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CUADRO 8

PARAMETROS FISICOS DEL SUSTRATO FERMENTADO

Sustrato ~ Humedad Pérdida de pH final
final materia seca
(%) (%)
A * 80,87 * 2,430 * 3.0
t 0.14 ¥ 0.73 * 0.12
** §1.52! 5.55" . 3.2
T 0.25 ¥ ol.41 ' t 0,12
B 81.42 5.08 T 3.7
* 0.25 * 1,28 t 0.07
82.25 9,84 5.9
L 0,33 * 2,08 t 0.09
C 81.83 2.86 3.8
$ 0.22 * 1.36 ¢ 0.15
82.77 . 11.06 5.9
2 0.19 ¥ 1,65 * 0.09
D 81.24 4,26 4.8
t 0.02 + 0,09 * 0.01
83.62 16.43 6.3
¥ 0,20 t 1.03 * 0.05
carente de nitrdgeno agregado ' Media
nitrégenc agregade a mitad de * Degviacidn estdndar .
1a concentracidn esténdar n=30en A, B, C, D,
dnicamente urea - * 24 hrs de fermentacidn
) nitrégeno agregado a concen- ** 67 hrg de fermentacidn

tracidn estdndar




CUADRO 9

CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS SOLUBLES TOTALES EN
LOS DIFERENTES PRODUCTOS OBTENIDOS DESPUES DE
24 y 67 HORAS DE FERMENRTACION
(5 Base Seca)

Sustrato 24 hrs de 67 hrs de
fermentacidn fermentacidn
A 13.47" . 12.84" .
T 0.4258 - 0.2008
B 14,54 10.38
’ T 0.0131 ¥ -0.1489
C 14.42 13.53
+ 0,2088 * 0.2473
D " 10.63 10.17
¥ 0.1508 * 0.3196
Pulpa " 14.55
A carente de nitrégeno agregado ' Media
B nitrdgeno agregado a mitad de + Desviacién
la concentracidén estandar = estdndar
C Onicamente urea n=30 en A, B,
D nitrégeno agregado a la con- C, D.

centracidn esténdar
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1. RESUMEN

En el presente estudio se evalud el efecto del agregado
de diferentes concentraciones de sales de nitrdgeno, sobre el

grado de crecimiento y utilizacidn de diferentes carbohidra--

tos, por Aspergillus niger, al cultividrsele por la tecnologia
de fermentacidn sélida sobre pulpa de café como linica fuente
de carbono.

Para el efecto se utilizaron cuatro sustratos distintos
los cuales contenian pulpa de-café y sales de nitrdgeno a{dig
tintas concentraciones. Al primero no se le agregaronusaleS'
de nitrégeno, al segundo se le adiciond urea (1.73 grs%) y -
sulfato de émonio (3.75 grs?%); al tercerc Gnicamente urea -; 
(1.75 grs%) y al cuarto se le agregé 3.5 grs% de urea y 7.50
grs% de sulfato de amonio. Estos cuatro sustratos fueron --
inoculados con espoias de A. niger (2x107 esporas/g seco) ylu
sometidos a un proceso de fermentacidn sélida por 24 y 67 -
horas. Durante el mismo fueron estudiados los cambios.f{si-
cos como pH, pérdida de materia seca y humedad a los dos ~-
tiempos de fermentacidn, También se evaluaron los. cambios
en contenido de carbohidratos soclubles totales, carbohidra-.
tos reductores, hexosas, pentosas y cetosas de la pulpa de
café durante la fermentacién.

Determinaciones graviméfricas de celulosa, hemicelulosa

y fibra de la pulpa también fueron realizadas, antes y des--

puéds del proceso de fermentacién,




La capacidad de utilizacién de carbohidratos por ---
A. niger se determind por medio de auxonogramas de carbono,
con el fin de establecer la relacién entre éstos y los préf
sentes en la pulpa de café.

Ademis, después de los dos tlempos de fermentacidn --
evaluados (24 y 67 hrs) se encontrd que en los sustratos -
que contenfan sales de nitrdgeno hubo una mayor pérdida de
materia seca vy un mayor contenido de humedad que en el sus
trato que carecid de sales de nitrdgeno. Estas diferencias
fueron altamente significativas (P{0.001).

Los carbohidratos solub}es totales dismiﬁuyeron signi-

ficativamente (P¢0.001), después de 24 y 67 horas de fermen
tacidn en los cuatro sustratos sélidos; existiendo diferen-
clas altamente significativas (P(0.001) entre los distintos
sustratos evaluados.

| La concentrécién de hexosas y carbohidratos reductores
aumentd después de 24 hrs de fermeﬁtacién, posiblemgnte de-
bido a una degradacidn de la celulosa u otro polisacdrido -
por enzimas que posee A. niger. Este aumentc en los dos -~
tipos de carbohidratos citados, fue altamente significativo
(P<0.001), existiendo ademds diferencias significativas ---
(P{0.01), entre los tipos de sustratos evaluados.

La celulosa y la fibra de la pulpa de café tuvieron u-
na disminucidén altamente significativa (P€0.001), después -
del dltimo tiempo de fermentacidn (67 hrs), lo que amplia la

probabilidad de uso del producto fermentado en la alimenta--




cidén animal, pudiéndose sugerir para animales monogdstricos.
Existieron diferencias entre los sustratos, ya que se obtuvo_
un mayor descenso de celulosa, y fibra en los sustratos que
4 contenian nitrdgeno a mds altas concentraciones que en los -
que no lo contenian.
En conclusidn, la concentracién y dispohibilidad
de nitrdgeno estuvo relacionada directamente con la utiliza-
cién de carbohidratos. La disminucidn de celulosa y fibra

contribuyd al mejoramiento de la calidad de la pulpa de café,

como posible alimento para animales.




D

‘ o4

II. INTRODUCCION
La pulpa de café uno de los principales desechos agri-
colas de Guatemala, La contaminacién ambiental que ésta cau

sa al ser eliminada en los rios ha impulsado diversas inves-

tigaciones sobre sus posibles usos en diferentes campos.(ld,
- 11,12,49). Dentro dé las mismas destacan las 1nvé$tigacio-
nes realizadas para determinar el posible usc de la pulpa en
1a alimentacién animal (10,43). Estos tamﬁién.han vertido -
informacién sobre la presencia en la pulpa de café de faéto-
res antifisiol§gicos que limitan su uso directo en la alimen
tacidén animal. Los mismos han sido tentativamente identifi-
cados como la cafeina, los polifenoles y el alto contenido
de paredeé celulares de la pulpa de café (9,46).
Tecnolog{as de extraccidn de cafefna y de fermentacidn
anaerdbica y aerdbica se han evaluado para mejorar la cali-
~ dad nutri¢ional de la pulpa de café (10,43,65).. Entre &s-
tas una alternativa atrdctiva y que promete viabilidad es -
la fermentacién sdlida recientemente evaluada en pulpa de -
- café (49). |
Debido &4 que muy poco es conocide de la naturaleza de
los carbohidratos solubles de la pulpa de café, que son. las
principales fuentes de energfa suplidas por este maéerial -
para la fermentacidn, el presente estudio comprende la iden’

tificacidn de tales compuestos y el seguimiento de los cam-

bios en su concentracidn a través de la fermentacidn sdlida




del producto, utilizando A. niger. Los hallazgos obtenidos en
este estudio, sientan las bases para la realizacidn de otras -
investigaciones que conlleven a aumentar la eficiencia de la -

. fermentacidn sélida, y asi mejorar la calidad nutricional de -

la pulpa de café.




I11I. ANTECEDENTES
&. PULPA DE CAFE

a. Generalidades:

£l café es uno de los principales productos agricolas en
Centro América. Como €ste se obtiene en grandes cantidades -
(Cuadro 1), es deseable aprovechar en la mejor forma posible
los subproductos que quedan después del procesamiento del gra
no de café.

La pulpa de café es la parte del fruto de café formada .
por el epicarpio o pelicula roja exterior, y casi la totalidad
del mesocarpio o capa de tejido blando y hialino que rodea al
pergamino o endocarpio. Esta se desprende del grano, en la fg

se inicial del beneficiado del café (57). La pulpa es trans--

portada por agua a un sistema de desperdicios de donde es posi

ble obtenerla para ser utilizada. Segin Bressani y col. (8) -

de 1 kg de fruto de café se dbtienen 432 grs de pulpa de café,
lo que representa el 28.7% en peso del fruto en base seca. En

el Cuadro 1 puede verse la produccidén de café y la disponibili -

dad de la pulpa en Centro América, lo que ofrece gran oportuni
dad de investigar procesos en los cuales esta pulpa puede ser
utilizada.

b. Composicidn quimica:

Valores representativos de la composicién quimica de la

pulpa de café se presentan en el Cuadro 2. El contenido de -

humedad de la pulpa fresca es muy alty y representa el princi




pal problema en su utilizacién, transporte y uso directo en la
alimentacidn animal.

¢. Compuestos orginicos:

La pulpa de café es un desecho agricola rico en camﬁuésfgg
orgénicos, tales como los carbohidratos solubles y estructura--
les.

Los carbohidratos sﬁlubles son monosacdridos (47)., Estos
monosacéridqs son comiinmente determinados como carbohidratos -
solubles totales, los valores varfan dependiendo del tratamien
to y procesamiento de la pui;a. Molina y col (42) informan va
lores de 9.03% de azficares solubles totales en pulpa deshidra-
tada a 120°C, Elfas (18) informa 14.4% de los mismos en pulpa
no tratada. Los azlcares solubles se reducen"a un 1.54% cuan-
do es percolada a 94°C (43). Los tfatamiepto alcalinos que se
le dan a la pulpa de café para su detoxificacién reducen 10; -
azficares solubles a medida que aumenta la concehtf#éién del --.
alcali (24).

Los carbohidratos estructurales de la pulpa de céfé son
polisacdridos como la celulosa y la hemicelulosa, la.pr;méfa
se encuentra en mayor cantidad que la segunda, con valores de
17.7% para la celulosa y 2.3% para la hemicelulosa como puede
verse en el Cuadro &, Murillo (47) informe valores de 30% de
celulosa y 0.4% de hemicelulosa en pulpa de café ensilada,

Bressani y col (8) informan que la protef{ra de la pulpa

contiene niveles de aminodcidos comparables o-superiores a -
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los que de otras fuentes de prote{na vegetal como lo son las
harinas de algoddn y de soya (Cuadro 3). Gémez Bremes (25)
encontrd valores de aminoéqidos mds bajos de los descritos -
por Bressani (8) para la pulpa de café, De acuerdo con éste,
alrededor del 40% del nitrdgeno total de la pulpa de café, es.
nitrégeno no pfoteico (cafeina, purinas y nityégeno indrgani-
co). Por consiguiente la menor concentracién de los aminoa-
cidos puedé deberse a que solamente alrededof del GOZ.del -
nitrégeno proviene de la prdte{na. Los valores qulicados de
protefna cruda varfan Aguirre (1) informa 9.2% y Bressani (8)
11.2%. El contenido de fibra cruda segin Jaffé y Ortiz (31)
es de 18.1%; Aguiffe (1) iﬁforma valores de 13,2% a 27.6%.

d. Posibles usos de la pulpa de café:

1. Como abono:

Sudrez de Castro (57) informa que la pulpa de café es em
pleada como fertilizante en las mismas plantaciones de café’
por su alto contenido orgénico.y su bajo costo, complementan;

do asi la accién de los fertilizantes orgdnicos.

-

2. En la alimentacidn animal:

La posible utilizacién de la pulpa de café en la alimen-
tacidén de cerdos, ganado de carne y en la preparacién de con-
centrados para vacas lecheras ha sido objeto de miltiples in-
vestigaciones, debido al bajo costo del material y a un apa--

rente alto valor nutritivo del mismo, deducido de su composi-

cién quimica (8).



3, Para el crecimiento de microorganismos:
La pulpa de café, por ser una fuente rica en azucares, pue=

de ser usada como medio de cultivo para microorganismos. Calle

(12) inoculd Torulopsis utilis en pulpa de café, y obfuvo un ;=
crecimiento de la 1evadura‘que despuds de 24 hrs resultd ascen-
der a 7.5 mg% (base seca). La pulpa de café, también posee ni-
trégeno protefco y no protefco (25), el cual puede ser ﬁtiliza-
do por hongos filamentosos y otros microorganismos como fuente
de nitrdgeno para su crecimiento (32,51).

La pulpa de café es buena como sustrato para Aspergillus

oryzae, Bacillus megaterium y Saccharomyces cerevigae (13).

Aspergillus niger, Penicillium crustosum y Trichoderma
harzianum, crecen notablemente en pulpa de café usada como --
sustrato en sistemas de fermentacidén sdlida (49).

e. Compuestos antifisioldgicos de la pulpa de café:

El nfmero total de sustancias de la pulpa de café con un
posible efecto antifisioldégico no ha sido determinado, pero en
bagse a andlisis quimicos del grano de café se han dilucionado
tres factores con efectos adversos en animales. Estas”sds?ané
cias son: cafefna; fenoles libres, como los 4cidos clorogéni-
co, cafeico y tdnico; y los fenoles poliméricos (9).

En 1la pulpa de café seca, la cafeina se presenta en con-
centraciones que varfan de 0.6 a 1.2%; el dcido clorogénico

varia de 0.18 a 3.16%; el cafeico de 0.28 a 2.58%; y el téni-

co de 2.30 a 5,36% (9).
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- 1. Cafeina:

Este alcaloide es ampliamente conocido, actla como estimu-
lante del sistema nervioso central y del misculo cardiaco, es-
timula la secresidén de 4cido clorhidrico a mnivel géstpico y e-
| leva el nivel de glucosa y acidos grasos libres en el plasma
’ (49).

2. Fenoles libres y taninos:

Los principales fenoles libres en la pulpa de café son los
4cidos cafeico, clorogénico y ténico (18). Bfessani (9) resume
la posible accidén de los fenoles como una interferencia con la
digestibilidad de la prote{na, probablemente debido a reaccio-
nes de fenoles-libres con aminodcidos y grupos libres de pfo--
teina. Ademds, se cree que los polifenoles se unen a las prd-
tef{nas de la pulpa de café y a la lignina, formando con éstas .
complejos insolubles, lo cual las hacen no digeribles en la -
alimentacidn animal (9).

Los taninos son fenoles poliméricos, que pueden ser hid;é-
lizables y condensables. La caracter{stica mds importante de
los taninos es probablemente su capacidad de ligar proteinas,
haciéndolas no digeribles por el organismo. Provocan también
retencién de nitrdgeno y reducciéﬁ de la energia metaboliza-

ble (9).

. £, Alternativas para disminuir los factores antifisiold-

g1lCOs:

Desde hace mucho tiempo se ha intentado utilizar la pul-

pa de café en la alimentacidn animal, pero la presencia de los




factores antifisiolégicos que contienen ha limitado dicha uti-
lizacidn. Se han hecho varias investigaclones dirigidas a dig
minu{r o eliminar estos compuestos téxicos de la pulpa de café,
entre ellas tenemos: tratamientos f{sicos como el secado o --
deshidratacidn y percolacién de la pulpa, para la extraccidn -
de cafeina (42,43); el uso de hidrdxido de sodi;, hidréxido de
caleio y bisulfito de sodio, para la disminucién del contenido
de taninos, cafeina, &cido clorogénico y ténico (24). La uti-
lizacidn de ensilaje, procedimiento ampliamente conocido por.
su tecnologfa simple y aplicacién relativamente fécil en el -
beneficiado de café, contribuye a la disminucién de-la cafef-
na y los taninos (47). Se han realizado anflisis quimicos'y

microbiolégicos del ensilaje de la pulpa de café, con el fin

de investigar si este proceéo microbioldgico anaerdbico redu-

ce los factores antifisioldgicos de la pulpa de café. Se han

aislado levaduras como Saccharomyces sp ¥y Schizoséccharomyces

sp, las cuales utilizan la cafe{na como fuente de nitrégend,
por lo cual se origina una disminucidn del nitrdgeno no pro-
tefnico de la pulpa de café, y aumenta la digestibilidad de
la misma (65).

Se ha utilizado también la pulpa de café en fermentacién
aerébica del tipoi"Composﬁing", que es una descomposicidn de
la materia orgdnica heterogenea, la cual se lleva a cabo ‘por

accidén de una mezcla de poblaciones microbianas en un ambien-
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te caliente y aerdbico. En este estudio se utilizaron dos

indculos distintos de levaduras del género Saccharomyces

sp, las cuales son capaces de consumir la cafeina como @ni-
ca fuente de nitrdgeno, obteniéndose disminucidn significa-
tiva de la cafeina de la pulpa, y aumento relativo de prote{-
na de la misma. Utilizando este procedimiento se mejora la
calidad nutricional de la pulpa de café, y se contribuye a
disminui{r sus factores antifisiolégicos (10).

La {dltima alternativa evaluada para disminu{; los facto-
res antifisioldgicos de la pulpa de café es la fermentacidn -
sélida, la cual representa una magnifica perspectiva. Pefia--
loza (49) utilizd Aspergillus niger por su capacidad de sin--
tesis protefnica, pero no obtuvo ningin cambio en la concen--
tracidn de la cafeina, probablemente porque se adicionaron sa-
les de nitrdgeno al medio de cultivo, las cuales ﬁo permitié-
ron que el moho utilizara el nitrdgeno de la cafefna de la --
pulpa de café, Los fenoles libres y los taninos tampoco‘ﬁos-
traron cambios significatives. En cambio la fibra, celulosa
y hemicelulosa de la pulpa si disminuyeron durante el proceso.
En este estudio no se realizaron andlisis para saber la con-
centracidén de los carbohidratos solubles.

B. FERMENTACION SOLIDA

a., Generalidades:

La fermentacidén en estado sélido representa, como su nom-

bre lo indica, el crecimiento de microorganismos en sustratos
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sélidos. A diferencia de las fermentaciomes liquidas, el agua
. , requerida para el crecimiento microbiano estd contenida en el

material sdlido y su cantidad puede regularse de acuerdo con

= los requerimientos de los microorganismos (49,50).

Las fermentaciones sélidas han sido comlnmente usadas des
de hace varios afios en distintas regiones-del mundo, aunque no
sé les habfa llamado como tal; Ejemplo de ésto es la produc--
cién de queso Roquefort en el sur de Francia o del tipo Cameq--
bert y de la salsa soya en Oriente (22). Actualmente la fer-
mentacidn sdlida es utilizada en la produccidn de metabolitos,
de enzimas, de micotoxinas y de alimentos fermentados con alto
contenido de proteina; as{ como para el aproVechémiento'de los

desechos agricolas (49).

b. Tipos de fermentacidn sdlida:

Se conocen en la actualidad dos tipos de fermentacidn s6-
lida, uno que se lleva a cabo en forma estdtica, y el otro, en
sistemas giratorios.

1. Fermentacidn sdlida estética:

En esta clase de fermentacidn los materiales a fermentér,
permanecen en reposo. Esta se ha aplicado para la maduracidn
de quesos; para el mejoramiento de la calidad nutritiva de ali-
mentos como la yuca (35,51}; u otros materiales con alto conte-
nido de almidén (50); y en la fermentacién sdlida de la pulpa

de café (49). -
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2. Fermentacién sélida con agitacidn:

En este grupo se incluyen a las fermentaciones que se
mantienen constantemehte en movimiento mediante mezcladores
giratorios, con control de aireacién, y mantenimiento de e-
quilibrio de los niveles de 02 vy COZ' Eétas se han sugeri-
do para procesos de obtencidn de enzimas y de mejoramiento
de 1a calidad nutricional de los residuos agricolas (3,45).

c¢. Condiciones dptimas en el crecimiento de microorga-

nismos en fermentacidn sdlida:

Para la obtencidn de un crecimiento homogéneo dé los
microorganismos en sistemas de fermentacidn sélida es nece-
sario controlar los siguientes factores: humedad, tempera-
tura, pH, aireacidén y agitacidn; asi como la concentracidn
del inéculo.

1. Humedad:

Los mohos son capaces de desarrollarse a qiveles de hu-
medad disponible en el sustrato inferiores a aqﬁéllos én ios
cuales se desarrollan bacterias y levaduras. Asi pues, el
porcentaje de humedad en sistemas de fermentacidn sélida-iﬁ-'
fluye directamente en el tiﬁo de microorganismo, y magnitud
de su crecimiento.

Linderfelser y Cliegler (38) informan que el porcentaje’
de humeaad es el.factor de mayor influencia en el crecimien-

to de Aspergillus ochraceus cuando se usa para la produccidn
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de ocratoxina A, Silman (54) estima que 18-26% de humedad en
el mafz es indispensable para el crecimiento de Aspergillus-
flavus, y para que se produzcan aflatoxinas.
. | En sustratos amildceos los niveles de humedad Sptimas
para la buena .gemminacidn del micelio oscilan entre 50-60%
{(52), mientras que en otros materiales, como ia pulpa de ca-
fé, este nivel de humedad es de 80% (49).

2, Temperatura:

La temperatura influye en la esporulacidn de los mohos y
en su metabolismo.. En general, éstos pueden crecer dentro
del rango de 20-40°C, aunque existen cepas termotoleraﬁteé co-
mo algunas de A, niger que crece a temperaturas pof debajo de
los 20°C hasta 105'50°C. La temperatura Sptima de creciﬁieﬂ;i
to de A, niger en sustratos sdlidos es de 35-40°C (50,52).

A. flavus crece en sustratos sélidos a temperaturas de

| 29-33°C, y produce aflatoxinas (53).
| 3. pH:

El pH es un factor impo;tante en todo tipé de fermenta-
cion, ya que permite eliminaf la posibilidad de contaminacién

. con otros microorganismos. Los mohos crecen ordinariamente a
pH bajos; en fermentacidn sdlida el pH generalﬁente recdmenf
dado es de 3.5 para el inicio del proceso (49,50,52).
Las sales aéregadas al medio en fermentacidn, como la

urea y el sulfato de amonio, tienen influencia en el pH re-

sultante de la fermentacidén. La acumulacidn de ion amonio,
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compensa en parte la posible acidificacidn que pueden causar los
metabolitos résultantes. Por ser campo nuevo la utilizaciénm
de sustratos amildceos en fermentacidn sélida, la influencia
de las sales sobre el pH no estd claramente establecida (50).

4, Adreacidn y agitacién: |

La cantidad de oxigeno disponible para los mohos y microor-
ganismos aerdbicos en general es un factor importante en sﬁ:de—
sarrollo, y éste depende a su vez de la difusién del gas den-
tro del sustrato sdlido. En sistemas estiticos de fermentacién
s6lida se deben mantener en equilibrio las cogcentracioneside
0 y COy, ya que éstas afectan la produccidn de biomasa y.ehZi-
mas, Bajracharya y Mudgett (3) informan que la produccién de
amilasa es significativamente mayor cuando hay auﬁento de la -
presidén de ox{geno, y menor cuando aumente la presidn de did-
xido de carbono. En el estudio realizado por los anteriores
investigadores, la produccién de biomasa no fue afectada por-
que hubo formacién de producto microbianc a presiones intgr--
medias de didxido de carbdﬁb.

En estudios realizados por Raimbault (50) se observd ma-
yor crecimiento dg A, niger cuando se aplican de 4-8 fls/hf
de aire y un crééimiento constante cuando se ;plica de - - -
0.5-4 1ts/hr. |

La agitacién es un factor importante para la fermentacidn

sélida en gran escala, porque favorece la distribucién de es-




_ poras del inécﬁlo y facilita el intercambio de calor y gases
- (50).

5. Indculo de esporas:

La inoculacién de esporas en una forma homogénea en el
sustrato facilita el crecimiento de los mohos, y la cantidgd
adecuada de indculo evita q;e haya una competencia con otros
microorganismos que puedan estar presentes.

Raimbault (50) realizé estudios sobre la influencia del
nivel de inoculacién de esporas y observd qué.la concentra-
cién de 2 x 107 esporas/gramo fue el adecuado para A. niger,
porque hubo crecimiento ripido y buena germinacidn después
'de treinta horas de fermentacién. |

d. Aplicaciones de la ferment§c16n sblida:

1, Preparaciﬁﬁ de quesos:
El queso Roquefort se prepara de leche cuajada a la que

gse inocula Penicillium rogqueforti y se conserva a 18-19°C y

a 80-85% de humedad (14.48).
El queso Camenbert puede prepararse a partir de leche pas-

_teurizada o cruda, de las cuales se prepara un cuajo con bajo

grado de &cidez, éste es inoculado con PenicilliggAcamenbeggi
a 11-15°C, y mantenido a 50% de humedad (14,48).

2, Preparacidén de comidas orientales!:

El uso de la soya y su alto contenido de protefnas dié -
origen a la elaboracidén de comidas orientales fermentadas pre;

paradas con soya, arroz y hongos filamentoscs. A continuacidn




se enumeran las principales comidas orientales, haciéndose -
énfasis en los microorganismos y condiciones ag_fermentacién
empleadas para su produccidn.

‘ El miso es‘una comida japonésa preparada por la fermen-
tacidén sdélida del arroz y la.éoya. La obtencién del miso es

un proceso que envuelve dos fermentaciones distint;s. La --
primera es una fermentacidn aerdbica de arroz con cepas se--
leccionadas de A, ﬁgxzae, a ésta se le ha dado el nombre de

Koji. La segunda, es una fermentacidn del producto antériér ‘

con sal e inoculado con Saccharomyces rouxii, que es una le-

vadura osmofflica (22,29,48).

La salsa soya es el alimento fermentado que mds se con-
sume en Occidente. Es preparado con soya, arroz y trigo, los
cuales son mezclados e inoculados con A. oryzae o A. sovae,
incubados 7é hrs a 30°C (koji). Esta fermentdcidén conduce a
la produccidn de &cido lictico que es el factor clave en 1a
elaboracién de salsa soya. En este paso la bacteria implica-

da es Lactobacillus delbrueckii, la cual fue aislada por - --

Lackwood y Smith (48,66); el papel que tiene esta bacteria es
. el de remover los sabores indeseables y adicionar el buen aro-
ma de la salsa soya. Una segunda fermentacidn la lleva a ca-

bo 5. rouxii, Zygossacharomyces soya o Zygossacharomyces major.

las cuales convierten los azlcares en alcohol; la duracidn de.

esta fermentacidn es de 1 a 3 amos (22,48,66).
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El temph es un. alimento de Indonesia preparado por fer-

mentacidn sélida, con soya envuelta en cdscara de banano e .

inoculada con Rhizopus oligosporus, e incubado a 30-31°C por
20-24 hrs (22,49,58,66).
El ontjos es mani envuelto en cdscara de banano fermen~-

tado con Neurospora gitophila (22),

El sufu es un queso chino preparado por fermentacién sd
lida, elaborado de soya, leche y sulfato de calcio o magne-
sio los cuales son mezclados y calentados para coagular las

proteinas. Luego, el producto obtenido en inoculado con - -

Actinomucor elegans e incubado a 20°C por 3-7 dfas (22).

También en Occidente se estd haciendo uso de la fermem-
taciénlsélida para la produccidn de alimentos ricos en pro-
tefnas. Se han utilizado sustratos smilfceos como residuos
de yuca, banano y papa, fermentados por A. niger dada su ﬁi-
ta actividad amilolftica y adecuada composicién de aminoéci—
dos (30,50,52).

3. Produccién de enzimas:

La fermentacidn en sustrato sélido es utilizada en Fran
cia para la elaboracidén de una variada gama de enzimas, las
cuales son empleadas a nivel industrial (Cuadro 5) (50).

Bajrachrya y Mudgett (3) produjeron amilasa y biomasa
en sistemas de fermentacién‘éélida utilizando A. oryzae; en
este caso la fase gaseosa fue mantenida por un sistema de -

aireacidn estdtica. La produccién de amilasa fue significa-
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tivamente sensible a las presiones de 0, y C05. Los mismos in-
" vestigadores utilizaron Aspergillus sp, aislado de alfalfa para
mejorar la digestibilidad de los residuos de ésta vy produccidn
de biomasa, Estos autores sugieren que ei metabolismo micro=--
biano es una funcién de; ambiente gaseoso en fermentacidn séii

da (45).

Aspergillus awamori fue utilizado pﬁr Silman (54) para la
produccidén de alfa-galactosidasa e invertasa, usando gémo sus-
trato trigo, y manteniendo los vasos de fermentacidn conAade-
cuada aireacién. :

La produccién de celulasas en fermentacidn semisélida de

desechos de celulosa por Trichoderma viridae y Candida utilis
es importante para aumentar la digestibilidad de la celglosal
(27). T. viridae es el microorganismo mis utilizado para la
produccién de celulasa en esta clase de fermentacidén por su =
alto poder celulolfitico (35). El proceso Koji elaborado en -
sustratos sdlidos es una fuente de produccién de amilasas y =
proteasas (19,50).

4. Produccién de metabolitos:

El 4cido eftrico es el matabolito més importante produ:
cido en fermentacién sélida. La mayor parte de ég:e se fa--
brica a partir de melazas, prefiriéndose en general las de -
remolacha a las de caia, utilizdndose A. niger como microor-

ganismo fermentador. La concentracidn de aziicar debe ser de




21

14-20%, el pH bajo, la temperatura de 25-30°C y el periodo de
de fermentacidn de 7-10 dfas (19,50).

5. Produccidén de Micotoxinas:

La gran distribucién de hongos en la naturaleza y su ﬁrg:
sencia en lugares donde se almacenan granos y cereales como ;
arroxz, maiz, frigo y harina han originado numerosas investiga
ciones sob&e las micotoxinas y las condiciones de almacena --
miento en las que se producen, Para esto se ha utilizado la
fefmentacién en sustrato sdlido., Las micotoxinas mds investi-

gadas son las aflatoxinas pfbducidas por Aspergillus flavus.y

Aspergillus parasiticug, tanto en medios sintéticos como natu-
rales (61). |

Silman_(53) produjo aflatoxinas en maizien gran escalal
usando la fermentacién en sustrato sélido con columnas que -
contenfan 7-8 kgs de mafz. Los niveles de aflatoxinas aumen-
taron de 6,200 ppb en 10 dfas; las condiciones usa&és en el
experimento fueron 18-26% de humedad, 29-30°C de témperatur
ra y humedad relafiva mayor del 907,

La produccién de ocratoxina A usando como sustratoftfi-
go en un fermentador con aireacidén y agitacidn fue de 2000 -
4000 mg/er de micotoxina. El porcentaje de humedad adecuado

para producir esta cantidad de toxina es de 30-31% y la agi-

tacidén debe ser baja, 10 rpm (38),




C. ASPERGILLUS NIGER:

A. niger es un hongo saprdéfito con conidiéforgs septados y
cabezas aspergiladas de color café negruzco; ha sido estudiado
‘ ' desde principioé de'siglo por ser un hongo fermentativo y celu-
1itico (5,48).

Jannathan y Singh (34) examinaron extractos de A. niger
para determinar las enzimas que producfa para el metabolismo
de carbohidratos, entre las mis importantes tememos: la hexo-
quinasa, fosfofructoquinasa, aldolasg, enolasa, y la glucosa-6-

" fosfato deshidrogenasa, lo que demuestra-que A, niger puede -
metabolizar glucosa y frﬁcfuosa entre otros carbohidratos.

Las mejores fuentes de carbono para A. niger son las he-
xosas y las dihexosas; aunque también las pentosas puéden sef
utilizadas por el microorganismo (51).

Este moho puede utilizar diversidad dé compuestos nitrd-
genados, tanto de naturaleza orgénica como inérgénica (32){

A. niger es ampliamente utilizado en medios de cultivo
conteniendo polisacdridos como fuente de carbono (34), por la
capacidad que posee este moho de producir ;;lulasas para la -
degradacidén de la celulosa. - Estas enzimas hidfo}izan las u-
niones glucos{dicas beta 1-4 de la celulosa liberando glﬁco-
sa, la qual puede ser utilizada por el moho o ser extrafda -
para su uso industrial (37).

Las celulasas de A. niger han sido obtenidas en filtra-.

dos de cultivos del moho por cromatografia de absorsién e ig-
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tercambio iénico (4,5,37). Las celﬁlasas que producen este -
moho son utilizadas para 1&-&egradac16n de tejidos vegetaies;
para la produccidn de nutrientes a partir de celﬁiosa y almi-
dén; para extraer los componentes del té, de la soya, del =

mafz y de la papa (59).
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1V, JUSTIFICACIONES

La pulpa de café es obtenida en grandes cantidades en
Guatemala por ser el principal subproducto del café., Ac--
tualmente este subproducto es desechado en su totalidad,
siendo por ende, responsable de la contaminacién en sitios
aledanos a los beneficios de café. Por esto ;5 conveniente
establecer alternativas para su posible utilizacidn. Den-
tro de estas destaca su posible uso como alimento animal,

Una alternativa que muestra la posibilidad de.mejo-
rar la calidad nutricional de la pulpa de café, y que po-
dria hacer factible su utilizacién como alimento animal,
es la fermeﬁtacién sélida, ya que es un proceso adecuado
para nuestros paises, dado que es de costo muy inferi&r.a
la fermentacidén convencional en medio l{quido. Su uso se-
ria de mucha utilidad, porque para su realizacién no. se ne-
cesita de una alta tecnologf{a y los sustratos empleados son
desechos agroindustriales como la pulpa.de café u otro mate -
rial celuldsico o feculento.

En este trabajo se evaluard el potencial de los carbo
hidrates solubles de ia pulﬁa de café como fuente de ener-
g{a por el A. niger, v el poder que posee este moho para la
degradacién de los carbohidratos estructurales de la pulpa.
Ademés, se determinard la influencia que tiene el nivel y
tipo de fuente de mitrdgeno sobre el comportamiento del A.

niger con respecto a su poder de hidrélisis y utilizacién -
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de carbohidratos. Estas evaluaciones son de vital impor-
tancia, porque brindardn los conocimientos bésicos necesa-
rios para déterminar los pardmetros criticos en la fermen;
tacién de la pulpa de café, que ayudard a definir el pro-
ducto de mejores caracteristicas que puede ser utilizado

como fuente protefnica en 1la alimentacidn animal.



V. OBJETIVOS

1. Cuantificar los carbohidratos presentes en la pulpa de

café, antes, durante y después de la fermentacién sé-

lida por Aspergillus niger, con el fin de establecer
el grado de transformacién y utilizacidn de. los mis-

mos por este moho.

2, Determinar el efecto de la concentracidn y tipo de --
fuentes de nitrégeno agregadas a la pulpa de café, --

tiene sobre el grado de utilizacidn de carbohidratos

por A, niger,

3. Determinar los cambios que ocurren en los constituyen
tes de las paredes celulares de la pulpa de café, du-
rante su fermentacidn sélida utilizando A. niger, pa-_'

ra establecer la digestibilidad del producto fermen--

tado.
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HIPOTESIS

Al inocular la pulpa de café con Aspergillus niger,

los carbohidratos solubles y estructurales de la --
misma disminuyen a medida que aumenta el crecimien-
to del microorganismo. La utilizacién de los car-

bohidratos por el moho es afectada por la concentra

" cién y tipo de fuente de nitrdgeno agregada a la -

pulpa.



VII, ASPECTOS METODOLOGICOS

a. Universo de trabajo;

Para la realizacién dél presente trabajo se utiliz§ pul- -
pa de café de la cosecha 1980-1981 procedente del beneficio -
de café "Mich&toya" de Amatitlén, Guatemala; una_porciéﬁ de -
ésta se inoculd con Aspergillus niger.cepa n. 10 del laboratg
rio ORSTOM (Office de Recherche Scientifique et Technique --
d'Outre Mer), Francia.

b, Tratamiento de la pulpa de café:

La pulpa se mantuvo congelada antes de su uso, Luego, -
fue secada en horno de aire a 40°C o liofilizada, pafa dismi-
nufr su humedad hasta un 10%, y molida usando una malla 20.

c. Mantenimiento de cepas y produccidn de esporas:

La cepa de A, niger fue mantenida en agar papa a 4°C,

La produccién de esporas se realizd por el método de - -
Mudgett y Bajracharya (45). El recuento total de esporas se
efectud por hemocimetria y la determinaciénm de'esporasuviableé
por el método de recuento en placa (54). Las espofas.fuerpn

mantenidas a 4°C antes de su uso (49),

d. Fermentacidn:

1. Composicidn del sustrato:

El sustrato se prepard de cuatro diferentes formas, ya -
que se varid la concentracidén de sales de nitrdgeno. | |

En el sustrato esténda;? por cada 100 grs de pulpa seca

se afladié: fosfato didcido de potasio 10 grs, urea 3.5 grs, y.
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sulfato de amonio 7.5 grs. La concentracidn de fosfato did-
cido de potasio permanecid constante en los tres sustratos
restantes. El primero contenia {dnicamente fosfato; en el se
gundo solamente se utilizé urea y fosfato; y en el tercero a
demds de fosfato se agregd urea y sulfato de amonio, pero a
la mitad de la concentracién citada para el sustrato estén-
dar. 'En todos los casos la inoculacidn se realizd con una
suspensién de esporas 2 x 107 esporas/gr de mater1a1 seco en
los cuatro sustratos.

2. Método de cultivo:

Se utilizaron 10 grs de pulpa seca por mueétras lgs cug-
les se colocaron en columnas con entrada de aire, similares a
las empleadas por Raimbault y Alazard (56) y Penialoza (49) é£~
ra el estudio de las fermentaciones sélidas (Figura 1).

El pH inicial de las muestras fue de 3.5, el cual fue od
tenido agregando unas gotas de H2804 concentrado & la mgzclql
esporas-—sales— pulpa. La teﬁperatura del bafic de agua don-
de fueron mantenidas las muegfras fue de 35°C, recomendada --
por Raimbault, Senez y Pefialoza para A. niger (49,50,52).

La humedad inicial del sustrato sélido fue de 80% por
ser Ssta la adecuada para obtener mayor crecimiento de A,
niger en fermentacidn sélida de la pulpa de café (49).

El flujo dé aire fue de 8 its/min/kg suministrado a las
columnas que contenfan las muestras, por compresidn con mo-

tores, Elite 802, Este flujo fue controlado por vélvulas in

dependientes en cade columna,
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El tiempo de incubacién de las muestras fue de 24 y 67
hrs, ya que a estos tiempos de 1ncubaq}6n se obtienen las -~

fages de crecimiento representativas (49).

e. Andlisis ffsicos, quimicos y microbioldgicos: .

Al finalizar cada tiempo de fermentacidén se wmidid el pH,
se determind el porcentaje de materia seca por el método.de___
la AOAC (2). El1 material se secd a 50-60°C y se molid, pre-
vio & extraerlo con etanol al 65% p;ra los andlisis quimicos
(56).

La determinacién de los carbohidratos solubles totales_”-
en pulpa fermentada y sin fermentar se realizd por el método
de Dubois y:col (17); los carbohidratos reductores por el mé
todo modificado de Gail (20). Para la determinacién de pen=
tosas se empled el método de Tracey (60); para la cuantifi-
cacién de hexosas, €1 de Klein (33) y las cetosas, tanto pen
tosas como hexosas, se determinaron por el método de Dishe .
(16).

Para determinar los carbohidratos que pueden ser utili-
zados por A. niper se realizaron auxonogramas de carbono. -
Los mismos dieron una adecdad; {nformacién sobre los carbo-
hidratos que pueden ser metabolizados por el moho (26).

Se realizaron determinaciones de los carbohidratosies-
tructurales de la pulpa de café, como lo son la celulosa y 1a
hemicelulosa, as{ como de los constituyentes'de la pared celu
lar y la fibra; para ello se utilizaron los métodos de Van

Soest (62,63,64).
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f. Andlisis de resultados:
De los resultados obtenidos se efectuaron andlisis de 't

de Student. Ademfs, se realizaron andlisis de correlacién y

regresién simple (7,67).
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: VII1. RESULTADOS

a. Caracter{sticas de la materia prima:

Los valores obtenidos para los diétintos carbohidratos

‘ cuantificados en la pulpa de café utilizada como inica fuenéi
te de carbono en esta investigacidn se presentan en ei Cua-
dro 6. Puede observarse que las hexosas son.ios carbohidra-
tos solubles que se encontraron a mis altas concgntraciones
en la pﬁlpa de café, existiendo menor cantidad de carbohidra .
tos reductores, pentosas y cetosas. Con respecto a los caf-
boﬁidratos estructurales, la celulosa se encuentra en:mayor
concentracién que la hemicelulosa (Cuadro 6), Todo lo ante-
rior éemuestra que la pulpa de café estd constituida en su
mayor parte de hexosas y polimeros de éstas.

Los componentes estructuraleé de la pulpalde café no
carbohidratos, como lo es la lignina se observan en el Cua-
dro 14.

b. Caracter{sticas auxonogridficas de A. niger:-

Los resultados del auxonograma de carbono de A. niger

se muestran en el Cuadro 7. Como puede apreciarse, este -

. moho puede utilizar como fuente de carbono: glucosa, manosa,
xilosa y el disacdrido celobiosa. |

Puede apreciarse también, que A, gigg; utiiiza mis f&-
cilmente glucosa y celobiosa (unidad estructufai'de_la_pelu-
losa) que los demds carbohidratos evaluados, por lo ﬁ;;lse
infiere que, para utilizacidén de carbohidratos, este mohq -
produce mayor cantidad de enzimas glucosidicas, bajo las con*:

| : diciones probadas.
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c. Caracteristicas fisicas de los diferentes sustratos

evaluados:

1, Pérdida de la materia seca:

Los resultados de la pérdida de materia seca de la pul-
pa, o consumo de materia seca, por el moho durante el proéeso
de fermentacién se presentan en el Cuadro 8.

Como puede observarse, la pérdida de materia seca aumen
té con el tiempo de fermentacién y con el aumento de la con-
centracidn de nitrégeno, suministrado al sugtrato;

Aunque después de 24 hrs de fermentacién se observa un
aumento de la pérdida de la materia seca en el sustrato qué
contenia agregado de nitrégeno de urea y sulfato de amonioc a
media concentracidn estdndar, éste no fue estadisticamente -
significativo. Sin eﬁﬁargd, s{ se alcanzdé significancia en el
sustrato que contenfa dichas fuentes de nitrdgeno a’concgn;raf
cisn esténdar, i

Al comparar la pérdida de materia seca del sustrato que
contenia las dos fuentes de nitrégeno a la mitad de la-coﬁéég
tracidn estidndar con la observada en €1 que carece de ellas,
y con él que contenia urea solamente, se pudo establecer una
diferencia altamente significativa (P{0.001) en este parémé-
tro. | -

Después de 67 hrs de_fermentacién puede observarse que

la mayor pérdida de materia seca se obtuvo en el sustrato que
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contenia lés dés fuentes de nitrdgeno agregadas a la concentra-
cidn estédndar, teniendo diferencia altamente signific;tiva--- -
(P£0.001) entre éste y los demds sustratos sélidos. Al compa-
rar el sustrato que contenia urea y sulfato de amonio a la mi-
tad de la concentracién estdndar, con el que contenfa urea so-
lamente se encontré diferencia significativa (P{0.05), producién
dose mayor pérdida de materia seca en este dltimo.

2. pH:

Los valores de pH obtenidos después de 24 y 67 horas de .
fermentacidn de los cuatros sustratos estudiados se é;esentan
en el Cuadro 8. Por estos resultados p#ede observarse que el
pH acido pfedomina en el sustrato que carece de sales de ﬂi—
trégeno. Cuando 'se aumenta la concentracidn de nitrégenc agre-
gado, asi como el tiempo de fermentaciém, el producto tiende a
alcalinizarse. Se pudo establecer una diferencia altamenté'-_
significativa (P<0,001) entre el pH del sustrato estandar dué
contiene sales de nitrdgeno, y é1 del que carece de ellas, tan-
to después de 24 hrs como de 67 hrs después de 1a'fermentac16n.r
El pH determinado después de 24 hrs de fermentacién en el sus-
trato que contenia urea y sulfato de amonio a mitad de la con-
centracidn estdndar fue significativamente (P{0.05) inferior -
del que contenia urea solamente. Despues de 67 hrs de fermen-_ :

tacidén no existid diferencia significativa.



+3, Humedad:
En el Cuadro 8 se resumen los resultados de humedad fi-
nal en el sustrato después de 24 y 67 hrs de fermentacié@.
. Puede observarse que la humedad de los cuatro.produc£05-eva—
luados aumenta significativamente (P(0.0l), respecté a la hq-
medad del sustrato inicial (80%). Después de 24 hrs de fé;L
mentacidn, los resultados muestran que existié mayor humedad
en los productos de los sustratos que contenfan un agregado
de sales de nitrdgeno que en donde no se adicionaron. La hu-
medad del producto sin el agregado de sales de nitrégeno des-
pués de 24 hrs de fermentacidn, fue significativamente infe-
rior tanto a la encontrada en é1 que las contiene a la mitad
de la concentracidn estandar (P£0.0l), como de la determina-
da en él que contiene {nicamente urea (P(OiQS), y la regis-
trada por el obtenido del sustrato que coﬁtén{a las sales de
nitrégeno agregadas en la concentracién estdndar. (Bﬁo.OOl).
También, después de'éh hrs de fermentagién} existieron
diferencias entre los resultados de humedad fiﬂal de los sus-
tratos que si cqqtienen-nitrégeno-agregadp, ya qﬁe‘el auménto_
. de humedad final.en el sustrato que contiene urea y sulfato
de amonio a mitad de la concentracidn estandar fue signifi-
cativamente (PL0,01) mayor que aquel pbtenido'en el sugtra—'
to agregado de urea solamente.
La diferencia en contenido de humedad después de 24

hrs de fermentacidn, entre los sustratos que contenfan las
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las sales de nitrégeno agregadas a media concentracién y a
la concentracién estdndar, no alcanzd diferencia estad{is-
tica,

En todos los sustratos sélidoé se observa un aumento
de los valores de humedad: final después de 67 hrs de fermen-
tacidn, comparindolos tanto con el valor inicial como con -
el obtenido a las 24 hrs de fermentacidn, Este aumento re-
sultd ser altamente significativo (P£0.001) en ambos casos.
Al igual que las é& hrs de fermentacidn, se observéd mayor
humedad en los sustratas que contienen nitrdgeno agregado,
existiendo una diferencia altamente significativa (P<0.001)
entre la humedad de ésto y la del que carece del agregado -
de sales. |

El sustrato que contiene urea y sulfato de amonio a
la concentracién esténdar, presente el valor mis elevédo
de humedad, existiendo diferenciazs altamente éignificatiﬁas
(P<0.001) entre éste y los demds sustratbé que contienen ni-
trdgeno agregado a las otras concentraciones estudiadas,

Los valores de humedad final después de 67 hrs de fer~
mentacidén, en los sustratos que contienen urea y sulfato de
amonio a mitad de la concentracidn esténda;lno fueron esta-

disticamente diferentes de los presentados por el que tinica-

mente contiene urea,
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d. Efecto de la fuente de nitrdgeno sobre la utilizacidn

de diferentes fracciones de carbohidfaﬁos, por AsDérgillus

niger: |

1. Después de 24 hrs de fermentacidn:

En el Cuadro 9 se presentan los resultadoé obtenidos con
relacidén a los cambios en la concentracién de carbohidratos so-
lubles totales,hdeSPués de 24 hys de fermentacién, en los cua-
tro sustratos evaluados,

En el sustrato donde no se agregaron sales de nitrégeno
y en é1 que se agregd la mayor concentracidén de las mismas, se
produjo un descenso altamente significativo (P{0.001) de los -
carbohidfatos solubles totales después de 24 hrs de fermenta--
cién. En el sustrato estdndar de las mismas se p;odujo un des-
censo altamente significativo (P<0.001) de-los carbohidratos -
solubles después de 24 hrs de fermentacidn. En el sustrato en
é1 que finicamente se agregd urea como fuente de nitrdgeno, se
observé una disminucidn significativa (P<0.02) relativamen;é -
menor de tales compuestos.

En el sustrato que contenfa urea y sulfato de amonio a-
gregado a la mitad de la concentracidn estdndar se obgervé 13
menor disminucién a este tiempo de fermentacion (24 hré); no
alcanzando significancia.

Se encontrd diferencia altamente significativa (P{6.001),

al comparar los cambios en la concentracidn de los carbohidratos
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solubles totales del sustrato con las sales de nitrégeno a la
concentracidén estdndar con la de los otros tres tipos de sus-

Crato. .

Las concentraciones de carbohidratos reductores en todos
los sustratos después de fermentados, se presentan en el Cuadro
10. En todos los casos se produjo un aumento altamente sigﬁi-
ficativo (P€0.001) de los carbohidratos menci&nados, comparado
con el valor de la materia prima. A las 24 hrs de fermentacidn,
comparando entre los cuatro sustratos, el aumento observado en

é1 que solamente se agregd urea como fuente de nitrdégeno fue

significativamente mayor (P<0.05).

En el Cuadro 11 se presentan los valores de hexosas des-
pués de la fermentacién, Se observa que existié un aumento al
tamente significativo (P¢0.001) de la concentracién de hexosas,
en los cuatro sustratos después de 24 hrs de fermentacidn, cém
parados con el valor del material inicial.- El aumento de hexo
sas en el sustrato sin agregado de sales de nitrégeno fue sig-
nificativamente (P<0.02) menor que el observado en el que las.
contiene a la mitad de la concentracidn esténdar. Puede ob-
servarse también, que el aumento de hexosas en los sutratos -
mencionados anteriormente fue significativamente mayor (P<0.0011
que el observado en el que contiene sales de nitrégeno a la -‘

concentracidn esténdar.
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En el Cuadro 12 se presentan los valores de pentosas
después de la fermentacidn. Se observa que, al.igual que
en el caso de las hexosas, todos los sustratos presentaron
un aumento altamente significative (P¢0.001) en su ccnceﬁ-
tracién, después de 24 hrs de fermentacidn. Existid tam-
bién una diferencia en el aumento de la concentracidn de-
pentosas entre los cuatro sustratos, ta cual fue estadis-

ticamente significativa (P<0.001).

En el Cuadro 13, se presentan los valores de cg;oéas.
En é1 se observa que los valores de estos carbohidratos.aig
minuyen significativamente (P<0.01), después de las prime-
ras 24 hrs de fermentacidén., El mayor descenso de estos --
carb;hidratos ocurrid en el sustrato que contiene ﬁnicaﬁeg
te urea como fuente de nitrégend; el cual fue altamente sig-
nificativo (P<0.001) comparado con el reste. EI sustrato al -
que se le agregé la cantidad esténdar de sales de nitrSgeno_l

presentd la menor disminucidn.

Los resultados obtenidos en 1as.determinaciones de car-
bohidratos estructurales se presentan en el Cuadro 14. . En
ésté se observa que mientras la celulosa disminuye éignifif
cativamente (P0,001) en los cuatro sustratos, después de
24 hrs de fermentacidn, el contenido de hemicelulosa se in-
crgmenté significativamente (P<0.001), solamente en tres de.

los productos. El sustrato que contiene urea y sulfato de
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amonio a la mitad de 1a concentracién esténdar mostrd una
disminucién significativa (P¢0.05) en el contenido de he-
micelulosa, después de 24 hrs de fermentacidn.

Los otros constituyentes de la pared celular de.laf
pulpa de café, ademis de los carbohidratos estructurales,
fueron también cuantificados antes y después de la fermenta-
cién y se incluyen en el Cuadro 14, Como puede observarée,
existié una disminucién altamente significativa (P(0.0@l)'
de fibra neutro detergente en los sustratos que conten{an
urea y sulfato de amo;io. En el sustrato que no contiene
nitrégeno agregado y en aquél al que se le agregdé Gnica-
mente urea, la disminucién observada no alcanzd signifiégn-
cia egtadistica.

Los valores de fibra 4cido detergente, por otra parte,
disminuyeron significativamente (P<0.01), después de 24 hrs
de fermentacién, en los cuatro productos evaluados.

La lignina disminuyé después de 24 hrs de fe;mentacién
en los cuagéo sustratos. Sin embargo, esta disminucidn hoA
fue estadisticamente significétiva en el sustra;o'al que
se le agregaron sales de nitrégeno a la concentracién es-
tdndar. En cambio en los otros tres esta disminucién si

fue significativa (PL0.01).
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2, Después de 67 hrs de fermentacién:

Como puede observarse (Cuadro 9); la concentraciéﬁ de
carbohidratos solubles totales disminuy6'significativamenpe
(P€0.01) en los cuatro sustratos evaluados, comparando con ei
valor de la materia prima, y con el obtenido después de 24 --
hrs de fermen;acién. Puede observarse también, que las con-
centraciones de carbohidratos solubles después de 67 hrs de
fermentacidn, fueron significativamente (P<0.001) diferentes
entre los sustratos que.éontienen ias dos sales de nitfégeno_

agregadas a aquéllas que carecen de una o las dos de ellas,.

ﬂos valéres obtenidos de la concentracidén de cgrbohi-_
dratos reductores después de 67 hrs de fermentacidn (Cuadro
10), muestran que su concentracidn tendié.a.disminufr en los
cuatro productos, y que existid diferencia altamente signifi
cativa (P£0.001) con los resultados obtenidos después de 24
hrs de fermentaciédn. -

La concentracidén de estos carbohidratos, sin embargo,
nunca disminuyd con respecto al valor de 1a materia prima,
ya que ésta fue siempre significativaﬁente (P(OQﬁOl) supe-
rior.

En los sustratos que contenian sales de nitrdgeno ﬁé se
observé diferencia estad{sticamente significativa en la dis-
minucién de carbohidratos reductores. En cambio, se encon-

tré diferencia significativa (P<0.001) entre éstog 'y el sﬁg

trato que carece de sales de nitrégeno agregadas;



Los resultados obtenidos de la concentracién de hexosas
(Cuadro 11), muestran que la concentracién de las mismas, deg
pués de 67 hrs de fermentacisn fue significativamente menor -
(P<0.001) que la indicada a las 24 hrs de fermentacidn. AL -
igual que en los‘parbohidratos reductores, el aumento signifi
cativo (P<0.001) alcanzado a las 24 hrs de fermentacidén fue -
de tal magnitud, que los valores a las 67 hrs del procés& no
disminuyen por debajo del valor de hexosas en el sustrato ini
cial (Cuadro 6).

El sustrato que contiene sales de nitrdgeno agregadas a )
la concentracidn esténdar presentd una concentracidén de hexo-
sas significativamente (P¢0.001) menor que todas las demds,
Mientras que el sustrato al que no se le agfegaron sales de
nitrégeno, aunque presenté una disminucién significativa --
(P<0.001) de hexosas a lag 67 hrs con respecto a 24 hrs de -
fermentacidén, también mostrd un contenido de hexosas después
de 67 hrs de fermentacién que probd ser significativamenté -

(P<0.001) mis alto que el determinado en los demds productos.

Los resultados obtenidos de .los cambios de la concen-=-
tracidn de pentosas (Cuadro 12), muestran que después de 67
hrs de fermeétacién existid un aumento significativo (P<0.001)
de la concentracidén de pentosas en el sustrato que contiene

urea como Unica fuente de nitrdgeno. En cambio, en el que -

contiene las dos fuentes de nitrdgeno agregadas, tanto a la
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concentracién estdndar como a la mitad, existid disminucidn
significativa (P<0.001) después del mismo tiempo (67 hrs) -
de fermentacidn. |

En los cuatro productos persiste el aumento de 1ar--
concentracién de pentosas, con respecto al valor'encpntrado'
en la materia prima, el cual continda siendo eétad{sticameg

te significativo (P<0.01).

La concentracién de cetosas después de 67 hrs de fer-
mentacién (Cuadro 13), muestra que existe un aumento alta--
mente significativo (P<0.001) de este tipo de cgrbohidratos
en los cuatro productos, al comparar su concentracién a las
24 hrs de fermentacién.

Comparando el valor de cetosas obtenido en el sustra-

to inicial con el obtenido después de 67 hrs de fermentacidn

s{ se observa una disminucidén estadisticamente significativa

(P<0.001) en los cuatro productos.

Los resultados con respecto al contenido de celulosa vy
hemicelulosa en el producto después de 67 hrs de fermentacidn
(Cuadro 14), muéstraﬁmque existid una disminucign altamente
significativa (P<0.001) del valor de celulosa, en los cuatro
sustratos. Hay que hacer notar que la disminucidn de célulo-
sa es altamente significativa (P<0.0015; compardindola con el

valor obténido en el material inicial.




El contenido de hemicelulosa, por otta parte, aumentd
en los cuatro sustratos después de 67 hrs de fermentacién
con respecto al obtenido después de 24 hrs de fermentacidn.
Este aumento fue altamente significativo (P¢0.001) en to-
dos los sustratos, excepto en el que contenfa dUnicamente u~
rea como fuente de nitrégeno. El contenido dg hemicelulosa
de los cuatro productos después del segundo tiempo del pro-
ceso (67 hrs), también fue significativamente (P<0.001) ma-

yor que el encontrado para la materia prima.

El contenido de fibra neutro detergente de los cihatro
productos obtenidos despues de 67 hrs de fermentacidn (Qua?
dro 14) tendid a aumentar con respecto al valor obtenidd --
después de 24 hrs de fermentacidn, pero continud siendo me-

nor que el obtenido en la pulpa de café sin fermentar.

‘E1 contenido de fibra &cida detergente (Cuadro 14),i
por su parte, diéminuyé en todos los productos obtenidos
después de 67 hrs de fermentacidn (excepto en el que conte-
n{a las sales de nitrdgeno a la concentracién estindar) con
respecto a los valores detecéados después del primer tiempo
de fermentacidén. Esta disminucidn fue altamente signifiéa:
tiva (P£0.001). El éustrato que contenfa sales a la concen

tracién estdndar, presentd un aumento de este tipo de fibra,

pero el mismo no fue estadisticamente significativo.
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Los valores de fibra dcida detergente de los cuatro pro-
ductos después de 67 hrs de fermentacidn son menores al encon-

trado en el sustrato inicial. En los prodﬁctos provenientes

de los sustratos que contenfan las dos sales de nitrdgeno agre-

gadas a la concentracidén estdndar como a la mitad, la disminu-
cién fue altamente significativa (P£0.001). Comparando el con
tenido de este tipo de fibra en estos dos productos, _sé pudo
establecer que aquél proveniente del medio agregado de las dos
sales dé nitrégeno a la concentracién estadar contiene la me-
nor cantidad de fibra &icida detergente. Esta.diferencia fue

altamente significativa (P<0,001).

El contenido de lignina (Cuadro 14) de los productos. ob-
tenidos de los cuatro sustratos, después de 67 hrs de fermenta
cién, tendid a aumentar al compararlo con el de los productos

después de 24 hrs de fermentacidn.

Al comparar los valores de lignina de los prqductos-&e‘
67 hrs de fermentacidén con el encontrado en-el ﬁéte;ial in;-
cial, se observa una tendencia a disminufr en el prbducto del
sustrato que carece de sales de nitrdgeno, y un auﬁento alta;
mente significativo (P£0,001) en los productos'de Iég dggés -

r

sustratos sdlidos.



e. Relacién entre la utilizacidn de carbohidratos por

A, niger, rendimiento en sintesis proteinica y ti-

po de fuente de nitrépgeno:

Para poder establecer la utilizacidén de los distintos
carbohidratos por A, niger es necesario conocer el grado de
crecimiento del microorganismeo en los disfintos sustratos.
Tal crécimiento puede detectarse por el grado de incremento
en el contenido de proteina verdadera en el sustrato a tfa-
yés de la fermentacién (49,50). Por otra parte;.el grado -
de incremento en el contenido de prote{na verdadera en el -
sustrato puede detectarse midiendo el aumento en concentracién .
de aminodcidos bdsicos (49). Aln més, el incremento en la -
concentracidén de tales aminodcidos correlaciona con el in--
cremento en el pH del sustrato (49),

La ecugcién de regresidn correspondiente entre los dos
pardmetros es y=0.58% - 0.9945; donde "y" es igual al por-
centaje de aminodcidos bésicos, "x" al pH final de las fermen
taciones; 0.5806 a la pendiente de la recta, y 0.9945 al inter
cepto. Esta ecuacién fue obtenida de las cinéticas efectuadas
por Peflaloza (49) en fermentacién sélida de la pulpa de café,
donde se tenfan valores de aminofcidos bisicos y de pH a dis-
tintos-tiempos de fermentacién, Esta rélacién entre la varia-
cién de pH y el incremento de aminoicidos bdsicos del producto

fermentado fue altamente significativo (P<0.001) (49)f . Por io

tanto, el pH determinado en este estudio a los distintos tiem-




pos de fermentacién evéluados en los cuatro sustratos, fue u-
tilizado para estimar el rendimiento o crecimiento del moho,
y poder as{ establecer una relacidén entre dicho_crecimignto y
la utilizacidén de carbohidratos.

Cabe indicar que ios valores de aminodcidos bdsicos ob-
tenidos a partir de la ecuacién linear citada, son similares.
2 los determinados en el laboratorio por técnicas adecuadas
de hidrdlisis 4cida del producto fermentado, y separaciones
electroforéticas en los mismos materiales de este estudio.

Lo anterior da una alta confiabilidad a las relaciones que

adelante se establecen.

1, Carbohidratos Solubles Totales:

En la Gréfica 1 pusde obéeivarse que oxists una velacidn

inversa entre la disminucidn de carbohidratos solubles totales

observada después de 24 y 67 hrs de fermentacidn, en el sustra
to que carece de fuente de nitrdgeno y el pH del mismo o el -
grado de crecimiénto de A. niger (expresado como concentracidn
total de aminodcidos bésicos).

En las Gréficas 2, 3, 4, 5, 6 y 7 se puedé obserﬁar'que
la misma relacién negativa entre crecimiento o pH 'y grado de
utilizacién de carbohidratos solubles se manifiesta en todos
los sustratos utilizados, t;nto a 24 como a 67 hrs de fermen-

r £ ‘
tacion, En todos los casos la correlacidn negativa sefialada

fue significativa (P<0.001),
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{ " En las Grdficas 6 y 7 puede notarse que cuando Iag.dos
- sales de nitrégeno usadas fueron agregadas al sustrato en la
concentracién estdndar se obtuvo un mayor crecimiento del mo-
4 ho que en los demds sustratos sdlidos. Este hecho va acompa-
nado de un mayor consumo de éarbohidratos solubles, tanto des
pués de 24 como de 67 hrs de fermentacién. El pH también de-

.

muestra un mayor grado de incremento.

-2. Carbohidratos reductores:
Las dréficas 8, 10, y 12 muestran la relacidn éntre cre
cimiento y contenido de carbohidratos reductores después de
24 hrs de fermentacidén, en los sustratos.sin agregado de sales
de nitrégeno, con agregado de solamente urea Yy conuagregado'»
de sulfato de amonio y urea a mitad de la concentracién estén
dar. Como se puede observar, dicha relacidn es positiva (cur '
va de regresidén con pendiente positiva), en contraste con la
relacidn negativa observada, también a las 24 hrs de fermen-
. tacidn, entre los mismos pardmetros en el sustrafo agregadb
de las dos fuentes de nitrégeno a las concentraciones estén-
dar (Créfica 14). Esto implica que en este 4ltimo caso si
existid una utilizaciéﬁﬂmés eficiente de carbohidratos re-
ductores después del tiempo de fermentacidn citado (24.hrg),
. que en los otros casos. . .
. Lag Gréficas 9, 11, 13 y 15 muestran las 1{neas de re-

gresién que expresan la relacidn entre crecimiento y utiliza
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cidn de carbohidratos reductores, para los cuatro sustratos
evaluados, despuds de 67 hrs de fermentacién. . Al contrario
de lo anotado arriba para el caso de 24 hrs de fermentacidn,
aqui todas las pendiente de las recéas son negativas, lo que
indica una correlacidén negativa entre el crecimiento de é.
niger y la utilizacidn de carbohidratos reductores.. En otras
palabras, a las 67 hrs de fermentacién s{ existié‘una disminu
cién de estos carbohidratos ﬁ medida'que;incremenfd el creci-
miento del moho expresado como porcentaje de aminoécid&s b4-
sicos en los cuatro sustratos evaluados. Sin embargo, debe
anotarse que se observa un mayor crecimiento en el sustrato
que contiene las dos sales de nitrégeno agregédas a 1a:COn-
centracién esténdar, aun cuando, como se indicara, se ébfu-

vo la misma relacidn entre los cuatro sustratos.

3. Hexosas:

Las Graficas 16, 17, 18, 19, 20, 21 y 22 presentan --
las relaciones y las lineas de regresidn correspondienteé -
entre el crecimiento dg A. niger y la utilizacién de hexo-- i
sas de los cuatros sustratos, después de 24 y 67 horas de -
fermentacién. Entre ellas puede observarse que siempre ?~\
xistid 1la tquéncia'de una correlacidn negativa (pendién-.
tes negativas de las rectas) en todos los sustratosAgvélua-.

dos, que indica que un mayor crecimiento de A. niger va a-
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compafiado de una mayor utilizacidén de hexosas y, por lo tanto, -

se obtiene una menor concentracién de éstas en el producto fer

mentado,
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IX. DISCUSION

a. Caracter{sticas de la materia prima:

Los resultados obtenidos de’los carbohidratos evaluados -
en pulpa de café usada como sutrato inicisal, se suﬁarizan en el
Cuadro 16. En éste puede observarse que 14.55% fue el valor --
obtenido para carbohidratos solubles totales; similar al encon-
trado por Elfas (18) y Bressani y col (8) en pulpa de c;fé sin
procesar., Esta_similitud pudo deberse a que los tipos de .pulpa R
de café evaluadas pertenecf{an a un mismo lugar, y estaban some-
tidas a otros factores similares que influyen en las deﬁermihap
ciones quimicas de la puipa de café (10)..

Con fesPecto a los valores iniciales de carbohidratos re-
ductores, mientras Bressani y col (8) informaron concéntracio-
nes hasta de 12.4%, Calderdn (10) infofmﬁ valores de 1,3%. Es-A
te dltimo es el que mis concuerda.con el ;alor inicial encontra
do en este estudio (Cuadro 6). Es probable que las diferencias
anteriores se deban al tipo de café, pérdidas de azlicares por
oergolacién durante el beneficiado hipedo de café y a la pron-
titud con que la pulpa fuera removida delnéepésito inferior del
pulpero, donde recibe constantemente una corriente de agua (10).

Las hexosas son los carbohidratos més abundantes en la pul"‘
pa de café (Cuadro 6). N

No se tienen referencias de valores de hexosas de pplpa
de café, para poder comparar los resultados oStenidos, ya que

éste es el primer estudio efectuado a esté respecto.
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Los valores de pentosas y cetosas (Cuadro 6), represen-
tan una minima parte de los carbohidratos solubles en la pul
pa de café utilizada como sustrato. Los resultados anterio-r
res permiten demostrar que la pulpa de café es un material -
pobre en este tipo de carbohidratos.

La celulosa y la hemicelulosa constituyen los carﬁohi-
dratos estructurales de la pulpa de café. La celulosa se -
encontré en mayor cantidad que la heﬁicelulﬁsa (Cuadro 6);
lo anterior se debe a que la celulosa es un polimero de glu-
cosa (hexosa), y la hemicelulosa ‘de pentosas, especlalmente
xilosa (36).

Los resultados obtenidos demuestran qu;yla pulpa de ca-
fé es un material rico en carbohidratos,_esPeciélmeﬁte hexo-
sas, encontrindose disponible para su utilizacidn por el mi- 
croorganismo, porque se presentan em forma soluble y en can-
tidades adecuadas. La celulosa puede también ser utilizada,
va que se encuentfan en cantidades considerables, y A. niger
produce celulasas para el rompimiento de las Uniones'B-éluég
sidicas del polimero (4,5,32,37), as{ como la capaciaéd de -
utilizar la unidad estructural de la celulosa, como lo es lé:
celobiosa (Cuadro 7).

b. Caracteristicas auxonogridficas de A, niger:

En el Cuadro 7, se presenta el auxonograma de carbono de

A. niger; en éste pueden observarse los carbohidratos utiliza
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dos por el microorganismo; estos resultados coinciden con los
informados por Imrie y col (30). También puede épreciarse -
que la glucosa y la celobiosa fueron los azlcares mids eficien
temente utilizados por el moho; esto se debid a que las mejo- -
res fuentes de carbono para los hongos filamentosos, cbmo lo
es A. niger, son las hexosas y dihexosas. La facilidad de -
utilizacidn de celobiosa por este moho es muy importante, ya
que este disacarido pudo obtenerse como producto de hidrdli-
sis de la celulosa de la pulpa de café, y haber sido utiliza
do por el moho en los cuatro sustratos evaluados.

A. niger también puede utilizar pentosas como la xilbsa
y la arabinosa (Cuadro 7) (30.32). Sin embargo, la cepa de
A. niger empleada en este estudio utilizd mis eficientémente
las hexosas como fuente de carbono, ya que se obtuvo Qn-mejor
crecimiento del moho utilizando estos carbohidratos como-ﬁnii“
ca fuente de carbono. |

¢. Caracteristicas fisicas de los diferentes sustratos

evaluados:

1. Pérdida de materia seca:

El valor mds elevado de pérdida de materia seca se ob-
serva en el sustrato que contiene la concentracidn estdndar
de sales de nitrégeno (Cuadro 8), después de 24 y 67 hrs de
fermentacién. Esto se debe a que existid mayor crecimiento

del moho, y por lo tanto mayor actividad metabdlica, lo que



conlleva a un mayor consumo de nutrientes disponibles y esto ori-

. gina que se pierda més materia seca (49).

2, pH:

Se encontraron diferencias altamente significativas (P40.001)
entre los valores de pH, los dos-tiempos de fermentacién'y i# con
centracidén de sales de nitrdgeno agregadas en los cuatro sustra--
tos evaluados,

Se encontré un pH alcalino en el sustrato que contenfa sulfa
to de amonio y urea agregados a la concentracidn estdndar, tanto
después de 24 como de 67 hrs de fermentacién, lo que nos permite
deducir que existe acumulacidén de ion amonio en el producto fer-
mentado y compensa en parte la acidificacidén resultante en los

sustratos que carecen de estas sales o de alguna de ellas (50).

3. Humedad:

La humedad final de los sustratos evaluadoé se sumariza en
. el Cuadro 8. En &1 se observa que este pardmetro fisico de la
fermentacién sélida presentd variaciones altamente significati-
vas {P<0.001) entre los sustratos y las horas de fefﬁéntacién.
Al igual que los pardmetros gnteriores, el sustrato qﬁe presenta
el valor mis alto de humedad es el que contenia la concentracidn
estidndar de sales de nitrdgeno, lo que nos desmuestra que exis-
. ti8 meyor actividad metab8lica y, por lo tanto mayor produccidn

de 002 y agua (49).
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d., Despuds de 24 y 67 hrs de fermentacidn:

A las 24 hrs se encontrd una disminucidn altamente signi=::
ficativa (P<0,001) de la concentracién'de carbohidratos solu-
bles totales (Cuadro é) en el sustrato agregado de las dos sa
les &e nitrégeno a la concentracidn estédndar. En el sustrato’
que carece de nitrégeno también disminuyd significativamente
(P<0.01), mientras que el sustrato que contenia solamente u-
rea presentd una disminucidn a menor n%vel de significancia
(P¢0.02). El sustrato agregado de urea y sulfato de amonio a
mitad de la concentracién esténdar no presentd ningln cambio
estad{sticamente significativo. Estos resultadbs wmuestran
que existen diferencias entre los cuatro sustratos, ¥y éstas
muy nosiblemente se deben a las distintas coﬁcentraciongs de
n1trogeno en los cuatro sustratos evaluados. Por lo-anterior,
se puede decir que 4 A, niger utillzo mayor cantidad de carbo-,
hidratps en el sustrato que contiene la concentracién estin-
dar de sales de nitrdgeno, y esto hace que la disminucidn de’
los carbohidratos alcance el mayor nivel de significancia -
(P<0.001). En el sustrato que carece de nitrdgeno agregado
también utilizd parte de los carbohidratos solubles totales,
lo que hace suponer que el moho estd utilizando el nitrdgeno
de las sustancias propias de la pulpa de café.

Curiosamente, el sustrato que contiene dnicanente urea

presenta una disminucidén de estos carbohidratos a un nivel de
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significancia menor que los anteriores. El sustrato que con-
tiene dos fuentes de nitrdgeno agregadas a mitad de la concen-
tracién esténdar, muy curiosamente no muestra ninguna baja en
la concentracién de carbohidratos solubles totales.

Después de 67 hrs de fermentacidn los cuatro sustratos
mostraron una baja en la concentracién de estos carbohidra-

tos, la cual fue estad{sticamente significativa (P£0.01) al

'comparar los valores obtenidos a este tiempo con los indicados

antes para las 24 hrs de fermentacidn, as{ como el obtenido.
para la materia prima.

Al igual que a las 24 hrs, la concentracién de estos car
bohidratos es menor en el sustrato que contiene la coﬁcentra-
cidn esténdar de nitrdgeno agregado. En este tiembo de fer-
mentacién cabe notar que s{ existié una disminucién altamente
significativa (P<0.001) de estos carbohidratos, en el sustra-
to que contiene urea y sulfato de amonio agregados a la mitad.
de la concentracién estdndar. En los sustratos restantes exié-
tid disminucidn significativa (P<0.01).

La disminucidn ‘en el sustrato que contiene urea y sulfa-
to de amonio agregados a la mitad de la'concentracién estin-
dar, pudo deberse a que A. niger no habia metabolizado la ma-
yor parte de éstos carbohidratos a las primeras 24 hrs de fei
mentacién, y con mayor tiempo del proceso la velocidad de uti
lizacidn aumentd. Esta disminucién es mayor que la registra-

da para el sustrato que contiene las dos sales a la concentra
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cién esténdar, pero siempre existid diferencia significativ#
entre ambas, ya que A. niger utilizé més carbohidrééos en el
sustrato que conten{a la concentracidn estindar de nitrdgeno
agregado.

Estos resultados demuestran que la naturaleza y cantidad
de compuestos nitrogenados son factores muy importantes para
la utilizacidn de carbohidratos solubles por A, niger (30,32),

La concentracién de carbohidratos reductores aumentd des-
pués de 24 hrs de fermentacidén (Cuadro 10), Este aumento fue
altamente significativo (X 0.001)., Esto pudo deberse'a la ca
pacidad que posee A. niger de producir celulasas que degradan
la celulosa (4,5,30,34). Dado que ésta es un polfmero de glu
cosa y ésta a su vez es un aziicar reductor, se puede inferir
que los carbohidratos reductores se incrementaron debido a la
hidrélisis de este polimero.

Después de 67 horas de.fermentacidn se obtienen disminu-
ciones altamente significativas (P<0.001) de los carbohidratos
reductores respecto al valor obtenido después del prim;r tiem
po de fermentacién evaluado (Cuadro 10). Sin embargo, todos
los valores encontrados son mayores que el obtenido en el - J
sustrato inicial, Esto pudo deberse a que existid degrada-
cidén de celulosa durante los dos tiempos de fermentacidn eva-
luados (Cuadro 14), A. niger no logré utilizar los carbohi-.
dratos reductores resultantes como para alcanzar en los pro-.
ductos finales valores menores que el encontado en el sustra

to inicial (Cuadre 6).
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No existieron diferencias significati?as entre el conte-
nido de carbohidratos reductores de los productos finales -
procedentes de los sustratos en los cuales se agregaron fuen
tes de nitrdgeno, lo que demuestra que en estos tres sustratos
se utilizé igualmente este tipo de carbohidyﬁtos. En cambio si
existid diferencia significativa (P£0.01) entre el contenido
de estos compuestos en los sustratos 6itadbs y el del sustra-
to carente de nitrdgeno agregado, por lo que A, niger parece
utilizar mejor estos carbohidratos al agregarse una fuente de
nitrégeno. Por lo tanto, al igual que en el caso anterior, la
utilizacidén de estos carbohidratos estd afectada por la canti-

dad y disponibilidad de la fuente de nitrégeno (32).f

En el Cuadro 11 se sumarizan los valores de la coneenffé
cidn de hexosas. Después de 24 hrs de fermentacidén se observa
que existid un aumento de estos carbohidratos, que probd ser
altamente significativo (P¢0.001) en los cuatro sustratos sé-
lidos. Esto puede deberse principalmente a la degradaciénlde-
polimeros de hexosas por el moho. Un polfmero de tal natura-
leza es la celulosa que se ;e disminuida en los cuétro sustra
tos (Cuadro 14), debido a que A. niger posee enzimas capaces de
degradarla (4,5,34,39,59).

En el sustrato que contenia la mayor coﬁcentracién de
nitrégeno agregado se observéd (Cuadro 11) que existid el me-

nor aumento de la concentracidnm de hexosas, existiendo dife-
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rencia altamente significativa (P<0.001), con los demds sus-
tratos sélidos. Esto puede deberse a que A, niger utilizé
con mayor facilidad las hexosas presentes en este sustrato,
porque este moho utiliza hexosas y dihexosas dependiendo de
la cantidad y disponibilidad de nitrégeno presente en el sug
trato. Por lo mismo, a mayor disponibilidad y/o cantidad de
nitrégeno, mayor utilizacién de estos carbohidratos (30,32). .

Después de 67 hrs de fermentacién las concentraciones de
hexosas disminuyen significativamente (P€0.001) en los cuatros
sustratos, al compararla con las concentraclones encontradas
a las 24 hrg. También existen diferencias significativas -;
(P<0.01)entfe s{ notdndose que el sustrato que contenfa la -
mayor concentracidén de nitrdgeno agregado se obtuvo la mayor
disminucidn. Las razones de estos resultados pueden ser las
mismas que fueron expuestas anteriormente.

Hay que hacer notar que las concentraciones de los car-
bohidratos reductores y de las hexosas difieren entre s{ --
(Cuadro 6, 10 y 11), y considerando que las hexosas y dihe-
xosas poseen poder reductor (44), los resultados pbtenidbs de-
berian de ser similares, Pudo héber influi{do en esto la sen-
sibilidad de los métodos utilizados para las de;erminacionés,
ya que en el métodé utilizado para medir la concentracién‘de
hexosas se refiere que reaccionan igual los monosacdridos y

los disacaridos de estas (33). En cambio, en el método utili-
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zado para medir la concentracidén de carbohidratos reductores, -
se mencionan que los disacdridos reaccionan, pero en menor pro-
porcidén que los monosacdridos (20). ~Como éxiste evidencia de
la degradacién de celulosa por el moho, se asume que existen
pro&uctos de hidrdlisis de ésta (celobiosa) en las determina-
ciones realizadas. |
Ademés, de los problemas en la metodologfa se debe tomar
en cuenta las reacciones que pudieran haberse llevado a cabo
en los sustratos evaluados, ya que los grupos amino de los -
aminodcidos, sobre todo de los bdsicos (21,28), reaccionan -
con los grupos carbonilo de los carbohidratos formande gluco-
silaminas (reaccidn de Maillard); esta reaccién no requiefe ae
condiciones.extrictaménte especiales (21,23,28). Al formarse
este compuesto el grupo carbonilo perderiz su poder reductor

(21,44) .

Las pentosas (Cuadro 12) aumentan su valor en el produc-
to fermentado, después de 24 y 67 hrs del proceso, con respecto
al valor inicial. Este aumento puede estar influenciado por
una disminucidén en la concentracién de otros carbohidratos, -
dado que los datos se informan en forma porcentuai respecto -

al producto final,

Como puede observarse en el Cuadro 13, la concentracién

de cetosss en los cuatro sustratos sbélidos tuve una disminu-



cién altamente significativa después de los dos tiempos de --
fermentacién. El descenso alcanzé mayor significancia después
de 24 hrs de fermentacidn. Después del segﬁndo tiempo del pro
ceso, se observa un aumento significativo (P<0.01) en los cua-
tros sustratos, respecto al valor encontrado en el primer tiem’
po de fermentacién. Esto pudo deberse no a un aumento en si

de cetosas, sino a la disminucidn de la concentracidn de azi-
cares, dado que los datos se informan en forma porcentual res

pecto al producto final.

La concentracién de celulosa descendid en los cuatro sus-
tratos evaluados (Cuadro 14)., Este descenso fue altamente sig
nificativo (P<0.001) después de los dos tiempos de ferﬁenta--_
cidén. Se encontraron diferencias significativas (P40.01) -
entre los contenidos de los diferentes sustratos, yé que la -
celulosa disminuyd mds en el sustrato que contenia la concen-
tracién estdndar de nitrégeno agregada. El descenso de celu-
losa se vio influido también por el tiempo de fermentacién, -
porque a mayor tiempo del proceso, menor cantidad de-celulosa

. en todos los productos. Como se menciond en pdrrafos anterio
res, A, niger tiene la capacidad de producir celulasas, enzimas
que degradan la celulosa, y ésta es la causa de que oéurfé
este descenso en la concentracidn de este polimero de hexosas

que se encuentra presente en la pulpa de café (4,5,37,39).



La hemicelulosa (Cuadro 14) aumentd significativamente -
(P¢0.001) en los cuatro sustratos, tanto después de 24 como -
de 67 hrs de fermentacidn, observdndose mayor aumento;eﬁ.el -
segundo tiempo del proceso} Esto puede deberse no proplamente
a un aumento de la concentracién en si, sino a la disminucién
de otros componentes de la pared celular, como la fibra neutro
y &cido detergente, ya que la hemicelulosa se calcula a par-

tir de estos resultados (62,63,64).

Los contenidos de fibra neutro detergente de los diferen
tes sustratos {(Cuadro 14), presentaron diferencias sustaﬁciales.
Después de 24 hrs de fermentacién; los sustratos que contenfan
urea y sulfato de amonio presentaron una.disminucién altamente
significativa (P{0.001) con respecto al valor inicial, mientras
en el sulfato carente de nitrdgeno agregado, y en el que dni-
camente se agregd urea, no se pbtuvo disminucién significati-
va. A las 67 hrs de fermentacidn se obtuﬁo dism#nuciéh_sigp;-
ficativa (P40,001) en el contenido de este tipo de fibra en --
los sustratos que contenfan urea y sulfato de amonio, con res-
pecto al valor del sustrato inicial, pero no con respecto a los
valores obtenidos a las 24 hrs de fermentacién., En los resténf -

tes sustratos no existieron cambios estadisticamente significa-

tivos.
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E1l aumento relativolde fibra neutro detergente en los
sustratbs que contienen urea y sulfato de amonio, después de-
67 hrs de fermentacidn con respecto a los valores obtenidos
a las 24 hrs, pudo deberse a un aumento del conﬁenido celular
de la pulpa de café, ya que de la determinacidn de fibra'néu—
tro detergente se obtiene el contenido celular de la misma y
en éste va incluifdo el valor de protefna. Como ésta aumenta
en los sustratos que contienen mayor cantidad de sales de ni-
trégeno (49,50) el contenido celular y orgénico también‘se ve

afectado (63),

La fibra 4cida detergente (Cuadro 14), o espeéi{ficamen-
te el contenido de fibra de la pulpa de café, disminuyé con-
siderablementeAdespués de 24 y 67 hrs de fermentacién. E1
tiempo dé fermentacidn influye en la disminucién de la fibra,
ya que & mayor tiempo del proceso se obtuvo més descenso de
la misma en los cuatro sustratos. Existieron diferencias --
significativas (P<0,01) entre los diversos sustratos, obte-
niéndose los menores valores en el sustrato que contenfa més :
cantidad de nitrdgeno., Esto puede deberse a que el crecimien
to de A, niger y el tiempo de fermentacidén influyen en la.de;
gradacién de la pulpa. Este fendmeno también se ha informa-
do en fermentaciones anaeréﬁicas de la pulpa (15,47) y en o-

tro estudio sobre la fermentacidn sdlida de la misma (49).



Otro componente de la pared celular de la pulpa de café.

es la lignina, el contenido de la cual en los diversos sustra-
tos aumentd con el tiempo de fermentacién. Esto pﬁdo debérse
a la disminﬁcién de otreos componentes celulareé, porqu; los
resultados se informan en forma porcentual con respecto al

producto final,

e, Relacidn entre la utilizacidn de carbohidratos, por

A. niger, rendimiento en sintesis proteica y tipo -

de fuente de nitrdgeno.

1. Carbohidfatos solubles totales:

La relacidén entre carboﬁidratos solubles totales, pH y -
el crecimiento de A. niger en el sustrato carente de nitrdge-
no agregado (Grdfica 1), resultd ser una relacién negativa,
Esto nos indica que existid un descenso en el contenido de -
carbohidratos al aumentar el pH, el crecimiento del moho y el
tiempo de fermentacidén, aunque el crecimiento y la gtilizacién
de estos carbohidratos es menor que en los demds sustratos es-
tudiados. Esto puede deberse a que A. niger utilizd el nitrg:
geno disponible en'ia materia prima, como lo es posiblemente
la cafefna de la pulpa de café (10.49), y éste resultd ser -
no solo menor en cantidad sino probablemente de menor disponi-
bilidad que el agregado a los.otros sustratos, por lo que fue

insuficiente para soportar un crecimiento adecuado. La.velo-



cidad de utilizacién de carbohidratos solubles en el sustrato
sin nitrégeno agregado es menor, debido posiblemente a que -
las sales nitrogenadas y la disponibilidad de las mismas és-.
tan intimamente ligadas a la utilizacidén de carbohidratos -
(30,32).

La relacidén de pH, crecimiento y utilizacidén de carbohi-
dratos solubles en los sustratos que contenfan sales de ni-
trégeno agregadas a distintas concentraciones, o supresidn de
alguna de ellas; muestran una pendiente negativa (Graficas
2-7). Esto se debe a un aumento del crecimiento de A, niger
y, por lo tante, a una disﬁinucién de la.concentracién de --
carbohidratos solubles en los tres sustratos. Esta relacidn
alcanzdé un mayor nivel de significancia (P<0.01), despiés de
67 hrs de fermentacién (Gréficas 3,5,7). Indiscutiblemente
la utilizacién de carbohidratos es mayor en el sustrato qué
contiene la mis alta cantidad de nitrdgeno (Grificas6,7), si-
guiéndole el que (nicamente contenfa agregado de urea (Grifi-
cas 4,5), dado que existid diferencia significativa (P<0.05)
entre éste y el que contiene sulfato de amonio y urea agrega-
dos a la mitad de la concentracidn estdndar (Grificas 2,3)
(30,32). o

Dado que el pH estd directamente relacionado con el cre-

cimiento de A, niger, el mismo puede utilizarse para evaluar
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la utilizacidén de carbohidratos sin necesidad de conocer el

rendimiento obtenido em la fermentacién o crecimiento de A.

niger (49).

2. Carbohidratos reductores:

La relacidn entre el contenido de carbohidratos reduc-
tores y crecimiento de A. niger después de 24 hrs de fermen
tacidn, resultd sér positiva en tres de los sustratos estu-
diados (CGrdficas 8,10,12). Esto se considera debido a que en
éstos el crecimiento de A. niger fue a menor velocidad que a
la que se efectuaba el aumento de la concentracién de cargohi-
dratos reductores, por degradacidén de polimeros como la celu-
losa., En cambio, en el sustrato que contenia mayor concentra-
¢idn de nitrdgeno, si existid una relacidn negativa, lo que
nos indica que la utilizacién de carbohidratos redu;tores se
ve influenciada por la cantidad de la fuente de nitrdgeno agre-
gada (30,32). .

Después de 67 hrs de fermentacién, la relacidn de carbo-
hidratos reductores y crecimiento de A, niger es negativa en

los cuatro sustratos; esto nos indica que el tiempo de fermen-

tacién influye directamente en la utilizacidén de los mismos.

3. Hexosas:
La relaciédn entre el contenido de hexosas y crecimiento

de A, niger registrado en los diferentes productos resultd -
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ser negativa en los cuatro sustratos, & los dos tiempos de fer-
mentacién estudiados (Grdficas 16-22). Esto sugiere que las
hexosas fueron el tipo de carbohidratos que con mayor facili-

dad utilizé el moho (30).
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CONCLUSIONES

La concentracién, naturaleza y disponibilidad de los com-
puestos nitrogenados, presentes o agregados al sustrato
en fermentacidén sdlida, interviene directamente en la

eficiencia de utilizacidén de carbohidratos por A. niger.

Las hexosas fueron los carbohidratos mejor utilizados por
A. niger en los cuatro sustratos, influyendo directamente
la concentracién de nitrégeno en el sustrato sobre el gra:

do de utilizacidn de estos carbohidratos.

A. niger es capaz de crecer en pulpa de café como Unica
fuente de carbono, sin agregado de ninguna sal de nipré-
geno, aunque su crecimiento no es tan rdpido y/o eficieg
te como cuando se agregan sales de nitrdgeno al sustrato,
Lo anterior sugiere que el moho utiliza los compuestos.de
nitrégeno propios de la pulpa de café, como puede ser el

nitrogeno de la cafeina,

A. niger al degradar la celulosa de la pulpa de café so-
metida a procesos de fermentacidn sélida, y disminuyendo
su porcentaje de fibra; origina un producto fermentado -

que posee mejores caracter{sticas para ser usado en la -

alimentacidén animal.
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El tiempo adecuado para obtener una pulpa de café con me-
jores caracteristicas de digestibilidad parece ser 67 hrs,

en base a los datos de este estudio.

La determinacidén de pH puede ser utilizada para estable-
cer el grado de crecimiento de A. niger (o rendimiento de

la fermentacidn sdlida) en este tipo de fermentacidn.

LIy
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RECOMENDACIONES

Identificar las hexosas, pentosas y cetosas presentes en )
la pulpa de café, para tener mejores conocimientos de la

composicién quimica de la misma.

Realizar estudios para establecer cual es el mecanismo
que utiliza A, niger para su crecimiento en sustratos -
como la pulpa de café, sin el agregado de sales nitroge-

nadas.

Inclufr en los estudios sugeridos arriba a las levadu-
ras capaceS'delutilizar cafefna como Gnica fuente de ni
trégeno (10,65) en sistemas de fermentacién sdlida en
nulpa de café, para establecer comparacién de_renﬁimiento

en sintesis proteica, y utilizacidn de carbohidratos con

é- ﬂigero

Desarrollar sistemas viables para llevar a cabo fermen-
taciones sdlida de la pulpa de café en grandes cantida-
des, para asi contribuir a la decontaminacién ambiental
que ésta causa. Tanto este estudio como otros (49) han

establecido el beneficio que representa para la utiliza- .




" cién de la pulpa como alimento animal, aumentando su con- .

tenido protef{nico y disminuyendo los factores que afectan

la digestibilidad del material.

frmT T e e
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FIGURA 1

COLUMNA UTILIZADA PARA FERMENTACION SOLIDA
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Tomado de: Raimbault (50)
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CUADRC 1

PRODUCCION DE CAFE Y DISPONIBILIDAD DE -LA PULPA

DE CAFE EN CENTRO AMERICA Y

CIFRAS TOMADAS DE ANNUAL COFFEE STATISTICS , No.

1974 (Pan American Coffee Bureau),
New York

. —— . .

PANAMA
Pais Producciédn anual de Disponibilidad anual
fruto maduro (qq) de la pulpa de café (qq)

1974-1975 1974-1975

Cuatemala 16,141,444 6.973,104
~E1 Salvador 19,443,105 '8.399,421
Honduras 5.392,701 2,329,651
Nicaragus 4.769,060 2.060,243
Costa Rica 16.141, 444 6.973,104
Panamé 498,915 215,531

38
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CUADRO 2

COMPOSICION QUIMICA DE LA PULPA DE CAFE

(%)
Fresca Deshidratada Fermentada“
naturalmente vy
deshidratada
Humedad 76.7 12.6 7.9
Materia Seca 23.6 87.4 | 92.1
Extracto etéreo 0.4 2.5 2.6
Fibra Cruda 3.4 21.0 20.8
Protefnas N x 6.25 2.1 11.2 10.7
Cenizas 1.5 8.3 8.8
Extracto libre de
nitrdgeno 15.8 44.4 49,2

Tomado de:Elfas, L. G, (18) -



CUADRC 3

CONTENIDO DE AMINOACIDOS EN LA PROTEINA DE LA PULPA DE CAFE

(g/16gN)
Aminodcido Pulpa de Maiz Harina Harina de
café de sovya semilla de
algodén
Ligina 6.8 1.7 6.3 4.5
Histidina 3.9 2.8 2.4 2.6
Arginina 4.9 3.1 7.2. 11.2
Treonina 4.6 3.3 3.9 3;5‘
Cistina 1.0 1.0 1.8 1.6
Metionina 1.3 1.6 1.3 1.4
Valina 7.4 5.0 5.2 4.9
Isoleucina 4,2 4.3 5.4 3;8
Leucina 7.7 16.7 7.7 5.9
Tirosina 3.5 5.0 3.2 2.7
Fenilalanina 4.9 5.7 4.9 5.2
Hidroxiprolina 0.5 - - -

- Acido aspértico 8.7 - - -
Serina 6.3 - - -
Acido glutdmico 10.8 - - -
Prolina .6.1 - - -
Glicina 6.6 - - -
Alan%na 5.4 - - -

Tomado de: Bressani y col. (8)



CUADRO 4

CONSTITUYENTES DE PAREDES CELULARES Y POLISACARIDOS .
ESTRUCTURALES EN LA PULPA

: * DE CAFE
(g%)
: Contenido Celular | 63.3
Fibra neutra detergente ~ 36.8
Fibra acida detergente : 34.5
Hemicelulosa . 2.3,
Celulosa 17.7
Lignina 17.5.
Proteina lignificada - 3.0
 Protefna cruda _ 10.1
Cenizas insolubles _ 0.4

Tomado de: Elfas, L. G, (18)
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CUADRO 5

ENZIMAS PRODUCIDAS EN SISTEMAS DE FERMENTACION

SOLIDA
Tipos de Microorganismo Aplicacidn en
enzimas - utilizado la industria
Amilasas A. oryzae Sacarificacion
del almidén
A, flavus Conservacidn de
frutas
A, niger Conservacién de .
frutas ‘
Rhizopus sp Industria ali--
menticia
B. subtilis Industria ali--
menticla
Invertasas S. carbengensis Confiteria
Proteasas A, oryzae, flavus Hidrélisis de la
Mucor sp gelatina
B, subtilis Clarificacidn de.
la cerveza
Celulasas T. barungi Degradacién de a-
‘1imentos celulolf
ticos '
M. verrucarium Textiles
Pectinasas Aspergillus sp Clarificacién de
jugos de frutas
Penicillium sp Vinos .
Lactasas C. pseudotropicalis Cremas de hela-
: dos '
Lipasas C. lypolitica Fabricacidn de
. quesos
Tomado de: Raimbault (50).



CUADRO 6

CARBOHIDRATOS SOLUBLES Y ESTRUCTURALES DE LA PULPA.
DE CAFE UTILIZADA COMO SUSTRATO DE FERMENTACION
SOLIDA
(% Base Seca)

Carbohidratos Solubles Totales _ 14.55%
Carbohidratos Reductores 2,00%
Hexosas h 10.20%
Pentosas 0.17%
Cetosas 0.98%
Celulosa 25.82%

Hemicelulosa 3.66%




CUADRO 7

AUXONOGRAMA DE CARBONO DE A. niger

tiad

Azucar 48 hrs' 72 hrs'
Manosa - + )
Galactosa ' - -
Xilosa - -
Sorbosa - -
Rafinosa - o N
Inulina - ' e
Sacarosa - oL
Arabinosa - +
Inositol - ' -
Glucesa tt e

’ Celobiosa + +é

'Horas de incubacidn a temperatura .ambiente del moho.




{CUADRO 10

CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS REDUCTORES EN LOS
DIFERENTES PRODUCTOS OBTENIDOS DESPUES DE
24 y 67 HORAS DE FERMENTACION

(7. Base Seca)

Sustrato 24 hrs de 67 hrs de
fermentacidn fermentacidn
A 4.41" 3.41
+ 0.0159 * 0.1511
B . 4,66 2,12
¥ 0,3483 * 0.1122
T 5.07 2,29
* 0,0205 * 0.2382
D 4.77 2,15
* (.1869 x 0.1053
Pulpa 2,00
A carente de nitrdgeno agregado ' Media

B nitrdgeno agregado a mitad de
la concentracién estdndar

C Onicamente urea

D nitrégeno agregado a la concen
tracién estédndar

4+ Desviacién

~ esténdar

n=30 en A, B,
c, D.



CUADRO 11

CONTENIDO DE HEXOSAS EN L.OS DIFERENTES PRODUCTOS _
OBTENIDOS DESPUES DE 24 y 67 HORAS DE FERMENTACION ’ '
(% Base Seca) "

Sustrato 24 hrs de 67 hrs de
fermentacidn fermentacidn
A 15.34" 14.81!
+ 0.2336 + 0.0612
B 15.14 12.77 R
* o0.1121 T 0.7369 S
C 15.65 12.44
- % 0.1750 % 0,2849
D 13.69 11.72
* 0.2387 T 0.1278
Pulpa 10.20
A carente de nitrdgeno agregado ' Media
B nitrdgeno agregado a mitad de 4 Desviacidn
- la concentracién esténdar ~ esténdar
C Gnicamente urea n=30 en A, B,
D nitrégeno agregado a la con- c, D.

centracidn estdndar




CUADRO 12

CONTENIDO DE PENTOSAS EN LOS DIFERENTES PRODUCTOS
OBTENIDOS DESPUES DE 24 y 67 HORAS DE FERMENTACION

(% Base Seca)

-

Sustrato . 24 hrs de 67 hrs de
fermentacidn fermentacidn
A 0.4914°' 0.7462'
* 0.0156 X 0.0014
B ' 0.5426 0.4531
* 0.0013 X o0.0017
c 0.4438 0.5030
+ 0,0019 ¥ 0.0058
D 0.5167 0.4004
+ 0.0022 X 0.0006
Pulpa 0.1686
A carente de nitrdgeno agregado ' Media
B nitrdgeno agregado a mitad de + Desviacidn

la concentracidn estdndar

C Gnicamente urea :

D nitrdgeno agregado a la con-
centracién estdndar

“ estdndar
n=30 en A, B,
c, D.




CUADRO 13

CONTENIDO DE CETOSAS EN LOS DIFERENTES PRODUCTOS
OBTENIDOS DESPUES DE 24 y 67 HORAS DE FERMENTACION
(7% Base Seca) :

Sustrato 24 hrs de 67 hrs de
fermentacidn fermentacidn
A 0.2495" 0.3855"
* 0.0007 T 0.0017
B : 0.2746 0.5783
+ 0.0024 * 0.0016
C 0.2097 0.5052
* 0.0044 ¥ 0.0046
D 0.3363 ' 0.4538
+ 0.0021 X 0.0016
Pulpa . 0.9791
A carente de nitrdgeno agregado ' Media |
B nitrégenc agregado a mitad de + Desviacidn
la concentracién estdndar ~ estdndar
0 dnicamente urea n =30 en A, B,
D nitrdgeno agregado a la con- C, D.

centracién esténdar
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niger

(7 a.a. basicos)

Crecimiento de A.

niger’

(% a.a. bisicos)

Crecimiento de A,

GRAFICA B8

RELACION ENTRE CARBOHIDRATOS REDUCTORES Y CRECIMIENTO DE A. niger
DEL SUSTRATO CARENTE DE NITROGENO AGREGADO .

|
|
0.8 T
v=2=-3.71 4 1,08x r= -0,2095 n=30
0.7 4 _
24 hrs de fermentacidn
Z — . . :
4,12 4.14 | 4,16
Carbohidratos Reductores
(% base seca)
GRAFICA 9
1.0 4—
0'9-— \ \
y=1.63-0,2188x r= -0.4445 T~
0.8T - =n=30 ' ~—
----- Después de 67 hrs de fermentacién . ~—
-~
/s —+ . L,
3.3 ) : 3!5

Carbohidratos reductores
(% base seca)



niger

basicos)

Crecimiento de A,
(% a.a.

niger

a. basicos)

Crecimiento de A,
(% a.

‘ : GRAFICA 10

RELACION ENTRE CARBOHIDRATOS REDUCTORES Y CRECIMIENTO DE A. niger
DEL SUSTRATO QUE CONTIENE NITROGENO A LA MITAD DE LA
' CONCENTRACION ESTANDAR

/
1.2 4
y=1.13 + 0,018x r=0.3402 n=30
11 Después de 24 hrs de fermentacidn

rrl 3

-

4.2 4.6 5.0

Carbohidrafos reductores
(% base seca)

GRAFICA 11

2.5 4 — y=2.85 - 0.1885x r=-0.3910 n=30
\
\
ﬁ‘“‘"‘-—-—:
— |
\ .
2.4 + ---- Después de 67 hrs de TT——
fermentacidn
=
4 4 4 e
2,0 2.2 2.4

Carbohidratos reductores
(% base seca)



Crecimiento de A, niger
(% a.a. bdsicos)

niger

bisicos

Crecimiento de A,
(% a.a.

GRAFICA 12

RELACION ENTRE CARBOHIDRATOS REDUCTORES Y CRECIMIENTO DE A. niger

1.3 7T

1.2

DEL SUSTRATO QUE CONTIENE UNICAMENTE UREA

y=-0.1301 +0.2761x r=0.2528 n=30

Después de 24 hrs de fermentacidn

- t
5.04 5.06 5.08

Carbohidratos reductores
(% base seca)

GRAFICA 13

2.5 _
2.4 \ y=2.71 - 0.1240x r= -0.5295 n=30
--\“_ ---- Después de 67 hrs de
‘“‘*m‘\ﬁ_ fermentacién
) —~
1: magfierare, } : s '
2.1 2.3 205 .

Carbohidratos reductores
{% base seca)



niger

a. bdsicos)

Crecimiento de A.
(% a.

higer

(% a.a. bdsicos)

Crecimiento de A,

GRAFICA 14

RELACION ENTRE CARBOHIDRATOS REDUCTORES Y CRECIMIENTO DE A. niger
DEL SUSTRATO QUE CONTIENE NITROGENO A LA CONCENTRACION ESTANDAR

1.9
1,8l
y=2.52 - 0.1477x r=-0.8591
.n=30
1.7 Después de 24 hrs de fermentacidn
2
l F B 'y - .; N
7 ’ |} LI
4.5 4,7 4.9
Carbohidratos reductores
(% base seca)
GRAFICA 15
2.8
T— y=2.96 - 0.1224x =-0.4397 n=30
2.71 ~—_ Después de 67 hrs de fer-

aﬁ\“‘:fntacién :
ﬂsﬁnn~n§_ “‘\‘b - _

/L—
’7 z

L] | +
2.0 2.2 ' 2.4
Carbohidratos reductores
; QZQhaseisera\ o
i . " - —"i A
Blbllpteca Centra; ﬂ]
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e

niger

(% a.a. basicos)

Crecimiento de A,

niger

(% a.a. blsicos)

Crecimiento de A.

GRAFICA 17

RELACION ENTRE HEXOSAS Y CRECIMIENTO DE A, niger
DEL SUSTRATO QUE CONTIENE NITROGENO A LA MITAD :-
DE LA CONCENTRACION ESTANDAR

0.9 L
0.8 4+ }
0.7 1 y=1.50 - 0,0484x r=-0,2109 n=30 T
Después de 24 hrs de fermentacidnm :
)5 :
15.2 15.6
HEXOSAS
(% base seca)
GRAFICA 18
2,44 |
R -
\
2.3¢+ y=3.35 - 0.0710x r =-0.0566 n =30
' ---- Después de 67 hrs de fermentacidn
<
M
L - ] ; :;
12,8 13.0 13.2

HEXOSAS
{% base seca)




GRAFICA 19

RELACION ENTRE HEXOSAS Y CRECIMIENTO DE A. niger
DEL SUSTRATO QUE CONTIENE UNICAMENTE UREA

L 4

1.3+
-
1]
.
[={ K~]
o]
M
e L2y
o 2
o y=5.22 -~ 0.2528x r= -0.5237 n=30
o
E T 1.1 4 - Después de 24 hrs de fermentacidn
s
Q@
L2
S L
-
o ; i :

15.4 15.6 15.8

HEXOSAS
(% base seca)

GRAFICA 20
- 2.5 =~
W
‘4
=] P
- 8
4 @ 2.4 4 \
=t
o £ \
S 23 | y=3.78 - 0.1094x r=-0.5021 n =30
D
S ---- Desgpués de 67 hrs de fermentacidn
&
74 t —} t
12.3 12.6 : 12.9

HEXOSAS
(% base seca)




Crecimiento de A.

niger

(% a.a. bidsicos)

Crecimiento de A,

niger

b4sicos)

(% a.a.

1.

1.

1.

GRAFICA 21

RELACION ENTRE HEXOSAS Y CRECIMIENTO DE.A. niger
DEL SUSTRATO QUE CONTIENE NITROGENO
A 1A CONCENTRACION ESTANDAR

9--
8-.
y=3.47 - 0.1197 r=-0.9347 n=30
7T Después de 24 hrs de fermentacidn
1
T . o 4 { +
13.5 13.7 13.9
HEXOSAS
(% base seca)
GRAFICA 22
2.8+
2.7+ T
\\
2.6¢1 y =4.97 - 0,1937x 1 =-0.7049 n=30 T
’L ---- Después de 67 hrs de fermentacién
7

-~y
-

|
11.6 11.8
o

HEXOSAS
(% base seca)

12.0
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