido de humedad y tiempo de incubacion también afectan
significativamente el rendimiento de obtencion de quitosano en fermentacién solida.

Por otra parte, Nadarahad y Abdul (2009), indican que la glucosa es un precursor de
quitosano. En este sentido, Maghsoodi et al., (2009), evaluaron el efecto de la
concentracion de glucosa en la produccién de quitosano en un proceso de fermentacién
sumergida por A. niger dado su efecto en el crecimiento microbiano. Obteniendo un
rendimiento optimo de 0,91g de quitosano por litro de medio de fermentacion con un 8%
de glucosa. Los autores concluyen que A. niger es un buen candidato y la produccion
de quitosano producto de la quitina extraida de las paredes celulares de los hongos

parece ser economico.

5.2.1.2.- PROPIEDADES DEL QUITOSANO FUNGICO
Se ha demostrado que la aplicacion del quitosano est4 determinada por sus

propiedades fisicoquimicas. Debido a su origen natural, tanto la quitina como el
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quitosano, no se pueden definir como una estructura Gnica, sino como una familia de
polimeros que presentan una alta variabilidad en sus propiedades quimicas y fisicas.
Esta variabilidad no se relaciona solo a la procedencia de las muestras, sino también a
su método de extraccion. Como ya se ha mencionado anteriormente, la quitina y el
quitosano presentan una amplia gama de aplicacion. Sin embargo el éxito, en cada una
de estas aplicaciones esta directamente relacionado con las investigaciones profundas
de sus propiedades fisicoquimicas. Sin embargo, partir de los datos en la literatura es
posible dar recomendaciones generales respecto a las propiedades de la quitina y el
quitosano para una aplicacion especifica. Estas recomendaciones se muestran en el

Cuadro 7 (Nadarahad y Abdul, 2009).

El grado de desacetilacion es un parametro importante que afecta las propiedades
fisicoquimicas del quitosano. El quitosano con alto grado de desacetilacion tienen una
alta carga positiva y es mas adecuado para aplicaciones en alimentos como
coagulantes, clarificantes, quelantes o agente antimicrobiano. De igual forma el peso
molecular, afecta el uso del quitosano, por ejemplo quitosano con peso molecular bajo
podria tener una potencial aplicaciones en la industria medica y agricola

(Pochanavanich y Suntornsuk, 2002).

Asi mismo, Aranaz et al., (2009), indica que los principales parametros que afectan a
las propiedades del polimero son el grado de desacetilacion, el peso molecular, la
polidispersidad y cristalinidad. Para las aplicaciones relacionadas con el consumo

humano, como alimentos y aplicaciones médicas, la pureza (contenido de cenizas), la
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humedad y el contenido de metales pesados, endotoxinas y proteinas debe ser
determinado. Se ha informado que el grado de desacetilacion es una de las
caracteristicas quimicas mas importantes caracteristicas quimicas, la cual podria influir
en el desempefo del quitosano en muchas de sus aplicaciones. Por su parte, la
influencia del peso molecular en el desarrollo de la viscosidad de las soluciones
acuosas juega un papel importante en la bioquimica y la importancia biofarmacolégico
del quitosano. Como se muestra en la Cuadro 8, varios métodos han sido reportados

para la determinacion de las caracteristicas de la quitina y el quitosano.

Cuadro 7. Recomendaciones generales para el uso de quitosano y sus
aplicaciones
Aplicaciéon Recomendaciones generales

Alto grado de desacetilacién
Salud )
Bajo peso molecular

o - Grado de desacetilacién 85%
Ingenieria de tejidos
Alto peso molecular

Inmovilizacion de células Alto grado de desacetilacién
Inmovilizacion de Bajo contenido de cenizas
enzimas Depende de la enzimas, método de inmovilizacion y reaccion
Ingrediente dietético Alto peso molecular, alta viscosidad, particulas finas

Conservante de o _ _
Alto grado de desacetilacion y bajo-medio peso molecular

alimentos
Agente Emulsificante Alta viscosidad y bajo grado de desacetilacion
Tratamiento de aguas Depende de las condiciones contaminantes y condiciones del agua
residuales En general, alto grado de desacetilacién y baja cristalinidad

Reduccién de metales

Alto grado de desacetilacion y bajo peso molecular parece estabilizar las
nano particulas

Fuente: Aranaz et al., 2009
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Cuadro 8. Caracteristicas fisicoquimicas del quitosano y su s métodos de

determinacion

Caracteristicas fisicoquimicas Métodos de determinacion

Espectroscopia infrarroja
Espectrofotometria UV
Grado de desacetilacion
Valoracién conductometrica

Valoracién potenciometrica

Viscosimetria
Peso molecular
Cromatografia de gel

Cristalinidad Difraccién rayos X
Contenido de humedad Andlisis gravimétricos
Contenido de cenizas Andlisis gravimetricos

Proteinas Método de bradford

Fuente: Aranaz et al., 2009.

En este sentido, Pochanavanich y Suntornsuk, (2002), caracterizaron el quitosano
producido a partir de la biomasa microbiana de diferentes especies flungicas (A. niger,
R. oryzae, L. edodes y Pleurotus sajo-caju), mediante su peso molecular, grado de
desacetilacion y viscosidad. Asi mismo, Khalaf (2004) caracterizO el quitosano
producido a partir de la biomasa microbiana de R. orizae de acuerdo a su grado de
desacetilacion, viscosidad y actividad antibacterial frente a microorganismos

patogénicos. Mientras que Balanta et al., (2010), caracterizé el quitosano producido a
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partir de la biomasa microbiana de Aspergillus niger mediante las determinaciones de
rendimiento, grado de desacetilacion, peso molecular, viscosidad, y grado de absorcién
de iones metélicos como cobre, plomo y niquel, para su utilizacion como material

bioadsorbente en el tratamiento de aguas residuales.

En la actualidad muchas investigaciones han centrados sus trabajos en la basquedas
de estrategias que permitan mejorar la productividad de los metabolitos obtenidos por

procesos biotecnoldgicos (Bu'Lock y Kristiansen, 1991).
6.- OPTIMIZACION DE PROCESOS BIOTECNOLOGICOS

Segun Ertola et al., (1994), para la obtencién de los diferentes productos a través de
procedimientos biotecnoldgicos, pueden ocurrir situaciones en las cuales sea imperativa
la optimizacién de los factores quimicos (medio de cultivo) y fisicos (pH, temperatura,

agitacion, etc) del cultivo. Entre ellas podemos mencionar las siguientes:

1. No existencia de informacion respecto a coeficientes de rendimiento de macro y
micro elementos para el cultivo del microorganismo determinado.

2. Limitaciones de conocimiento en relacion a las condiciones fisicas de crecimiento
del microorganismo en un sustrato desconocido.

3. Existencia de limitaciones nutricionales ocultas, especialmente de

microelementos y factores de crecimiento.
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4. Uso de medios de cultivo conteniendo elementos en exceso respecto de los
requerimientos nutricionales del microorganismo en cuestion, que pueden causar
inhibicion del crecimiento.

5. Ensayo de sustancias estimulantes, activadoras e inhibidoras del crecimiento y
formacion del producto.

6. Empleo de fuentes nutricionales no convencionales.

En la literatura, existe muy poca literatura en relacién a cudles deben ser las técnicas
mas apropiadas para determinar las condiciones fisicas, las materias primas adecuadas
y las proporciones en que deben estar en un medio, para que el resultado sea 6ptimo

desde el punto de vista global de la tecnologia (Ertola et al., 1994).

Julian et al., (2008) indican que varios son los factores que influyen en el crecimiento
microbiano y en su actividad. Pandey et al., (2000) sefialan que el tamafio de la
particula y nivel de humedad son los factores mas criticos en el caso de la fermentacion
en estado sélido. Mientras que los factores mas estudiados en la fermentacion
sumergida han sido la temperatura, el pH, la concentraciéon de sustrato, disponibilidad

del sustrato, la aireacion y la forma de inoculacion, entre otros.

La optimizacion de las condiciones de fermentacion con fines industriales, en la mayoria
de los casos ha sido efectuada mediante procedimientos empiricos de ensayo y error,
no solo en la formulacion del medio de cultivo sino también en las condiciones de

operacion. De cualquier manera es probable que el medio de cultivo original pueda ser
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optimizado, modificando el porcentaje de los componentes del medio y las materias
primas utilizadas, siendo factible en muchos casos optimizar un medio de tal manera
que no sea solamente mas productivo, sino de menor o igual costo que el original, para
lo cual se requiere del uso de varios métodos de optimizacion (Maddox y Richert, 1977).
Asi mismo, Diaz et al., (2005), indica que las condiciones de fermentacién son
tradicionalmente optimizadas por la estrategia de una variable a la vez, es decir,
cambiando un factor mientras se mantienen constantes los otros. Aunque esta
estrategia es sencilla y no exige aplicar un analisis estadistico, requiere un gran nimero
de experimentos y la interaccion entre factores es ignorada. Por el contrario, el analisis
estadistico resulta méas eficiente ya que proporciona mejores aproximaciones y puede
llevarse a cabo con un gran numero de variables; ademas, se puede estimar la

interaccion entre variables

En este sentido, Grebechoba y Prieto (2006), evaluaron la biosintesis de enzimas
pectinoliticas a partir de los hongos A. niger y A. foetidus para la aplicacion en la
industria de alimentos, para esto realizaron procesos de fermentaciones sumergidas a
pequefia escala (Erlermeyer 250ml) y a 6 litros en un fermentador, utilizando 12
diferentes medios de cultivos organicos sintéticos, la optimizacion se logro a traves de
un disefio experimental completamente aleatorizado con diferente numero de
repeticiones debido a que se experimentaba con diferentes medios de cultivo,
evaluando una sola variable dependiente la cual era la produccidon de enzimas

pectinoliticas.
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Asi mismo, Yegres et al., (2001), optimizé los factores quimicos y fisicos (tamafio de
particula, humedad, concentracion de micelio, concentracion de esporas, temperatura,
adicion de sales) para la obtencidén de enzimas pécticas biotecnolégicamente utilizando
las cascaras de la mazorca de cacao fermentadas por A. niger. Los resultados
mostraron que las condiciones 6ptimas para el crecimiento de A. niger y la produccion
de la actividad pectinolitica, fueron las siguientes: pH inicial 4,8, temperatura 30°C, 3
gramos de micelio y 70 % de humedad. Asi mismo, se demostré que la produccién de
enzimas pécticas no fue favorecida por la adiciéon de sales (KH,POQO,, urea, sulfato de
amonio y una mezcla de las 3 sales), lo cual difiere de otras investigaciones. La forma
en que se presentan los diferentes medios modificados es tipica del método empirico

de ensayo y error, donde son optimizadas cada variable por separado.

Esa forma de trabajo tiene, obviamente, algunos inconvenientes, en primer lugar, se
omiten las influencias que pudieran tener las interacciones entre los diferentes factores,
lo cual puede conducir hacia un resultado que no coincida con el 6ptimo verdadero, por
otro lado, este método normalmente demandara de un gran nimero de experimentos,
trayendo como resultado el encarecimiento del proceso de desarrollo de la tecnologia

(Julian et al., 2008).
En la actualidad, es comunmente utilizado la optimizacidn a través de la Metodologia de

Superficie Respuesta (MSR) la cual es definida como un conjunto de técnicas

matematicas y estadisticas utilizadas para modelar y analizar problemas en las que una
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variable de interés es influenciada por otras. El objetivo es optimizar la variable de

interés (Dreyer et al., 2000).

Segun Muijica (2006), esta metodologia a diferencia de otros métodos de optimizacion,
tiene una serie de ventajas que demuestran su conveniencia para ser aplicado en

procesos bioldgicos:

1. Se obtienen procesos Optimos con condiciones precisas, con respecto a las
variables utilizadas.

2. Minimiza los costos de tiempo y reactivos ya que minimiza el numero de ensayos
con respecto al método de Plackett-Burman.

3. Genera una respuesta de buena aproximacion sobre las regiones donde se
encuentra el optimo a diferencia de Plackett-Burman el cual genera solo una
respuesta cercana al 6ptimo.

4. Se puede obtener una respuesta de las interacciones de dos variables en un

mMismo ensayo.

Esta técnica ha sido aplicada exitosamente para optimizar gran cantidad procesos
biotecnologicos. En este sentido, Dustet y Falony (2006) en el trabajo para optimizar la
actividad enzimatica de lipasas obtenidas por fermentacion soélida, hacen uso del
método de superficies de respuestas, estudiando los factores humedad, concentracion

de glucosa y de aceite de oliva, a tres niveles, y utilizando tres fuentes de nitrégeno,
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realizando la optimizacién para cada una de las fuentes de nitrégeno, en funcién

solamente de la actividad enzimética.

Morocoima (2008), desarrollo una investigacion donde evalué los factores que influyen
en la produccion de etanol (pH, concentracion inicial del sustrato, tiempo de inoculacion
de S. cerevisiae, porcentaje de indculo de A. niger e indculo de S. cerevisiae) obtenido
a partir de los residuos del procesamiento de papa utilizando el cocultivo de A. niger
(ANM-1) y S. cerevisiae mediante un disefio factorial 2°. Una vez obtenidas las
variables significativas, logré optimizar las condiciones del cultivo mediante la
metodologia de superficie respuesta con lo que se podria obtener 2,7587 % p/v de
etanol basado en esas condiciones. Asi mismo, Mujica (2006), a través de la
metodologia de superficie respuesta logro optimizar las condiciones de cultivo
obteniendo un 55,8% mas de azucar al hidrolizar los residuos del pastificio con A. niger
(ANM-1) para posteriormente obtener etanol utilizando S. cerevisiae. Por su parte,
Rodriguez (2007), logré optimizar las condiciones del cultivo mediante esta técnica,
logrando la obtencion de 75% de incremento del contenido proteico de la cascara de

banana fermentada con A. niger.

Asi mismo, Yu cao et al.,, 2008, evaluaron en su investigacion a través de la
metodologia de superficie de respuesta los efectos del tiempo de cultivo, pH y
concentracion de sustrato (residuos de salvado de trigo) en la produccion de xilanasa
por un aislado de A. niger. Los resultados mostraron que las mejores condiciones para

la obtencion de esta enzima por fermentacion sumergida fue de 53,5 horas, pH 7,92, y
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54,2 g/l de sustrato obteniendo 127,12 U/ml de actividad enzimatica xilanasa, logrando

un 96,22% de mejora con respecto a la actividad enzimatica inicial.

Es importante resaltar que los componentes empleados en las industrias de
fermentacion son generalmente complejos, siendo importante considerar diferentes
aspectos como el costo de los mismos, la disponibilidad y la estabilidad en su
composicion quimica. Si tenemos en cuenta que el costo de los nutrientes representa
entre el 10 y el 60% del costo total de muchos productos obtenidos por fermentacion, se
hace prioritario disminuir el costo de los medios (Ertola et al., 1994).

Sin duda alguna, los residuos lignoceluloliticos constituyen materias primas de bajo
costo y facil adquisicion que pueden ser utilizados como sustratos fermentables en la
preparacion de medios de uso microbioldgico, para la obtencibn de azucares
fermentables los cuales posteriormente pueden ser utilizados en procesos de
fermentacion para la produccion de insumos de interés industrial tales como el
quitosano, enzimas, proteina microbiana, antibiéticos, alcohol, entre otros. Sin embargo,
para la utilizacion de sustratos cuyos reportes en la literatura es escasa tal como es el
caso de la cascarilla de cacao, se hace necesario definir cudles son los factores que
afectan el proceso biotecnolégico para asi obtener un Optimo rendimiento de los

metabolitos de interés.
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C.- MATERIALES Y METODOS
1.- Caracterizacién del sustrato

Los desechos fueron suministrados por una empresa del Estado Aragua, estos son
generados durante la transformacién del cacao fermentado y seco. Estos fueron
trasladados a las instalaciones de la planta de vegetales del Instituto de Quimica y
Tecnologia de la Facultad de Agronomia de la Universidad Central de Venezuela,
donde se llevé a cabo el proceso de acondicionamiento para su posterior analisis fisico-
guimico. Este acondicionamiento consistid, en someter la muestra a un proceso de
secado, en un secador de bandejas a 60°C y velocidad del aire 5 m/seg por 4 horas,
para posteriormente someterla a un molino de martillos para su fraccionamiento (Figura

21).

Figura 21 . Cascarilla de cacao posterior a | proceso de acondicionamiento
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Los andlisis practicados a esta materia prima fueron los siguientes:

e Humedad, segin método 925-23 (AOAC, 1990).

* Grasa, segun el método gravimetrico 954-02 (AOAC, 1990).

» Cenizas, segun el método 925-46 (AOAC,1990).

* Proteinas, segun el método Kjeldahl 955-04 (AOAC, 1990).

* Andlisis estructural , por el método de Van Soest (Van Soest y Wine, 1967).
* Andlisis mineral , segun el método absorcion atémica (AOAC, 2000).

» Fibra cruda , por el método de Weendel (Hart y Fisher, 1991).

ETAPAI

FASE DE SELECCION DEL AISLADO CON MAYOR CAPACIDAD DEGRADATIVA

2.- Microorganismos empleados

Se emplearon dos aislados de Aspergillus niger ANM-1 y ANG, pertenecientes al
cepario del Laboratorio de Micotoxicologia de la Facultad de Agronomia de la
Universidad Central de Venezuela. Estos microorganismos fueron aislados a partir de
granos de maiz y semillas de girasol respectivamente (Rodriguez, 2007).

2.1.- Medio de cultivo: En fiolas de 500 ml, se incorporaron 100 ml de agua y sustrato
(cascarilla de cacao), para luego ser esterilizado a 121°C por 15 minutos.

2.2.- Cultivo de A. niger: Por cada 100 ml de esta solucion se inocularon 10 ml de

agua destilada con esporas de Aspergillus niger ANM-1 o0 ANG en suspension, la cual
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se obtuvo por raspado de superficie de una colonia en crecimiento en tubo de ensayo.

Este raspado fue arrastrado con agua destilada y la suspension formada se filtré

eliminando los restos de micelios y conidiéforos, para unificar el inoculo con la

presencia de los conidios. La siembra del hongo fue de 1x10° esporas por mililitro,

contabilizadas a través de la cAmara de Newbauer. La fiola ya inoculada fue sometida a

38°C y 150 oscilaciones por minuto durante 48 horas, en condiciones aerdbicas.

En el transcurso del proceso, se tomaron muestras de la fermentacion, esto para el

seguimiento de los cambios producidos durante la fermentacion mediante las

determinaciones de:

Biomasa microbiana: el crecimiento de los microorganismos (micelio) se
monitorearon mediante la determinacion del nitrogeno total o proteina segun el

método Kjeldahl 955-04 (AOAC, 1990).

« Actividad enzimética de las xilanasas (Loera y Cordova, 2003). La actividad

enzimatica de las xilanasas fue determinada mediante la cuantificacion
espectrofotométricamente usando acido dinitrosalicilico de los azlcares
reductores (xilosa) liberados por la hidrolisis del xilano por las enzimas
presentes en el caldo de cultivo. Esta actividad fue expresada en BXU/ml
definida como la cantidad de enzima que produce carbohidratos reductores con
un poder reductor correspondiente a 1 nmol de xilosa en 1 segundo bajo las

condiciones del analisis.
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3.- Disefio Experimental

En la mencionada etapa se utiliz6 un disefio completamente aleatorizado con dos

bloques basado en el modelo:  Yj- u+ 1+ B; + & (Steel et al., 1988).

Cada bloque represent6 a un aislado. El disefio consté de 2 tratamientos, concentracion
de sustrato (T1 = 30 g/L y T2=2,5 g/l del sustrato) a diferentes niveles (N) los cuales
fueron el tiempo del proceso de fermentacion (0, 12, 24 y 48 horas), con 3 repeticiones
cada uno. Se selecciono la cepa de acuerdo a su capacidad de produccion de biomasa
microbiana o crecimiento microbiano a expensas de la degradaciéon del sustrato y la

actividad enzimética de las xilanasa del caldo de fermentacién (Cuadro 9).

Cuadro 9. Tabla del disefio completamente aleatorizado en bloques

Niveles Bl B2
(Tiempo) ANM-1 ANG

Nioh) | T1 | T2 | T1 | T2

N2(12h) | T1 | T2 | T1 | T2

N3(@24h) | T1 | T2 | T1 | T2

N4 @48h) | T1 | T2 | T1 | T2

Para observar la diferencia de los tratamientos se recurri®6 a un analisis de varianza

(ANAVAR).
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ETAPAII
DETERMINACION DE LAS CONDICIONES DE CULTIVO OPTIMAS PARA EL
CRECIMIENTO MICROBIANO (BIOMASA) Y ACTIVIDAD ENZIMA TICA DE LAS

XILANASAS

En esta fase se utilizd la metodologia de Superficie de Respuesta (MSR). En primer
lugar se procedié a la determinacion de la significancia del efecto de factores tales
como la concentracion de sustrato, temperatura, pH, agitacion y componentes del
medio de cultivo (contenido de glucosa, urea) sobre la produccion de biomasa y la
actividad enzimatica de las xilanasas empleando la cepa escogida en la fase de
seleccién (ETAPA 1). Para ello, se utilizd un factorial 2° fraccionado con 3 puntos

centrales (Cuadro 10).

Cuadro 10. Niveles de estudio de los factores que i  nfluyen sobre la produccion de

biomasa microbiana y actividad enzimatica  de las xilanasas

Niveles

Factores -1 0 1
Xy Concentracién inicial del sustrato (g/l) 2,5 15 27,5
X2 Temperatura (°C) 30 35 40
X3 Agitacion (rpm) 100 150 200
X4 Urea (g/l) 0 1,5 3
Xs Glucosa (g/l) 0 2,5 5
X Residuos de papa (g/l) 0 2,5 5
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Una vez seleccionados estos factores se procedio a definir el disefio final para optimizar

la produccion de biomasa microbiana y actividad de las xilanasas.

Cuadro 11. Matriz del d isefio factorial 2 °©

Cascarilla | Temperatura | Agitacion Urea | R.papa | Glucosa
Exp X1 X2 X3 X4 X5 X6
1 -1 -1 -1 -1 1 1
2 -1 -1 0 1 1 0
3 -1 -1 1 0 1 -1
4 -1 0 -1 1 -1 -1
5 -1 0 0 0 -1 1
6 -1 0 1 -1 -1 0
7 -1 1 -1 0 0 0
8 -1 1 0 -1 0 -1
9 -1 1 1 1 0 1
10 0 -1 -1 1 1 1
11 0 -1 0 0 1 0
12 0 -1 1 -1 1 -1
13 0 0 -1 0 -1 -1
14 0 0 0 -1 -1 1
15 0 0 1 1 -1 0
16 0 1 -1 -1 0 0
17 0 1 0 1 0 -1
18 0 1 1 0 0 1
19 1 -1 -1 0 1 1
20 1 -1 0 -1 1 0
21 1 -1 1 1 1 -1
22 1 0 -1 -1 -1 -1
23 1 0 0 1 -1 1
24 1 0 1 0 -1 0
25 1 1 -1 1 0 0
26 1 1 0 0 0 -1
27 1 1 1 -1 0 1
1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
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ETAPAII
CARACTERIZACION DE LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS D EL QUITOSANO
PRODUCIDO A PARTIR DE LA QUITINA OBTENIDA POR LA BI OCONVERSION DE

LA CASCARILLA DE CACAO POR Aspergillus niger (ANM-1).
1.- Cinética de fermentacion en condiciones controladas

Se procedié a realizar un proceso de fermentacion empleando las condiciones
optimizadas de cultivo para la obtencion de biomasa microbiana en un fermentador
(Microferm New Brunswick Scientific, EUA). Para ello se utilizo el procedimiento que se

describe a continuacion (Figura 22):

Precultivo de A. niger Cultivo de A. niger
Condiciones dptimas Condiciones dptimas
Fiolas 500ml ‘ Fermentador 7 litros
10% inoculo 10% inoculo
Cascarilla de cacao Cascarilla de cacao
Temperatura Temperatura
Agitacion Agitacion
24 horas 24 horas
Filtracion
BIOMASA CALDO

MICROBIANA ENZIMATICO

Figura 22 . Esquema tecnolOgico propuesto para obtener biomasa microbiana a

partir de la fermentacion de | a cascarilla de cacao por A. niger.
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1.1.- Cultivo
El cultivo del microorganismo de realizé en un fermentador de 4 litros de capacidad, con
las condiciones Optimas del cultivo (Figura 22). El medio de cultivo agua de acuerdo a

los resultados obtenidos en la optimizacion, con la adicion de 2,5 g/l del sustrato.

En el transcurso del proceso, se tomaron muestras del caldo del cultivo, esto para el
seguimiento de los cambios producidos durante la fermentacion mediante las

determinaciones de:

* pH, esta medicion se llevo a cabo utilizando un equipo marca Oridn
modelo 420 A con electrodo de vidrio.
» Actividad enzimatica xilanasa (Loera y Cordova, 2003)

» Azlcares reductores, método DNS (Miller, 1959)

Una vez culminado el proceso de fermentacion, se procedi6 a filtrar el caldo de cultivo y

luego a pesar la biomasa microbiana obtenida retenida en el medio filtrante.
2.- Proceso de e xtraccion de quitosano fangico
A partir de la biomasa microbiana obtenida se realizd la extraccion de quitosano de

acuerdo a la metodologia de Balanta et al., (2010) (Figura 23). El cual se describe a

continuacion:
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Figura 23 . Proceso de extraccién de quitosano fungico

Después del proceso de fermentacion, el micelio del hongo fue recuperado por filtracion
(Whatman N°1). El micelio fue pesado y lavado para eliminar las impurezas presentes,
se transfirid a un balén de fondo redondo de 1 L provisto de una barra magnética para
agitacion y posteriormente se adicioné NaOH al 40% (500 ml). La reaccion en autoclave
por 3 horas. Al terminar la reaccién se obtuvo una pasta de color café, que se vertio en
un Erlenmeyer de 4 L. Se procedio a eliminar todo exceso de NaOH, lavando la pasta
resultante con abundante agua caliente, hasta que quedo6 de color crema, luego se
midié el pH de la pasta hasta que fue cercano a la neutralidad. La pasta color crema se
mezclo con CH3COOH al 10% (500 ml) en un vaso de 4 | provisto de una barra

magnética, se sometio a agitacion durante 3 horas y se midio el pH de la pasta, el cual
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oscilé entre 3,8-4,5, luego se procedié a verter la mezcla resultante en frascos de
plastico, estos se llevaron a centrifugacién, a una velocidad entre 5000 rpm durante 10-

15 minutos.

Los sobrenadantes de cada frasco se reunieron en Erlenmeyers de 1 L. La operacion

de extraccion se repiti6 dos veces mas adicionando acido acético al 10% vy los tres

extractos se reunieron en un mismo recipiente.

Finalmente el polimero precipité adicionando NaOH al 40% hasta que el pH fue de 10 y

posteriormente el sistema se dejo en reposo para una completa sedimentacion. El

quitosano se recuperd por centrifugacion y por filtracion, se lavo con agua, etanol y se

seco en una estufa a 40°C.

3.- Caracterizacion preliminar de las propiedades del quitosano fungico

Posteriormente, se evaluaron propiedades basicas del quitosano obtenido tales como:
3.1.- Grado de desacetilacion (Parada et al., 2004)

Para la determinacion del contenido de grupos amino de la muestra de quitosano se

procedio a la disolucion de 0,25 g en 10 ml de HCI 0,3 M. A continuacion se titulé con

una solucién de NaOH 0,1 M.
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La valoracién se llevé a cabo midiendo el cambio de pH cada 2 ml de base afadida, la
adicion se realizo de forma lenta y con agitacion continda para homogenizar la solucién

y evitar errores debidos a la posible precipitacion del biopolimero (Parada, 2004).

La concentracion de los grupos amino del quitosano se determind utilizando la
expresion:

16.1 (y—x)f

% NH, =
2 ”

Donde y es el punto de inflexion mayor, x corresponde al punto de inflexion menor,
ambos expresados como volumenes, f es la molaridad de la solucién de NaOH, w el
peso en gramos de la muestra y 16,1 es un valor relacionado con el peso equivalente

del quitosano

3.2.- Rendimiento (Cocoletzi et al., 2009)

El rendimiento global (RG) del proceso se obtuvo utilizando la siguiente expresion:
RG = (RR/RT) x 100
Donde RT es la cantidad en gramos de la muestra de biomasa microbiana con la que

se comenzO el proceso y RR es igual a la cantidad en gramos del producto final

(quitosano).
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3.3.- Porcentaje de materia insoluble (Cocoletzi et al., 2009)

El porcentaje de materia insoluble se determiné disolviendo quitosano 0,5 % (p/v) en
una solucion de acido acético 0,1M con agitacion constante de 200 rpm, durante 24
horas; a continuacién, la muestra se filtr6 (papel filtro grado 610) y se sec6 en una

estufa hasta obtener un peso constante.

3.4.- Contenido de cenizas (Andlisis gravimétrico, segun el método 925-46.

AOAC,1990)
Las cenizas estan consideradas, de forma general, como el residuo inorganico de una

muestra que se obtiene al incinerar la muestra seca a 550°C. Estan constituidas por

oxidos, carbonatos, fosfatos y sustancias minerales.
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D.- RESULTADOS Y DISCUSIONES

1.- Caracterizacion del sustrato
El sustrato empleado para este estudio fue generado durante la transformacion del
cacao fermentado y seco por una empresa del estado Aragua. Se determind su

composicion fisicoquimica, la cual se presenta en el Cuadro 12.

Cuadro 12. Composicion fisicoquimica del sustrato e mpleado

.y Contenido (%)
Composicion
Base seca

Humedad 6,68

Proteina Cruda 10,96

Nitrégeno 1,75

Grasa cruda 1,32

Ceniza 6,84

Analisis Mineral

Ca 0,40

P 0,20

Mg 0,14

K 1,03

Na 0,06

Fibra cruda 15,30

Analisis Estructural
i 53,54
Fibra detergente neutra
. 14,44
Hemicelulosa 38.90
Fibra detergente acida '
Lignina 15,52
g 2271
Celulosa

Como se puede observar en el Cuadro 12, el sustrato en estudio estda compuesto
principalmente por carbohidratos complejos como la lignina (15,52%), celulosa (22,71%)
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y hemicelulosa (14,44%), asi como también presenta una fraccion importante de
minerales (6,84%). Estos resultados coinciden con los reportados por Yegres et al.,
(2001), el cual indica en su estudio que la cascarilla de cacao estda compuesta
principalmente por minerales (8,5%) y carbohidratos complejos representados por
fibras ricas en compuestos lignoceluloliticos (43,5%). Estos ultimos contienen celulosa,
hemicelulosa y lignina, polimeros dificiles de atacar por accion enzimatica, debido a la
ausencia de cadenas laterales que permiten a las moléculas acercarse unas a otras

para formar estructuras rigidas.

Con la utilizacion de estos desechos lignoceluloliticos, es posible aportar una fuente de
carbono de bajo costo mediante el uso de A. niger, microorganismo especializado en
este tipo de sustrato por su alta capacidad de excretar enzimas lignoceluloliticas,
obteniendo azucares fermentables los cuales posteriormente pueden ser utilizados en
procesos de fermentacion para la produccion de insumos de interés industrial tales
como el quitosano, enzimas, proteina microbiana, antibiéticos, alcohol, entre otros.
Adicionalmente la cascarilla de cacao, presenta en su composicion una elevada calidad
nutricional para el desarrollo de microorganismos debido a su alta composicion de

minerales.

ETAPA |
FASE DE SELECCION DE LA CEPA CON MAYOR CAPACIDAD DEGRADATIVA
Se recolectaron y analizaron los datos obtenidos a partir de los ensayos

correspondientes al disefio completamente aleatorizado al medir los cambios
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producidos en la actividad enzimética de las xilanasas y en el crecimiento microbiano
(biomasa microbiana). En este sentido, este disefio comprendid la utilizacién de 2
bloques representados por los dos aislados de A. niger (ANM-1 y ANG) en estudio
empleando dos concentraciones diferentes del sustrato en el medio (tratamientos T; =
30g/ly T, =2,5¢g/l) en el transcurso del tiempo de fermentacién (niveles 0, 12, 24, 48

horas). A continuacién se detallaran los resultados para cada variable.
1.- Actividad enzimatica de las xilanasas

El promedio de los datos obtenidos durante el ensayo para la actividad de las xilanasas
se muestra en la Figura 24, alli se puede observar que la mayor actividad reportada es

de 65,93 BXU/ml con ANM-1 a las 48 horas y una concentracion de sustrato de 2,5 g/l.

En el Cuadro 13, se muestran los resultados del analisis estadistico del efecto del tipo
de aislado usado ANM-1 o ANG (bloques) y de la concentracién del sustrato utilizado
(T, = 30g/l, T, = 2,5¢/) en la produccion de actividad enzimética de las xilanasas. El
andlisis de varianza de los datos revelé diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05), en cuanto a la actividad de las xilanasas producida para el aislado ANM-1 con
respecto a la obtenida por ANG, siendo superior la produccion de esta enzima por
ANM-1. Por su parte, no hubo diferencias significativas en relacion a los tratamientos ni

al tiempo o niveles del proceso (Cuadro 13).

80



WO

70 A
E 60 -
=)
x
a
© 50 -
(7]
©
c
= 40 -
>§ m 30g/I ANG
-.é 30 - m 30g/| ANM-1
5 m2,5g/| ANG
w ] -
w2 m2,5g/| ANM-1
©
T
>
= 10 A
Q
<

0

0 12 24 48
Tiempo (Horas)

Figura 24. Actividad enzimatica de las xilanasas durante el proceso de
fermentacion microbiana realizada por aislados de A. niger (ANM-1y ANG). (Cada

dato es el promedio de 3 repeticiones )

Cuadro 13. Resultados del Andlisis de varianza para la actividad enzimatica de las

xilanasas . Estudio de los tratamientos (T 1 = 30g/l, T, = 2,5g/l) y bloques (ANM-1y

ANG)
Factor p
BLOQUE 0,042*
TRATAMIENTO 0,184

BLOQUE * TRATAMIENTO 0,002**

NIVELES 0,978
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Cuadro 14. Anadlisis de varianza para la actividad enzimatica de las xilanasas.

Estudio de los tratamientos ( T1 = 30g/l, T, = 2,5g/l) y niveles (0, 12, 24, 48 horas).

Factor p
TRATAMIENTO 0,163
NIVELES 0,999

TRATAMIENTO * NIVELES 0,001**

BLOQUE 0,033*

* p<0,05

** n<0,025

2.- Biomasa microbiana

El promedio de los datos obtenidos durante el ensayo para la produccion de proteina
aportada por la biomasa microbiana se muestra en la Figura 25. Alli se puede observar
que el mayor porcentaje de proteina reportada fue de 23,98% con ANM-1 a las 24h y

concentracion de sustrato 2,5g/I de cultivo.

En el Cuadro 15, se muestran los resultados del analisis estadistico del efecto del tipo
de aislado usado ANM-1 o ANG (bloques) y de la concentracion del sustrato utilizado
(T, =309/, T, = 2,5g/l) en la produccion de biomasa microbiana. El analisis de varianza
de los datos revel6 diferencias estadisticamente significativas (p<0,05), en cuanto a la

biomasa microbiana producida para el aislado ANM-1 con respecto a la obtenida por
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ANG. Se obtuvo un incremento de 9,46% de proteina durante la fermentacion (Figura
25). Por su parte, el uso de 2,5 g/l de sustrato en el medio de cultivo (T2) resultd
altamente significativo (p<0,01) en relacion al resultado obtenido con T;. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas en relacién al tiempo del proceso

o niveles (Cuadro 15).

26 -

24

22 -

20 -
2 15 m 30g ANG
] m2,5g ANG
2
< 16 - = 30g ANM-1
xX

m2,5g ANM-1

14 -

12 A

10 -

0 12 24 48
Tiempo (horas)

Figura 25. Proteina aportada por la biomasa microbiana  duran te el proceso de
fermentacion realizada por los aislados de A. niger (ANM-1 y ANG). (Cada dato es

el promedio de 3 r epeticiones )
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Cuadro 15. Andlisis de varianza para la biomasa microbiana . Estudio de los

tratamientos (T 1 = 30g/l, T, = 2,5¢/l) y bloques (ANM- 1y ANG).

Factor p
BLOQUE 0,033*
TRATAMIENTO 0,000**

BLOQUE * TRATAMIENTO 0,022*

NIVELES 0,110

En el Cuadro 16 se puede observar el estudio estadistico del efecto realizado entre la
concentracion de cascarilla de cacao usada en el medio de cultivo (T, = 30g/l, T, =
2,5g/l) y el tiempo de fermentacion (0, 12, 24, 48 horas). Se puede observar que en el
andlisis de varianza se detectaron diferencias altamente significativas (p<0,01) entre los
tratamientos, resultando el tratamiento T, (2,5¢g/l) superior al T;. Por su parte, los
resultados mostraron diferencias estadisticamente significativa (p<0,05) en relacién al
efecto del tiempo de fermentacién, obteniendo la méaxima respuesta de produccién de

biomasa microbiana a las 24 horas.

En este sentido, a partir del analisis de los resultados obtenidos se determiné que el
tiempo de fermentacion mas acorde al proposito del trabajo corresponde a 24 horas.
Esto debido a que quedo evidenciado que el maximo nivel de crecimiento microbiano

(proteina microbiana) se produjo en dicho tiempo, obteniendo 23,98 % de proteina por
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el aislado ANM-1 y una actividad de xilanasa de 40,40 BXU/ml con la concentracion de

sustrato 2,5g/l.

Cuadro 16. Andlisis de varianza para la biomasa microbiana . Estudio de los

tratamientos (T 1 = 30g/l, T, = 2,5¢/l) y niveles (0, 12, 24, 48 horas).

Factor p
TRATAMIENTO 0,000**
NIVELES 0,022*

TRATAMIENTO * NIVELES 0,049*

Es importante resaltar para el tratamiento 2 (T, = 2,5¢g/l) el enriquecimiento proteico del
sustrato fue de 45,70% por parte del aislado ANM-1 luego del proceso de fermentacion,
esto debido al crecimiento microbiano (biomasa), ya que los mohos y levaduras estan
compuestos de 25-55% de proteinas (Scragg, 1996). Para efecto de este trabajo es
muy importante la determinacion del crecimiento microbiano ya que la proporciéon de
quitina es directamente proporcional a este, debido a que se encuentra en las paredes

celulares del microorganismo (Maghsoodi, 2008).

La bioconversion de la cascarilla de cacao con este aislado (ANM-1) con una
concentracion de sustrato de 2,5 g/l durante 24 horas es viable, obteniendo una alta

actividad enzimética de las xilanasas las cuales son capaces de degradar el sustrato,
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adicional a un gran aporte de biomasa microbiana el cual posteriormente puede ser

utilizado para generar otros metabolitos de interés tales como el quitosano.

ETAPAII
OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE CULTIVO PARA LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA DE LAS XILANASAS Y EL CRECIMIENTO MICROBIANO (BIOMASA

MICROBIANA)

Se realizé la aplicacion del disefio factorial 2° fraccionado para estudiar el efecto de la
concentracion de sustrato (cascara de cacao) (X;), temperatura (X;), agitacion (Xs),
urea (X4), glucosa (Xs) y residuos de papa (Xg), sobre la actividad enzimatica de las
xilanasas y la biomasa microbiana empleando el aislado (ANM-1) (Cuadro 10). Esto con
la finalidad de determinar la mejor condicion de cultivo para el aislado en mencion y
obtener de esa manera el mayor nivel de produccién de biomasa microbiana con la que

se ha reportado una relacion directamente proporcional a la produccion de quitina.
1.- Actividad enzimética de las xilanasas

Una vez obtenidos los datos del factorial y realizado el analisis de probabilidad y prueba
de t-student correspondiente a la regresion, los resultados muestran que hubo
diferencias estadisticamente significativas (p<0,025) para el factor agitaciéon. Sin
embargo, no hubo diferencias estadisticamente significativas en los demas factores

(concentracion de sustrato, temperatura, urea, glucosa y residuos de papa) para la
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produccion de actividad enzimética de las xilanasas. Por su parte, la regresion resulto

no significativa para la variable respuesta, obteniendo un R? de 0,041.

Como se puede observar en la Figura 26, los resultados muestran como las variables
mas influyentes al sustrato (cascara de cacao) (X;) y la agitacién (X3), debido a su
comportamiento, muestran su influencia en las variables estudiadas. Por su parte el
resto de los factores mostraron una tendencia estable y sin variaciones significativas.
Estos resultados coinciden con los obtenidos por Yegres et al., (2001), donde plantean
que la adicion de sales al medio (urea, sulfato de amonio, fosfato de potasio, etc) no
muestran incrementos significativos y parecieran retardar la produccion de enzimas
pécticas en un proceso de fermentacién a partir de cascarilla de cacao por un aislado
de A. niger. Este efecto es el resultado del gran aporte mineral presente en la
composicion de la cascarilla, el cual es suficiente para satisfacer las necesidades del

microorganismo.

2.- Biomasa microbiana

Los datos del factorial y el andlisis de probabilidad y t-student correspondiente a la
regresion, muestran que no hubo diferencias estadisticamente significativas en los
factores de estudio en relacidon a la produccion de biomasa microbiana. De igual forma,
la regresion resulté no significativa obteniendo un R? de 0,331. Como se puede
observar en la Figura 27, los resultados coinciden con los obtenidos para la actividad
enzimatica de las xilanasas, donde las variables mas influyentes fueron agitacion y

concentracion de sustrato. El resto de las variables mostraron una tendencia estable.
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Basado en estos graficos se procedid a disefiar y desarrollar un nuevo ensayo,
considerando la concentracion de sustrato y la agitacion como las variables regresoras,
para establecer el modelo cuadratico que permitiera encontrar las mejores condiciones
para la produccion de biomasa microbiana y actividad enzimatica xilanasa. Para ello, se

llevo a cabo un factorial 3% (Cuadro 17).

Cuadro 17 . Niveles de estudio de los factores que influyen s obre la produccion de

biomasa microbiana

Niveles
Factores -1 0 1
X Concentracion inicial del sustrato (g/l) 2,5 27,5 52,5
1
X2 Agitacion (rpm) 50 150 250

Cuadro 18 . Matriz del disefio factorial 32

Cascarilla | Agitacion
Exp X1 X2
1 -1 -1
2 -1 0
3 -1 1
4 0 -1
5 0 0
6 0 1
7 1 -1
8 1 0
9 1 1
10 0 0
11 0 0
12 0 0
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Realizado el estudio estadistico, se mostré6 que hay diferencias significativas entre los
tratamientos, y la regresion evidencidé que el modelo presenta un buen ajuste, con un
factor deterministico (R?) de 0,964 y 0,955 para la produccién de biomasa microbiana y

actividad enzimatica de las xilanasas, respectivamente.

En este sentido, una vez analizados los datos la metodologia de superficie respuesta,
se establecieron los coeficientes de regresion del modelo estimado para las variables
(Cuadro 19). Por su parte, la relacion entre las respuestas y las variables

independientes se observan en el Cuadro 20.

Cuadro 19. Coeficientes estimados por regresion del modelo p olin 6mico

determinado para la variable biomasa microbianay a  ctividad enzimatica xilanasa

Eactor Biomasa microbiana (Y) Actividad xilanasa (Y,)
Coeficiente t p Coeficiente t p
Constante 13,112 12,927 | 0,000 613,480 17,834 | 0,000
X1 -6,040 -6,658 | 0,001** | -218,317 | -7,096 | 0,000**
Xz -1,077 -1,187 | 0,280 -12,364 -0,402 0,702
XXy 7,431 5,461 | 0,002** | 114,491 2,481 0,048*
X1X2 1,684 1,516 | 0,180 -140,668 | -3,048 | 0,023*
XoXz -3,744 -2,751 | 0,033* -3,428 -0,091 0,930

El andlisis de estos resultados muestra una diferencia altamente significativa para el
factor lineal concentracién de sustrato (X;) sobre la produccion de biomasa microbiana
y produccion de enzimas xilanasas en el proceso de fermentacion por A. niger (ANM-1).

De igual forma, los factores cuadraticos X1X; y X2X, presentan diferencias significativa
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para la variable biomasa microbiana. Mientras que, los factores de interaccion X;X; y

X1 X2 son estadisticamente significativa para la actividad enzimatica xilanasa.

Cuadro 20 . Resultados observados en los ensayosy  valores estimados obtenidos

para las variables biomasa microbiana (Y 1)y actividad de xilanasas (Y »)

X1 X5 Biomasa microbiana (Y;) | Actividad xilanasa (Y5)
(Concentracién de (Agitacion)

sustrato) Estimado | Observado | Estimado | Observado
-1 -1 24,758 24,6589 816,27 789,67
-1 0 26,583 29,9581 946,29 901,53
-1 1 20,92 17,6453 794,97 866,33
0 -1 10,445 10,1603 485,18 582,41
0 0 13,112 12,3938 613,48 611,21
0 1 8,291 10,9864 460,45 368,62
1 -1 10,994 11,3806 383,06 312,43
1 0 14,503 13,5388 509,65 559,82
1 1 10,524 11,1044 354,91 375,38
0 0 13,112 12,2785 613,48 603,58
0 0 13,112 12,6666 613,48 630,15
0 0 13,112 12,6988 613,48 603,58

Para cada variable se determindé el modelo cuadréatico, con el que se describe la
respuesta correspondiente a las variables biomasa microbiana (Y;) y actividad
enzimatica xilanasa (Y2), las ecuaciones del modelo resultante se muestran a

continuacion:
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Proteina microbiana (%) =

13,112 + (-6,040%Xy) + (-1,077*X,) + (7,431*X,Xy) + (1,684*X,X,) + (-3,744%X,X)

Actividad enzimédtica de las xilanasas (BXU/ml) =

613,480 + (-218,317*X,) + (-12,364*X,) + (114,491*X,X,) + (-140,668*X,X,) + (-3,428* X1X»)

Por su parte, al obtener el polinomio ajustado para las variables dependientes, se
estableci6 la superficie de respuesta con la finalidad de poder observar las condiciones

Optimas para la produccion de biomasa microbiana y actividad enzimatica de las

xilanasas. Las graficas de superficie se muestran en la Figura 28.

Figura 28. Graficas de superficie de respuesta para la produ ccién de biomasa
microbiana (A) y actividad enzimética xilanasa (B), en relacion con los factores

estudiados (concentracion de sustrato y agitacion).
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Para las variables en estudio (biomasa microbiana y actividad enzimatica xilanasa) el
punto critico fue un punto de silla y no un punto maximo por lo que se manifiesta en la
grafica (Figura 28). Por tal razon, se procedié a realizar el analisis de Ridge,
manteniendo constante el factor agitacion (150rpm) debido a que tuvo menos influencia
sobre las variables, mediante este analisis se estimo el valor de las variables estudiadas

(Cuadro 21).

Cuadro 22. Resultados obtenidos en el punto critico y punto medio para la
caracterizacion de las superficie de respuesta en la optimizacion de las variables

biomasa microbiana y actividad enzimatica xilanasa

Xo Yo

BIOMASA ACTIVIDAD BIOMASA EAI\\ICZ-II-ICI/ 'l?r‘cl? A

MICROBIANA ENZIMATICA MICROBIANA YILANASA
0 i 0 i

(% Proteina) XILANASA (BXU/mI) (% Proteina) (BXU/mI)

PUNTO | X;=144,89 rpm X1=144,44 rpm
CRITICO | X,=37,805 g/l X,=51,315 g/l 11,895 509,84
PUNTO X1 =150 rpm X1 =150 rpm
MEDIO X,=27,5 g/l X, =27,509/ 13,112 613,48

Los resultados revelaron que el valor mas elevado de la biomasa microbiana dentro de
los limites de la region estudiada fue de 26,583% de proteina con una concentracion de
sustrato de 2,5g/l. Esto coincide con los resultados obtenidos para la variable actividad
enzimatica de las xilanasas, donde el valor mas elevado para esta variable fue de

946,29 BXU/ml con una concentracion de sustrato de 2,5g/I.
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Cuadro 21. Estimacion segun el andlisis de Ridge para una respuesta

la biomasa microbiana y la acti

maxima en

vidad enzimatica xilanasa en el proceso de

fermentacion de la cascarilla de cacao por A. niger (ANM-1).

Agitacion | Sustrato | Xilanasa Biomasa microbiana
150 27,5 613,48 13,112
150 26,75 620,13 13,3
150 26 626,99 13,501
150 25,25 634,06 13,716
150 24,5 641,33 13,944
150 23,75 648,8 14,185
150 23 656,49 14,44
150 22,25 664,38 14,708
150 21,5 672,47 14,99
150 20,75 680,77 15,285
150 20 689,28 15,593
150 19,25 697,99 15,914
150 18,5 706,91 16,249
150 17,75 716,04 16,598
150 17 725,37 16,96
150 16,25 734,91 17,335
150 15,5 744,65 17,723
150 14,75 754,6 18,125
150 14 764,76 18,54
150 13,25 775,12 18,969
150 12,5 785,69 19,411
150 11,75 796,46 19,867
150 11 807,44 20,335
150 10,25 818,63 20,817
150 9,5 830,02 21,313
150 8,75 841,62 21,822
150 8 853,42 22,344
150 7,25 865,43 22,88
150 6,5 877,65 23,429
150 5,75 890,07 23,991
150 5 902,7 24,567
150 4,25 915,54 25,156
150 3,5 928,58 25,759
150 2,75 941,83 26,375
150 2,5 946,29 26,583
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Con la estimacion segun el andlisis Ridge (Cuadro 21) se logré el incremento de la
biomasa microbiana y actividad enzimética xilanasa en 54,68% y 45,31%
respectivamente con respecto al punto critico. Asi mismo, se logré incrementar las
variables en estudio en 50,67% para la biomasa microbiana y 35,17% para la actividad

enzimatica xilanasa con respecto al punto medio (Cuadro 22).

En este sentido, en un sistema de fermentacion sumergido a escala de laboratorio, las
condiciones Optimas para la produccién de biomasa microbiana y actividad enzimética
xilanasa por Aspergillus niger (ANM-1) a partir de la degradacion de cascarilla de cacao,
fueron las siguientes: Concentracion de sustrato 2,5 g/l, agitacion 150 rpm, pH inicial
4,7, temperatura 35°C, sin adicion de sales al medio. Estos resultados coinciden con los
planteados por Yegres et al.,, (2001), donde en su investigacion en un sistema de
fermentacion las condiciones Optimas para el crecimiento de un aislado de A. niger a

partir de cascara de cacao fue de: 30°C, pH 4,8, sin adicion de sales al medio.

ETAPAII
CARACTERIZACION DE LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS D EL QUITOSANO
PRODUCIDO A PARTIR DE LA QUITINA OBTENIDA POR LA BI OCONVERSION DE

LA CASCARILLA DE CACAO POR Aspergillus niger (ANM-1).

1.- Proceso de fermentacion
Una vez obtenidas las condiciones 6ptimas de cultivo se procedi6 a realizar el cultivo en

fermentador de mayor capacidad para obtener mayor cantidad de micelio y de esa
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manera extraer la quitina de las paredes celulares de micelio y su posterior
transformacion en quitosano. El microorganismos fue cultivado en un fermentador de 4
litros de capacidad empleando las condiciones Optimas, a 35°C, 150rpm, aireaciéon de

3vvm, el inoculo fue del 10%. (Figura 29).

Figura 29. Proceso de fermentacién para la obtencion de biomas  a microbiana a

partir de la degradacién de cascarilla de cacao por A. niger (ANM-1).

Una vez finalizado el proceso de fermentacién, se procedié a filtrar la biomasa

microbiana (Figura 30). Durante esta etapa se obtuvo 58,32g de biomasa microbiana en
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los 4 litros de cultivo fermentados. Lo que equivale a 14,589 de biomasa por cada litro
de fermentacion a partir de cascarilla de cacao por A. niger. Es importante resaltar que
se realizaron 5 tandas de fermentacion, obteniendo en total 291,6 g de biomasa, a partir
de la cual consecutivamente se realizd el proceso de extraccion de quitina y su

posterior transformacion en quitosano.

Figura 30 . Biomasa microbiana obtenida a partir de la degrad  acién de cascarilla

de cacao por A. niger (ANM-1).

2.- Estudio de la cinética de fermentacion
Durante el proceso de fermentacion, se realizé el monitoreo de los cambios producidos
mediante las determinaciones de pH, azlcares reductores y actividad enziméatica de las

xilanasas.
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En la Figura 31, se observa que el pH descendié durante el tiempo de fermentacion
hasta 3,54. Lo anterior coincide con el estudio llevado a cabo por algunos autores
donde se reporta que esa disminucion es atribuida a la produccién de acidos organicos
por el microorganismo durante el proceso. Segun Wainwright, (1992), Aspergillus niger

es particularmente importante en la fabricacion acido citrico y gluconico.

4,8 -

4,6 -

pH

3,4 -

0 4 8 12 16 20 24

Tiempo (horas)

Figura 31. Comportamiento del pH durante el proceso de fermentacion de

cascarilla de cacao con el aislado de  A. niger (ANM-1).

Por su parte, se puede observar en la Figura 32 durante el proceso de fermentacion el
incremento en las primeras 4 horas del 31,5% del contenido de azucares en el caldo,

producto de la hidrdlisis de los carbohidratos complejos presentes en el sustrato y su
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degradacién en azlcares simples. Esta hidrélisis del sustrato es consecuencia de la
accion de las enzimas excretadas por Aspergillus niger, liberando azlcares
fermentables (Monsalve et al, 2006). Posterior a este periodo, se observa una
disminucién de un 39,5% del contenido de azlcares, debido a su utilizacion por parte
del microorganismo para el desarrollo y crecimiento microbiano, debido a que al ser su
fuente de energia mas facil de metabolizar el hongo va hacer uso de la misma en
primera instancia (Morales et al., 1999). Lo anterior permite que los niveles de azucares
no causen la inhibicidn, ni se experimenten cambios fisiologicos en A. niger producto del

mecanismo de regulacion fisiolégica conocido como represion catabdlica (Dominguez,

2008).

1200,00 - - 0,450
- 0,400

1000,00 -
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200,00 -
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0 4 8 12 16 20 24
—@— Actividad Xilanasa Concentracion de aztcares (g/100ml)

Figura 32. Concentracion de azucares reductores y actividad en  zimatica de las
xilanasa duran te el proceso de fermentacién de cascarilla de caca o con el aislado

de A. niger (ANM-1).
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De igual forma, este ensayo muestra el comportamiento en la produccion de enzimas
xilanasas como respuesta a la capacidad degradativa por parte de A. niger. En la Figura
32 se evidencia que la actividad enziméatica maéaxima de las xilanasa con un valor de
723,14 BXU/ml se alcanza a las 16 horas de iniciado el proceso fermentacion y

posteriormente disminuye.

De estos resultados podria considerarse dos aspectos importantes, Por una parte, el
comportamiento observado durante las primeras horas del proceso seria consecuencia
de que el microorganismo activa la maquinaria enzimatica para producir las enzimas
xilanasas, observandose un incremento de la concentracion de azucares producto de la
hidrdlisis enzimética. En segundo lugar, a partir de las 8 horas, el hongo primero
consume los azucares solubles que se encuentran en el medio y, una vez que
comienzan a agotarse, vuelven a producir enzimas xilanasas que hidrolicen el sustrato
nuevamente. Estos resultados coinciden con lo propuesto por Fondevilla (1998), donde
propone que las enzimas hidrolizarian los polisacaridos a azlUcares mas pequefios

(mono y disacaridos) de facil asimilacion.

Estos resultados coinciden con los reportados por Fuentes et al., (2005), donde la
mayor produccion xilanolitica se presento en fermentacion en estado sumergido a partir

de salvado de trigo a 37°C, obteniendo 665,7 BXU/ml de actividad a las 72 horas.

Es importante resaltar, que para la utilizacion de estas enzimas en la industria, se hace

necesario en investigaciones posteriores purificar dichas enzimas, y evaluar sus
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propiedades fisicoquimicas y funcionales, ademas de estudiar sus condiciones éptimas

de actividad y su termoresistencia para ser incluida en procesos que impliquen

tratamientos térmicos como la pelletizacion en la alimentacién animal

3.- Caracterizacion preliminar del quitosano obtenido

A partir de los 291,6 g de biomasa obtenidos en el proceso de fermentacion, se
procedio a realizar el proceso de extraccion de quitina y su posterior transformacion en
quitosano. Durante el proceso de obtencion de quitosano se determiné que el
rendimiento fue de 1,047% (Figura 33). La tendencia expuesta anteriormente coincide
con los resultados obtenidos en otros estudios. Balanta (2010), extrajo quitosano a

partir del micelio de A. niger y logré un rendimiento de 1,07% en su investigacion.

Figura 33 . Quitosano obtenido a partir de la quitina obtenid a por la bioconversion

de la cascarilla de cacao por Aspergillus niger (ANM-1).
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El cuadro 23 muestra los resultados de la determinacién del grado de desacetilacion,
porcentaje de ceniza y materia insoluble del quitosano fangico obtenido con la quitina
extraida de la biomasa microbiana de A. niger (ANM-1), en el mismo cuadro se incluyen

valores reportados por otros autores para muestras de quitosano fangico

Cuadro 23 . Porcentaje de cenizas, grado de desacetilaciony  materia insoluble del

quitosano fungico obtenido con la quitina extraida de la biomasa microbiana de

A. niger (ANM-1).

% Grado de % Materia
Muestra Procedencia % Cenizas
desacetilacion insoluble
Biomasa
Este trabajo 86,64 1,06 3,531
A. niger (ANM-1)
Cocoletzi etal., Exoesqueleto de
- 1,40 1,80
2009 camaron
Biomasa
Balanta et al., 2010 77,04 - -
A. niger
Biomasa
Khalaf, 2004 73-90 - -
A. niger
Pochanavanich y Biomasa
90 - -
Suntornsuk, 2002 A. niger TISTR3245

El grado de desacetilacion indica el contenido de grupos amino presentes en una

muestra de quitosano, este fue determinado por titulacion potenciométrica (Parada et al,
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2004). En la Figura 34 se puede apreciar que la curva de titulacion obtenida presento 2
puntos de inflexion, cuyos valores fueron determinados segun el criterio de la primera
derivada, esto coincide con los resultados reportados por Parada et al, (2004). La
diferencia entre los puntos de inflexion representa la cantidad de acido requerido para

protonar los grupos aminos del quitosano obtenido.
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Figura 34 . Curva de titulacion para el quitosano fangico obt enido a partir de la
quitina producida por la bioconversion de la cascar illa de cacao por A. niger
(ANM-1). En el recuadro se muestra la primera derivada, los mMaximos

corresponden a los puntos de inflexion
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De esta Figura 34 se ve que x = 64 mlyy = 76 ml. El grado de desacetilacion se obtuvo
con la ecuacion propuesta por Parada et al, (2004), utilizando 0,223 g de quitosano.
Por lo tanto, el grado de desacetilacion fue de 86,64%. Es importante hacer notar que el
quitosano comercial que se ofrece en el mercado presenta un porcentaje de
desacetilaciéon a partir del 60%. Por su parte, como se observa en el cuadro 25, estos
resultados coinciden con los obtenidos por otros autores, obteniendo un quitosano con

un alto grado de desacetilacion.

El grado de desacetilacion es un parametro importante que afecta a las propiedades
fisico-quimicas del quitosano. De hecho, la carga positiva de gran densidad debido al
alto grado de desacetilacion del quitosano obtenido por biomasa fdngica presenta
propiedades Unicas para aplicaciones industriales, en particular como el quitosano para
la coagulacion de agentes fisicos y quimicos en el tratamiento de aguas residuales, asi
como también como un agente quelante y clarificante en la industria de alimentos, y

como un agente antimicrobiano (Khalaf, 2004).

El resultado correspondiente al porcentaje de ceniza esta influenciado por la presencia
de impurezas de tipo mineral, como el calcio, contenido en sales de CaCO;3 o incluso la
presencia de contaminantes metalicos (Cocoletzi et al., 2009). El contenido de cenizas
en el quitosano obtenido fue de 1,06%. El valor obtenido es inferior respecto a las
muestras analizadas por Cocoletzi et al., (2009), los cuales reportaron en su
investigacion un contenido de cenizas de 1,40%. Segun este autor, el resultado

depende, en gran medida, del origen, propiedades y condiciones de obtencion del
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quitosano. Durante la transformacion de quitosano, se utilizan altas concentraciones de
NaOH (40%), debido a las caracteristicas estructurales de este polimero, es posible la

retencion de impurezas, las cuales se ven reflejadas en este analisis.

Por su parte, la concentracion de material insoluble es superior a la de las muestras
obtenidas en su investigacion por Cocoletzi et al., (2009) a partir de exoesqueleto de
camaron. Este respuesta, podria ser el resultado de que durante el proceso de
extraccion de quitina, a pesar de todos los procesos quimicos a la cual es sometida la
biomasa microbiana, no se logra toda la separacion del sustrato y la biomasa, es
posible que queden restos de cascarilla de cacao los cuales presentan material

inorgénico, que son insolubles al acido acético.

Basado en las propiedades fisicoquimicas del quitosano obtenido el cual presenté un
alto grado de desacetilacion, bajo contenido de cenizas y bajo contenido de materia
insoluble, algunos autores proponen su uso en la industria de alimentos, tratamientos

de aguas, industria farmacéutica, entre otros.

En este sentido, Guibal (2004), ha estudiado el efecto del quitosano sobre las
propiedades la adsorcion de metales, colorantes y compuestos organicos entre otros. El
proceso de coagulacion-floculacién, asi como la adsorcion proceso depende del grado
de desacetilacion, el quitosano es mas eficiente que la quitina para eliminar los iones de

metal. Comparando muestras de quitosano con diferentes grados de desacetilacion
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para la adsorcibn de un colorante azoico la muestra con el mayor grado de

desacetilacion mostré la mayor eficiencia.

Asi mismo, recientemente, Liu et al., (2008) han informado de que las ratas
alimentadas con dietas que contienen el quitosano con mayor grado de desacetilacion
reduce significativamente el colesterol plasmatico LDL-C y aumento el nivel de HDL-C.

Adicionalmente, los resultados de los experimentos indican que, en general, el
quitosano de bajo peso molecular (27,5 kDa), viscosidad mediana (48 a 78 kDa) y alto
grado de desacetilacion (85-98%) son efectiva para suprimir el crecimiento de las
bacterias gram-positivas y gram-negativas (Aranaz et al., 2009). Por su parte, los
estudios sobre el efecto de la solubilidad del quitosano revelan que el quitosano
insoluble en agua muestra mayor efecto antimicrobiano. Las muestras con una
solucion de alto grado de desacetilacion extendieron el periodo de vida util de 5 a 9

dias. (Tsai et al., (2002).

Por otra parte, una importante aplicacion del quitosano en la industria es en el
desarrollo de sistemas de administracion de farmacos como las nanoparticulas,
hidrogeles, microesferas, las peliculas y tablas. Tres caracteristicas principales de
quitosano a considerar son: peso molecular, el grado de acetilacion y la pureza

(contenido de cenizas) (Aranaz et al., 2009).

En este sentido, el presente trabajo, constituye un aporte importante en el estudio

preliminar de la produccion de actividad enzimatica xilanasa y biomasa microbiana de
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A. niger producida a partir de cascarilla de cacao para la extraccion de quitina y su
posterior transformacion. Mediante la optimizacion de la biomasa microbiana y la
actividad enziméatica de las xilanasas, usados como indicadores de la degradacion del
sustrato y crecimiento microbiano, se logré mejorar la eficiencia del proceso en 50,67%
y 35,17% para la biomasa microbiana y actividad enziméatica xilanasa, respectivamente.
A partir de la biomasa fangica se extrajo quitina la cual fue transformada en quitosano
revelando un gran potencial de acuerdo al estudio preliminar de sus propiedades
fisicoquimicas. Por otra parte, con el caldo enzimético obtenido, se hace necesario la
purificacion de las enzimas xilanasas y su posterior estudio. Asi mismo, investigaciones
adicionales deben orientarse en la profundizacion de las propiedades del quitosano
fungico obtenido a partir de la transformacion de la quitina extraida de las paredes
celulares de microorganismos cultivamos a partir de residuos lignoceluloliticos y sus

posibles usos en la industria.
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E.- CONCLUSIONES

De los microorganismos evaluados, el aislado de Aspergillus niger (ANM-1),
demostré6 de manera significativa tener mayor capacidad de degradacion en el
proceso de fermentacién a partir de cascarilla de cacao segun su capacidad
enzimatica (actividad de las xilanasas) y de crecimiento (proteina microbiana),

por lo cual fue seleccionado para las experiencias realizadas en este trabajo.

Se determing, a través del disefio completamente aleatorizado que el tiempo de
fermentacion mas acorde al propdésito del trabajo fue de 24 horas. Logrando el
méaximo nivel de crecimiento microbiano (proteina microbiana) en dicho tiempo,
obteniendo 23,98 % de proteina por el aislado ANM-1 y una actividad de xilanasa

de 40,40 BXU/ml con la concentracion de sustrato 2,5g/I.

Factores fisicos y quimicos tales como la temperatura, pH, urea, glucosa,
residuos de papa, resultan no influenciar significativamente a la actividad de las
xilanasas y al crecimiento microbiano (proteina microbiana). En este sentido, la
cascarilla de cacao constituye, sin necesidad de afadirles nutrientes, un sustrato
adecuado para formular medios de cultivo para el desarrollo microbiano en un

sistema de fermentacion sumergido.

Mediante el uso de la metodologia de superficie respuesta, se determinaron los

factores significativos en las condiciones de cultivo (concentracion de sustrato:
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2,59/l; agitacion: 150rpm) que permiten incrementar respecto al control, en
50,67% y 35,17% el crecimiento microbiano y la actividad enzimatica xilanasa
respectivamente, cuando el aislado ANM-1 utiliza los desechos del

procesamiento de cacao como sustrato.

Se desarroll6 un esquema del proceso biotecnoldgico para la obtencion de
quitosano a partir de la quitina extraida de las paredes celulares de la biomasa

microbiana en condiciones optimizadas de la cascarilla de cacao por A. niger.
Se caracterizo en forma preliminar el quitosano obtenido. Este polimero presento

un alto grado de desacetilacion (86,64%), bajo contenido de cenizas (1,06%) y

bajo contenido de materia insoluble (3,53%).
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F.- RECOMENDACIONES

Se sugiere determinar el peso molecular del quitosano obtenido a partir de la
quitina extraida de la biomasa microbiana obtenida por fermentacion de la

cascarilla de cacao por el aislado ANM-1

Es necesario purificar las enzimas xilanasas obtenidas, y evaluar sus
propiedades fisicoquimicas y funcionales, ademas de estudiar sus condiciones

Optimas de actividad y de termoresistencia.

Se recomienda evaluar los posibles usos del quitosano obtenido, cuyas
propiedades parecen ser potenciales, en industrias tales como alimentos,

farmacéutica y sistemas de tratamientos de agua.
Evaluar los estudios de factibilidad técnico-econémico del proceso biotecnoldgico

desarrollado con A. niger a partir de la valorizacion de los desechos del

procesamiento de cacao.
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Anexo la . Estudio estadistico de los diferentes factores es

ANEXO 1

la actividad enzimatica xilanasa

tudiados en funcién de

Factor t p
X1 Concentracion de sustrato -0,306 0,762
X2 Temperatura 0,330 0,744
X3 Agitacion 2,407 0,025*
X4 Urea -1,089 0,288
X5 Glucosa 0,218 0,830
X6 Residuos de papa -0,263 0,795

Anexo 1b . Estudio estadistico de los diferentes factores es

la biomasa microbiana

tudiados en funcién de

Factor t p
X1 Concentracion de sustrato 0,130 1,687
X2 Temperatura -0,548 0,599
X3 Agitacion -0,802 0,446
X4 Urea -1,030 0,333
X5 Glucosa 0,434 0,676
X6 Residuos de papa -0,263 0,795
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