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RESUMEN

El objetivo en esta investigacion, se centro en cuantificar el contenido de proteina
celular (SCP) en la biomasa de la levadura Saccharomyces Cerevisiae producida a
partir de residuos de cascaras de naranja (Citrus sinensis L var valencia) y papa
(Solanum tuberosum) variedad Diacol Capiro (R-12) parauso en la alimentacién animal.
Se utiliz6 los residuos de cascaras de naranja y papa al 100% ( N100 y P100) y
combinaciones porcentuales de estos (N25P75, N50P50 y N75P25); se les caracterizd
quimicamente en cuanto porcentaje de humedad en base humeda (%H bh) y en base
seca (%Hbs), porcentaje de materia seca ( % MS), porcentaje de grasa (% extracto
etéreo), celulosa (gramos/ 100 gramos de residuo seco), almidon (gramos/ 100 gramos de
residuo seco) y azucares reductores (gramos/100 gramos de residuo seco). Los datos de
los contenidos de celulosa, almidon y azlcares reductores, indicaron que se debe realizar
una hidrolisis para aumentar la cantidad de azlcares fermentables. Se evalud el efecto
de los tratamientos en la produccion de azlcares reductores mediante hidrdlisis
quimica; el test de Tukey indico que entre N100, N75P25 y P100 existen diferencias
significativas, P100 es quien genera mas azlUcares reductores; dentro de las
combinaciones porcentuales N25P75 y N50P50 no hay diferencias significativas. Todos
los tratamientos se inocularon con células de Saccharomyces cerevisiae y se llevaron a
fermentacion aerobia por 18 horas. Se evalud la mayor produccion de proteina
Unicelular (SCP): el analisis estadistico indicd que hay diferencia significativa en la
produccién de proteina unicelular (SCP ) entre los sustratos de naranja y papa (N100 y
P100), pero en la combinaciones porcentuales no hay diferencias significativas. Se
considera a P100 como el mejor sustrato para el crecimiento y adaptacién de la levadura y
para la produccion de proteina unicelular SPC. Adicionalmente se determiné para todos
los tratamientos pardmetros cinéticos como velocidad especifica, ux, (h?l) vy
rendimiento de biomas Y x/s, (g/g), en donde se determind que P100  registro una
ux,= 0,48 yunY x/s= 0.2371.



ABSTRACT

The objective of research focused on quantifying the cellular protein content (SCP) in the
biomass of the yeast Saccharomyces cerevisiae produced from waste orange peel (Citrus
sinensis L. var valence) and potato (Solanum tuberosum) variety Diacol Capiro (R-12) for
use in animal feed. Waste was used orange peels and potato 100% (N100 and P100) and
percentage combinations of these (N25P75, N50P50 and N75P25) were chemically
characterized as moisture content wet basis (% H bh) and dry basis (% Hbs), percentage of
dry matter (% DM), fat percentage (% ether extract), cellulose (grams / 100 grams of dry
residue), starch (g / 100 g of dry residue) and reducing sugars (g/100g dry residue). The
data of the contents of cellulose, starch and reducing sugars indicated that hydrolysis should
be performed to increase the amount of fermentable sugars. There was effect of treatments
on reducing sugar production by chemical hydrolysis, the Tukey test indicated that between
N100 and P100 N75P25 significant differences exist, P100 is who generates more reducing
sugars; within N25P75 and N50P50 percentage combinations no significant differences
were found. All treatments were inoculated with Saccharomyces cerevisiae cells and
aerobic fermentation was carried out 18 hours. Production was assessed as single cell
protein (SCP): Statistical analysis indicated that there is significant difference in the
production of single cell protein (SCP) between substrates orange and potato (N100 and
P100), but the percentage combinations no significant differences. P100 is regarded as the
best substrate for the growth and adaptation of yeast for the production of single cell
protein SPC. Additionally determined for all treatments specific kinetic parameters such as
speed, pux, (h?) and yield biomass Y x /s (g / g), where it is determined that obtained P100
ux =0.48 and Y x /s =0.2371.
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INTRODUCCION

A nivel mundial a diario se generan miles de toneladas de residuos sélidos vegetales
provenientes de varias fuentes: doméstico, comercial, industrial y cosecha, esto hace que
se generan grandes volimenes que requieren de espacio para su biodegradacion natural,
asi como una tecnologia adecuada, maxime cuando no existe una separacién o
disposicion adecuada. En otro contexto se analiza que el agotamiento acelerado de los
recursos fosiles, el calentamiento global, y la falta de alternativas para sustituir a los
combustibles y productos quimicos derivados a partir de recursos fosiles ha impulsado a un
creciente interés en la conversion de residuos vegetales en  biocombustibles y
bioproductos, generando asi nuevas tecnologias emergentes que conduzcana disminuir

los grandes volumenes de estos residuos en los rellenos sanitarios.

En el mundo se producen aproximadamente 1600 millones de toneladas por afio de
residuos sélidos, los cuales generan graves problemas en relacion con el medio ambiente y
el manejo econdmico. En el contexto colombiano, de acuerdo con el Ministerio de
Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial (2008), indica que el pais produce unas 27300
Ton/dia de basura de las cuales el 65% son residuos organicos y el 35% son inorganicos.
De estos 65% de residuos organicos se estima que 40% pertenecen a residuo organicos
derivados de frutas, tubérculos, hortalizas, leguminosas. De acuerdo a las estadisticas de
indicadores de la Iniciativa Latinoamericana y Caribefia para el desarrollo sostenible, 2007,
en Colombia, el sector de mayor generacion de residuos sélidos organicos de origen
vegetal son las plazas de mercado, restaurantes y actividades domésticas. En ese informe,
se describe que el destino final de estos residuos se hace por evacuacion hacia un relleno
sanitario y reciclaje como alimento para ganado porcino. En el contexto de realizacion
del proyecto, Duitama (Boyaca) el panorama no es diferente. Actualmente los residuos
son recolectados en la ciudad y llevados al relleno sanitario; en promedio se producen 50
toneladas/dia, 1800 ton/mes, de las cuales, aproximadamente 1620 toneladas son
recolectadas puerta a puerta, de estas se podria decir que 45 toneladas son residuos
organicos conformados por; restos de vegetales podas de jardin papeles y cartén etc. En



cuanto a los residuos de origen vegetal, en la ciudad no se realiza una separacion
adecuada, de forma generalizada, s6lo existe en las plazas de mercado (Minorista-
Central de Abastos) y supermercados de cadena donde se producen 12 toneladas/semana
que llegan al relleno sanitario, alli son recolectados por particulares y sometidos a procesos
de compostaje (para abonos) y vermicompostaje (humus), elementos empleados
posteriormente en cultivos de la region, esta actividad permite disminuir gradualmente la
contaminacion ambiental, pero no es suficiente. La actividad comercial ( existencia de
varias industrias de fritura de papa) y la economia informal ( venta de jugo de naranja
en via publica) generan grandes volimenes de residuos vegetales, los cuales son

recolectados como basura, teniendo como dispocion final el mismo relleno sanitario.

La industria de alimentos y agricola quizé son los sectores en donde mas se generan
este tipo de residuos, y son muy pocas las industrias de procesamiento de alimentos que
implementan tecnologias para la reutilizacion de los residuos generados del procesamiento
de frutas y vegetales, ya que los consideran de un bajo valor comercial, lo que hace que
sean eliminados en las aguas industriales, como basura y/o encaminados hacia la

alimentacion animal sin ningan pretratamiento.

Los residuos organicos vegetales, en la actualidad son objeto de estudio en todo el mundo
para la produccion de biogas, compost, proteina, aminoacidos, productos quimicos, fibra,
almiddn, hemicelulosa, poliurénicos, acidos organicos, aldehidos, cetonas, compuestos
ciclicos, etc. Los residuos vegetales organicos se consideran una nueva fuente de petréleo
no convencional, lo que ayuda a mitigar el agotamiento de recursos no renovables, esto
considerando la inmensa riqueza de su composicion quimica y energética derivada de las
cadenas de carbono de estos residuos. Para esto es necesario trabajar en conjunto con la
biotecnologia industrial que aporta el conocimiento necesario para aprovechar al maximo
estas cadenas carbonadas de polisacaridos representadas en material lignoceluldsico y
almiddn al convertirlos en excelentes sustratos para el crecimiento de microorganismos,
los cuales son los responsables del fraccionamiento  de estos polisacaridos para la

obtencién de sustancia de interés industrial.



La composicion quimica de tales residuos es necesario aprovecharla mediante propuestas
que conduzcan a la caracterizacion de residuos para identificar las potencialidades de
produccién de sustancias de interés industrial por ejemplo para la produccién de proteina
unicelular (SCP). Este proyecto evalud la potencialidad de dos residuos organicos
vegetales (naranja, papa) como sustratos productores de proteina Unicelular, SCP, al
favorecer el crecimiento de la levadura Saccharomyces cerevisiae, por lo tanto, esta
investigacion dio respuesta al siguiente interrogante: ¢Es posible la produccién de
proteina unicelular, SCP, a partir del crecimiento de la levadura  Saccharomyces
Cerevisiae sobre los sustratos fermentables de residuos de naranja (Citrus sinensis L
var valencia), papa (Solanum tuberosum) variedad Diacol Capiro (R-12) y en las
combinaciones porcentuales de estos residuos?. Al responder a este interrogante se
confirmd la hipdétesis de trabajo planteada “El crecimiento de la levadura Saccharomyces
Cerevisiae sobre los sustratos fermentables de residuos de naranja (Citrus sinensis L
var valencia), papa (Solanum tuberosum) variedad Diacol Capiro (R-12) vy las
combinaciones porcentuales de estos, producen una alta concentracion de proteina
unicelular, SCP, (mg/ml).” y se cumple el objetivo general “cuantificar el contenido de
proteina celular (SCP) de la biomasa de la levadura saccharomyces cerevisiae a partir
de residuos de céscaras de naranja (Citrus sinensis L var valencia) y papa (Solanum
tuberosum) variedad Diacol Capiro (R-12) para uso enla alimentacion animal.

Se realizaron varias etapas en la investigacion: la primera una caracterizacién quimica de
los residuos individuales de naranja, papa y combinaciones porcentuales de estos; la
segunda la hidrolisis quimica de estos residuos para la obtencion de  azlcares
reductores y la tercera el proceso de fermentacion para la produccion y obtencion de
proteina Unicelular (SCP).

Teniendo en cuenta lo anterior, este proyecto  pretende aprovechar la composicion
quimica de los residuos s6lidos generados de algunas de las actividades de negocio como
es laventa en la via pablica de jugo de naranjay de la industria de fritura de papa de la



ciudad de Duitama. Con esta investigacion, se da un valor agregado a estos residuos para
contribuir a incentivar la cultura del reciclaje de residuos derivados de actividades de
manipulacion, produccién y transformacion de alimentos en la ciudad de Duitama vy
conducir futuras investigaciones para la produccion de otras sustancias de interés industrial
que permitan proponer alternativas de manejo y disposicion de los residuos sélidos

contribuyendo al mejoramiento de la produccion de ganadera en la region.



1. MARCO TEORICO

1.1 RESIDUOS VEGETALES ORGANICOS

Se consideran desechos organicos vegetales a los residuos de cosecha, transformacion y
manejo industrial de alimentos hortofruticolas. Por su composicion quimica, generan
altos  indices de contaminacion cuando su disposicion final carece de la tecnologia
adecuada. De acuerdo con la Organizacion para la Alimentacion y la Agricultura (afio),
aproximadamente un tercio de la parte comestible de los alimentos producidos para el
consumo humano se pierde o se desperdicia en todo el mundo; esta cantidad esta alrededor
de 1,3 millones tn / afio y refleja no sélo la residuos de procesamiento de alimentos, sino
también las "pérdidas de alimentos”, Galankis (2012), explica que los residuos organicos
que méas abundan en el mundo son los de origen alimentario y agricola. La composicion
quimica de estos residuos es compleja, ricos en materia carbonada. Este autor clasifica a
los residuos que se generan de la industria de alimentos en dos grupos ( de origen animal
y de origen vegetal) y 7 categorias. Explica que en paises del tercer mundo los residuos
organicos de origen vegetal se generan de las actividades de agricolas y durante el manejo
postcosecha y almacenamiento, mientras que, en los paises industrializados se comparte

entre las etapas de consumo VY la agricultura.

Lian, et al. (2010), exponen que el agotamiento acelerado de los recursos fosiles, el
calentamiento global, y la falta de alternativas para sustituir a los combustibles y productos
quimicos derivados a partir de recursos fosiles ha impulsado a un creciente interés en la
conversion de materiales lignocelulésicos en los biocombustibles y bioproductos. Para
Kang, et al. (2012), las reservas de combustibles fosiles son limitadas y el calentamiento
global se esta convirtiendo en un problema grave. Para resolver estos problemas, los
esfuerzos por desarrollar fuentes de energia alternativas estan en marcha. Desde hace varios
afios, la ciencia ha mostrado su interés por el aprovechamiento de los residuos organicos
vegetales, de acuerdo con Benedict, et al. (2005) recomiendan usar el almidon vy residuos

de piel de papa para el tratamiento del agua en la bioreduccion de contaminantes como el
20



perclorato. EI tema del aprovechamiento de residuos sélidos de origen vegetal ha sido
tema innumerables investigaciones, todas basadas en el potencial de convertirse en
fuentes de combustibles y productos quimicos; Binder, et al. (2010) y Gil, et al. (2008),
consideran a los residuos organicos vegetales como una fuente renovable energética, una
nueva fuente de petroled no convencional. Otros autores han clasificado los residuos de
alimentos como materias primas por considerarlos con un alto valor afiadido para obtener
ingredientes de tipo aditivos, agentes auxiliares de fabricacion (emulsificantes, espesantes,
etc.) y funcionales ( prebidticos) para la industria de alimentos; Galankis, (2012),
adicionalmente presenta las tecnologia emergentes ( figura 1) y convencionales que se han
desarrollado para la recuperacion de sustancias de interés industrial y funcional de los
residuos de alimentos que varian de acuerdo a la composicion quimica del residuo y del
metabolito de interés a utilizar. Dentro de los metabolitos o sustancias recuperados a partir
de los residuos de la industria de alimentos Yy agricola, estan los fenoles, pectinas, fibras,
antioxidantes, hidrolizados de proteina, jarabes de azlcar, etanol, flavores, quitosan

grado alimenticio, &cidos organicos, aminoacidos.

1.1.1 Composiciéon quimica de los residuos organicos vegetales

1.1.1.1 Residuos lignocelulésicos: Los residuos organicos vegetales poseen grandes
cantidades de residuos lignoceluldsicos. Estos residuos estan formados por tres
polimeros: celulosa (6C), hemicelulosa (5C) y lignina. De los dos primeros, por hidrolisis,

se obtiene una mezcla de azlcares de seisy cinco carbonos (6Cy 5C).
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Figura 1. Etapas de recuperacion para componentes de alto valor industrial a partir de residuos de alimentos:

(A), tecnologias convencionales (B) tecnologias emergentes. Fuente Galankis, 2012.

Estos residuos son ricos en celulosa, tal como lo presentan Cardona, et al. (2006), en la
caracterizacién de residuos vegetales provenientes de plazas de mercado, en donde el
contenido de celulosa fue 3.16 g/100 g de residuo seco, constituyendo en uno de los
mayores componentes de los desechos, lo que justifica su posterior aprovechamiento

como fuente de azucares fermentables, segun Bian, et al. (2010).

Figura 2. Posicién de los recursos lignoceluldsicos en referencia a la
organizacion de la pared celular de los vegetales. Fuente. Quintero, J.
(2008).

Cellulose

| . Hemicellulose
Lignin
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- Celulosa:

La celulosa es uno de los constituyentes mayoritarios de la pared celular de las plantas.
Es un polisacarido de cadenas lineales sin ramificaciones, en donde la unidad
monoméricas es la D-glucosa, las cuales estan unidad mediante enlaces glucosidico B-
(1,4), como se observa en la figura 3. Estos enlaces pueden ser hidrolizados de forma
quimica, enzimatica o por microorganismos celuloliticos y hemiceluloliticas, estos Gltimos
residen en el sistema digestivo de algunos insectos y rumiantes cuyo proceso es mediado

por enzimas del tipo celulasas.

CH,0H H OH CH,0H H OH

Figura 3: Estructura quimica de la celulosa. Fuente Zamora, A. (2013).

Quintero (2008), presenta a la hidrdlisis de la celulosa como un paso importante para la
determinacion de celulosa. Considera a la celulosa y hemicelulosa sustratos generadores
de grandes cantidades de biomasa, pero deben ser cuantificados e hidrolizados. Este
mismo autor, analiza los efectos de los pretratamientos sobre la estructura vy
composicion de los residuos de lignocelulésicos, asi, el pretratamiento con acido diluido

presenta los mejores efectos ya que incrementa el area de superficie, remueve
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hemicelulosa y altera la estructura de la lignina. EI mecanismo quimico, que Quintero,

(2008), presenta para la degradacion de la celulosa esta en la figura 4.

La hidrdlisis de celulosa se puede llevar a cabo con &cidos inorganicos fuertes (HCI,
H2S0.), pero si esta hidrélisis no es controlada, los monosacaridos de glucosa obtenidos
pueden seguir rutas de degradacién a furfural y/ hidroximetilfurfural (HMF) debido a que
esta reaccion prosigue a la deshidratacién de azlcares, tal como se observa en la figura
5. Para procesos de crecimiento de microorganismos, estas sustancias pueden actuar
como sustancia toxicas o inhibidoras, de acuerdo al analisis de Binder, et al. (2010) y
Chiaramonti, et al. (2012).

m
H o o
H H
HUH " I[l
‘7'\" l ring-opening

H OH

Figura 4. Degradacion acida de la celulosa. Fuente Quintero, 2008.
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Para evitar esta degradacion, Mussato, et al. (2006), presenta la separacién de las
fibras de celulosa del bagazo de malta mediante una hidrdlisis acida y alcalina; con este
procedimiento, se recomienda un secado en estufa eléctrica a 50 + 5°C hasta presentar un
contenido de humedad de aproximadamente 10%. Estos autores, ensayaron una hidrolisis
acida + hidrolisis alcalina: con este procedimiento, el contenido de celulosa fue del
90.5% (p/p) de celulosa frente al contenido inicial del material original sin tratamientos, el
cual presentd un 16.8% de celulosa. Con este tratamiento se obtuvieron escazas
cantidades de sustancias inhibidoras o contaminantes, como el Hidroximetilfurfural
(HMF).

R I
OHOO R
R /L\_( hydrolysis, soluble hydrolysis O dehydration, R._© X —— 3 degradation
o 'oiigomers > o > \U/\O —  products

O 3 oH HO' —TOH
M,

OH
OH glucose R =CH,0H HMF R = CH,0OH
xylose R=H furfural R=H

cellulose R =CH,0H
Lxvian R=H

Figura 5. Deéradacién de la celulosa por &cidos fuertes. Fuente. Binder, et al. (2010).

- Hemicelulosa:

Los residuos de hemicelulosa no son quimicamente homogéneos, estdn compuestos por
diferentes unidades de azlcar dispuestos en diferentes proporciones y con diferentes
sustituyentes; los azlcares principales son la D-xilosa, L-arabinosa, D-glucosa, D-
galactosa, D-manosa, D-glucuroénico, acido 4-O-metil-D-glucurénico é&cido, acido D-
galacturonico, y en menor medida, L-ramnosa, L-fucosa, y varias O-metilados azUcares

neutros (figura 6).
Las hemicelulosas xilosa ricas en maderas blandas y duras son por lo general denominadas

xilanos. La hemicelulosa de maderas duras y los residuos agricolas suelen ser ricos en
xilano, Chander, et al. (2011).
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Figura 6. Estructura de una fraccion de la hemicelulosa: residuos de Xilano con enlaces p-(1,4), Manosa f3-
(1,4), Glucosa-glucosa- o (1,3). Fuente Wikipedia (2013).

Aungue las hemicelulosas no son digeribles, pueden ser fermentadas por levaduras y
bacterias que producen pentosas, que al desdoblarse se llaman pentosanos, el proceso de
hidrolisis de esta sustancias producen compuestos como los que se observan en la figura
1.

- Lignina:

La lignina es una macromolécula polifendlico compuesta por diferentes unidades de
compuestos fendlicos y aromaticos, y que tiene como funcién proporcionar rigidez a la
pared celular del material. Por esta Gltima razén, la composicion de la lignina no se
considera un sustrato que proporcione azlcares reductores niazlcares fermentables, por
lo tanto es indispensable eliminarla de los sustratos a fermentar. Por lo tanto Tejada, et al.
(2010), y Monsalve, et al. (2006), sugieren realizar la eliminacion de la lignina, de
igual manera lo recomienda Chiaramonti, et al. (2012); argumentan que el proposito de
un tratamiento previo es separar de manera eficiente y facilitar el acceso a los principales
componentes del material vegetal (celulosa, hemicelulosa), eventualmente eliminando

lignina, se puede preservar la hemicelulosa, se reduce la celulosa cristalina y aumenta la
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porosidad del material, facilitando mejor la exposicion de estos polisacaridos a la hidrolisis

posterior, sea quimica o enzimatica.

POLIOSAS I

(Hidrélisis)

L

| Hilanos I Mananos

LIATNOSA
Aditivoes para
XIT.OSA papel

/

Emulzificantes

[(Furano ] —
N
INylon &6
-
Ees11nas

Figura 7. Hidrolisis de pentosas provenientes de la hemicelulosa. Fuente Carballo, et al. (1972).

1.1.1.2 Almidon: El almidon es un polisacarido de reserva alimenticia predominante en
las plantas, constituido por amilosa y amilopectina. Proporciona el 70-80% de las calorias
consumidas por los humanos de todo el mundo. Tanto el almidén como los productos de la
hidrolisis del almidén constituyen la mayor parte de los carbohidratos digestibles de la dieta
habitual.

El almidon es una mezcla de dos sustancias quimicas: amilosa y la amilopectina formadas
por unidades de glucosa. En el caso de la amilosa unidas entre ellas por enlaces a a-1,4 lo
que da lugar a una cadena lineal. En el caso de la amilopectina, aparecen ramificaciones

debidas a enlaces a a- 1,6. (Figura 8).
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Figura 8. Estructura quimica del almidén. Fuente Chimicam (2012).

El almidén también hace parte de los residuos de origen vegetal generados de la industria
de la papa y tubérculos; Cardona, et al. (2006), han caracterizado residuos vegetales
provenientes de plazas de mercado, en donde el almidén fue 10.237 g/100 gramos de
residuo seco, al igual que la celulosa, este componente se constituye en el mayor
componente de los desechos, lo que justifica su posterior aprovechamiento para la

obtencién de unidades de glucosa.

De acuerdo con Maldonado, et al. (2013), la hidrélisis acida del almidon por accién de
acidos (HCI), a 100°C produce una hidrélisis total del almidén y forma glucosa,
maltosa e isomaltosa, mientras que la hidrolisis enziméatica por accion de la enzima alfa-
amilasa, produce una hidrdlisis parcial produciendo maltosa, glucosa y dextrina limite,
gue es una cadena ramificada y para poder romperla se necesita de otra enzima

adicional, la a-1.6-glucosidasa. .
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Enla figura 9, se observa los puntos de rompimiento de los enlaces de las cadenas de
amilosa ( lineal) y la amilopectina( ramificada) por accion de los &cidos inorganicos como
H2SO4, HCly H3POa.

Figura 9. Puntos de hidrdlisis del almidén. Fuente Marini, | (2013).

El producto de esta hidrolisis acida provoca la formacion de una mezcla de azucares de
tipo reductores (ejemplo glucosa). Los azlcares reductores poseen un grupo carbonilo libre
formando un grupo hemiacetal que le confiere la caracteristica de poder reaccionar con
otros compuestos. En solucion acuosa , las formas ciclicas hemiacetélicas de los azlcares
tiene la potencialidad de generar trazas de la forma abierta (grupos aldehidos libres), por
este motivo, en solucién acuosa, dicho grupo aldehido libre tiene la capacidad de reduccion
de agentes oxidantes. Los azucares con poder reductor pueden ser identificados por técnicas
espectrofotométricas como la técnica del acido 3,5- dinitrosalicilico (DNS). Esta técnica
se basa en la reaccion de 6xido-reduccion que se basa en la capacidad de la glucosa para
reducir el acido 3,5- dinitrosalicilico bajo denominadas condiciones; esta reduccion
produce una coloracién que se hace mas intensa a medida que aumenta la concentracion
de azlcares reductores. Se evidencia  por medio de la lectura de absorbancia en
espectrofotémetro, lo que conlleva a la aplicacion de la ley de Beer-Lambert. Esta técnica
sirve para cuantificar los azucares reductores producidos durante una fermentacién o para

cuantificar los productos de una reaccién enzimatica
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En el presente estudio, los polisacaridos de mayor importancia son los que producen
azucares reductores provenientes de la hidrolisis de la celulosa, hemicelulosa y almidén,
ya que son los mejores indicadores de la degradacion y conversion del tejido vegetal a

azUcares fermentables.

1.2 RESIDUOS VEGETALES GENERADOS DE LA INDUSTRIA DE LA
NARANJA Y PAPA

La industria de los citricos, especialmente la obtencion de jugo de naranja es una industria
en crecimiento, debido a las propiedades funcionales para la salud humana. Martin, et al.
(2010), Bicu, et al. (2011) y Rezzadori, et al. (2012), analizan el contenido de residuos
generados de la industria de citricos, especificamente en la elaboracion de zumos y
derivados; después de las operaciones de extraccion, se obtiene entre 50-60% de residuos
constituidos principalmente por céscara, semillas y membranas. En la actualidad, estos
residuos se estan vendiendo para la obtencion de pectina para la alimentacién animal a
bajo costo debido a su bajo contenido proteico. Para Rezzadori, et al. (2012), la
produccién de zumo de naranja a nivel industrial genera una cantidad considerable de
residuos solidos y liquidos (alrededor 8-20 millones de toneladas afio-1 a nivel mundial);
los residuos solidos contintan siendo utilizados como complemento en la agricultura.
Se ha reconocido que el uso potencial de las cascaras de naranja es la conversion en
azucares fermentables de acuerdo a su alto contenido en pectina, celulosa y hemicelulosa.
Cuando se ha hidrolizado en forma enzimética, de las cascaras de naranja se han extraido

glucosa, galactosa, fructosa, arabinosa, xilosa, ramnosa.

La industria de los citricos seguira en aumento y en expansion, para el 2010, se esperaba
un crecimiento 14 % a nivel global seglin las estadisticas de la Organizacién de
Alimentacion y Agricultura de la Naciones Unidad ( FAOSTAT), por lo que los residuos
generados en relacién a pulpa y piel también esta en aumento ocasionando inconvenientes
econdmicos y ambientales para su disposicion final que se relacionan con el aumento de

problemas ambientales y econdmicos, tales como altas cargas orgéanicas, la falta de zonas
30



de eliminacidn disponibles, el aumento de los costos de transporte, etc. Las investigaciones
en este campo proponen usar la piel o cascara de naranja para otros usoS COmo es Sser
sustratos para inmovilizar células de microorganismo de interés industrial, por ejemplo
células de levadura empleadas para proceso de fermentacion sumergida. Plessas, et al.
(2007), Martin, etal. (2010) y Tejeda et al. (2010), consideran a las cascara de naranja
en un enfoque de biorefineria, actividad que integra la conversion proceso de biomasa
para la produccién de combustibles, energia eléctrica y
productos quimicos. Ghorbanpour et al. (2012), recomiendan el uso de residuos como la
cascara de la naranja para hacer bioetanol para vehiculos, mientras que Bicu, I., et al.
(2011), recomienda el uso de las cascaras de naranja desengrasadas y parcialmente libre
de pectina (despectinidas), para la obtencion de celulosa industrial como material
absorbente industrial, por su parte, Rezzadori, et al. (2012) presenta las posibles
aplicaciones en el consumo humano, en fertilizantes, alimentos para animales, produccion
de carbon vegetal, la adsorcién de compuestos quimicos, produccidn de bio-aceite y en la
extraccion de aceites esenciales y pectina.

Las anteriores perspectivas de uso de estos residuos ha llevado a la caracterizacion de
los mismos; Rezzadori, et al. (2012), presenta la caracterizacion de los residuos de la

industria de zumo de naranja (tabla 1).

Los azucares solubles presentes en la piel de naranja son: glucosa, fructosa, y sacarosa. Los
polisacaridos insolubles de la pared celular de la cascara de naranja se componen de
pectina, celulosa, y hemicelulosa. La pectina y hemicelulosa son ricos en galacturénico
acido, arabinosa y galactosa, y también contienen pequefias cantidades de xilosa, ramnosa y
glucosa. Después de la extraccion del jugo de las naranjas, cascaras, semillas y pulpa

generalmente se transforma en salvado en pellets para la alimentacion animal.

31



Tabla No 1. Composicion quimica de los residuos de cascara de naranja.

Azucares solubles 16.9 g/100g
celulosa 9,21 ¢g/100 g
hemicelulosa 10.59/100 g
pectina 42.59/100 g

Fuente: Rezzadori, et al.2012

Entre los residuos liquidos derramados en el entorno del residuo conocido como "agua
amarilla" es de gran preocupacion, ya que tiene un alto contenido de materia orgénica,
haciendo de este un agente con un elevado potencial de contaminacion. Algunos de los
subproductos de la industria de citricos tienen alto valor comercial y son los aceites
esenciales obtenidos de la cascara de naranja, estos aceites son valiosos como
ingredientes en alimentos, bebidas, cosméticos y perfumes, esencias aromaticas, por
ejemplo el D-limoneno se utiliza en la produccion de tintas y disolventes. El salvado de
pulpa de citrico se emplea en la produccion de piensos para animales y la pulpa de naranja
es utilizada por las industrias de alimentos y bebidas.

En las figuras 10 y 11, se presenta la caracterizacion del residuo seco de céscara de
naranjas y caracterizacién en azlcares reductores. En la figura 12 se presenta la
caracterizacién quimica de residuos de piel de naranja antes y después de una destilacion

a vapor.

Contextualizando la revision bibliogréafica sobre las investigaciones de los residuos de
cascara de papa, Arapoglou et al.(2009), Arapoglou, et al.(2010) y Chen, et al.(2012),
exponen la preocupacion por la contaminacion ambiental que presenta los residuos de

las cascara o piel de papa provenientes de las industria de este tubérculo en Europa.
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Compuesto Walor (%) Meétodo
1 Contenide soluble en agna fiia (azicares 236 ASTM D1110-84
sirmples)
2 Contenido Scluble en agua caliente {azicares, 3231 ASTM D1110-84
pectina soluble)
3 Pectina zoluble 87 Por diferencia
4 Proteina 6.62 A partir del contenido de
nitrogeno
3 Flavoneides (hesperidina). 386 Por precipitaciony
concentracion del extracto frio
en agua-alcohel etilico-tolueno.
6 Holoceluloza 274 Clornto de sodio
7 celulosa 14.4 Eurschner
b lignina 1.33 Por diferencia
cenizas 2.87 ASTM D1102-84
10 Fraccionliposoluble {graza cruda, aceites 5.33 azeotropico Hexano-
esenciales, resinas, colorantes) triclorometano
11 Fraccidn soluble enalcoheol{ azicarss, pectina, 3.16% azeotropico Agua-aleohol
flavonoides) etilico- tolueno
12 Fracoionmsoluble enalcohol | homoceluloza, 184 Por diferencia.
lignina, pectina insoluble, proteina, cenizas)
13 *amia caliente v triple mezcla azeotropicaresulto ser aproxima damente imual en cuanto a su
capacidad de extraerlos azicares solubles and pectina

Figura 10. Composicion del residuo seco de céscara de naranja. Fuente Bicu, et al.2011.

Este residuo tiene un valor cero para las industrias dedicadas a la transformacion de
papa, pero estos autores exponen en sus investigaciones que a partir de este residuo se
puede obtener bioetanol en grandes cantidades, convirtiendo a estos residuos en mercado
potencial para la produccion de sustratos fermentables. En la industria de la papa, se
generas entre el 15-40% de residuos de piel de papa segun Arapoglou, et al. (2010) y
Carvalho, et al. (2012). EI procedimiento de pelado genera aproximadamente 10
toneladas / dia, éste residuo rico en almiddn, celuloso, hemicelulosa, lignina y azlcares
de menor peso molecular, justifica su aplicacién y reutilizacion; por ejemplo Mars, et
al. (2010), exponen el uso de cascara de papa para la obtencion de hidrogeno vy
biocombustibles. Arocha, et al. (2011), Contribuyen a las investigaciones en hidrocoloides
presentes en la cascara de papa y almidén de papa, Chen, et al. (2012) y Zanariah, et al.
(2013) presentan el uso de residuos de cascara de papa como relleno funcional en
plasticos con excelentes propiedades mecanicas y de barrera para ser incorporados como
material de relleno en plasticos de la linea de empaques de biodegradables. Wijngaard, et
al. (2012), en su investigacion, describe a las cascaras de papa como fuente de fibra en
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productos horneados y fuente natural de polifenoles como antioxidantes, en donde se

encuentran en gran cantidad ya que tiene mecanismo de defensa contra fitopatogenos.

Muestra/ (a) Produccion aproximada de azicares solubles
tratamiento ) .
%h en peso solidos totales
Suc Gle Fru Gal Ara Xyl Eha Gal A | Total
azicares
Extracto 2.30 10.73 8.00 0,199 0.073 I 0 0.30 2323
acuoso
a0)® 03 400 | (0.0073) 0.02 (0.00 0018 (4.41)
Das etapas 0 2244 0 383 4469 1.33 0.940 1408 4£7.81
hidralisis
. 0y 700 Rl SO R ) 5 o Rl et
acida (0.794 0.030 0.00 014 0,093 0.106) 20
Hidralisis 0249 2mn 1140 ] 345 430 136 1.11 16.36 61.71
enzimatica
n s 22y | emans PR i azy | e gs s -
(RS P a) LU ) vl WL=2) w200 AL o
(b) Analisis varios
Lignina | cemizas | ADF | Celulosa | Proteina
Piel seca 8701 | 435 218 |99 6.06
T e Y . P
2.0(0.1) (003 |04 | (01 (0.19)
® Los numeres sutrs paréntesis  representan zlzs desvizcionss sstandar. ®dstermimazde en ciscaras crigmales.
¢ determimzdz por el procedimisnte de fibrz en detergents Zcide.

Figura 11. Azlcares reductores presentes en cascara de naranja. Fuente Grohmann, H., etal. (1995).

Un estudio de gran interés y que dio inici6 a otras investigaciones lo presentd
Mahmood, et al. (1998), al estudiar en conjunto los residuos de cascara de naranja y papa
para la obtencion de enzimas extracelulares con fines industriales. Las anteriores

investigaciones han determinado la riqueza quimica de estos residuos (figura 13).
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Figura 12. Composicion residuos cascara de naranja luego de una destilacion a vapor.
Fuente Martin, et al. (2010).

Dentro de las investigaciones de la composicion quimica de estos residuos, Rezzadori, et
al. (2009), presentan un andlisis detallado de la composicion quimica de la papa y cascara.
De acuerdo a la variedad, se ha establecido que pueden contener sustancias, como
glucoalcaloides y alcaloides (calistegina) que no exhiben toxicidad en organismos sanos ya
que no se absorben. Dentro de este estudio, se ha dado valor agregado a las cascaras de
papa, al centrarse que poseen antioxidantes de beneficio para la salud mas que la parte
comestible del tubérculo. En esta investigacion, presentan a las antocianinas como
sustancias, que ademas de poseer actividad antioxidante, pueden ser usados en varios
campos de la quimica farmacéutica y alimentaria reemplazando colorantes sintéticos por
colorantes organicos provenientes de céscara de papa con pigmentos rojos y parpuras,
ademas, estos residuos exhiben propiedades de estabilizantes en sistema alimentarios.
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Parimeiro Peso Seco (Y0
Humedad (%) 23 .06
Cathobd dratos totales g7
Amicates solubles totales 1
Amicates recuctores 0.61
Almiddn J2.14
Hitrdgetuo 1:3
Proteina (H 4w 6.25% S
rasa 2.6
etz as f.34
" laligning nofueestimada

Figura 13. Composicion residuos de papa. Fuente Arapoglou, et al. (2010).

1.3 HIDROLISIS DE POLISACARIDOS

1.3.1 Hidrdlisis enziméatica

Es de conocimiento global que la hidrdlisis enziméatica frente a una hidrélisis quimica
presenta mejores ventajas técnicas en el trabajo de laboratorio, pero eleva los costos de
produccién; para aplicar esta técnica se requiere de biorreactores que proporcionan las
condiciones Optimas de crecimiento, cantidad de nutrientes y mezcla de enzimas para la
hidrolisis de enlaces especificos, tal como se evidencia en la investigacion de Patrik, et al.
(2012) y Grohmann, et al. (1995), en donde se requiere cantidad de celulosas,
glicosidasas y pectinasas, para hidrolizar los polisacaridos presentes en cascara de naranja
para dar fructosa, galactosa, xilosa, arabinosa, glucosa, siendo aproximadamente el 50%
de monosacaridos obtenidos, resultado menor del que se puede obtener por hidrdlisis
quimica. Arapoglou, et al. (2010), presenta una situacion similar para la hidrdlisis del
almidon via enzimatica, donde tiene que emplear varias enzimas tipo alfa-amilasa

termoresistentes, celulosas y enzimas desramificante tipo dextrinas, lo que también
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conduce a aumentar el costo de produccidn. Pero a pesar de esto, la hidrolisis enzimatica de
almidon es actualmente el método preferido en el uso industrial con rendimientos altos de
hidrolisis y condiciones suaves, a pesar de que se incurra en gastos de produccion, Orozco,
etal. (2012).

1.3.2 Hidrdlisis quimica

En el proceso de hidrolisis 4cida se emplea por lo general
acido  sulfurico 'y éacido  clorhidrico en  concentraciones de  1-10%
utilizando una temperatura moderada (en el intervalo de 100-150 - C); las etapas

necesarias para llevar a cabo la hidrélisis quimica, se observa en la figura 14.

Varios autores recomiendan la hidrolisis quimica como la manera de convertir los
polisacaridos de celulosa'y hemicelulosa en monosacéridos tipo glucosa, Grohmann, et
al. (1995) y Binder, et al. (2010), al trataron residuos con altos contenidos de celulosa de
maiz; con una solucion acida de HCI se obtiene el 90% de glucosa. La hidrdlisis acida es
recomendada por varios autores como la técnica para poder acceder a los polimeros de
celulosa y hemicelulosa, los cuales estan protegidos por la fuerte estructura de la pared
celular, al hidrolizar enlaces de hidrogeno intra e intermoleculares que protegen a los
enlaces  glucosidicos de celulosa y hemicelulosa. Esta hidrolisis en condiciones
controladas puede ofrecer mejores resultados que una hidrdlisis enzimatica, ya que esta
ultima puede elevar los costos de produccion, producir contaminacion y por ende bajas
tasas de azucares fermentables. Una hidrolisis con H2SO4 del 70-77% conduce a destruir
el 90% de los enlaces de la pared celular seguida de una adicion de H2SOs (20-30%)

para la liberacion de azlcares fermentables de la celulosa. Con este procedimiento se
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Figura 14. Etapas posteriores requeridas después de la hidrolisis y antes de una inoculacién bioldgica.
Fuente Lenihan, et el. (2010).

logra en un 90% la formacidon de azucares fermentables, pero, Zhou et al. (2011)
recomienda usar concentraciones de H>SO4 més diluidas, ya que de este modo presenta la
ventaja de no requerir la recuperacion posterior del exceso de acido, pero la cantidad de
azucares fermentables baja en un 70%. Grohmann, et al. (1995), describieron la eficiencia
de la hidrélisis al usar H2SOs diluido (0,05 - 0,06%) a 100, 120y 140 a 20 minutos
en la cual se obtuvo una gran cantidad de azlcares de bajo peso molecular provenientes
de la hidrolisis de la celulosa y hemicelulosa de céascara de naranja. Lenihan, et al.,
(2010), exponen que la hidrolisis quimica no controlada , puede llegar a degradar los
azucares obtenidos a furfurales y otros productos (acido acético, furfurales,
Hidroximetilfurfural, HMF); estas reacciones secundarias no sélo disminuyen el
rendimiento de monosacaridos deseados, sino que producen también toxinas que reducen la

idoneidad de estos hidrolizado para posteriores conversiones bioldgicas. EI grado de
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hidrélisis catalizada por &cido tiene que ser cuidadosamente monitoreados para optimizar la
despolimerizacién de los polisacaridos y reducir al minimo la descomposicién de las

resultantes azucares.

El producto de la hidrolisis quimica o enziméatica debe ser recuperado y analizado por
diferentes técnicas de separacion como la cromatografia de intercambio idnico, Binder, et
al. (2010), por cromatografia de alta resolucién, HPLC, Gamez et al. (2006) y
cromatografia de gases, Kang, et al. (2012).

La hidrélisis quimica con HCl y H2SO4 aunque presenta altos rendimiento de hidrolisis,
trae consigo inconvenientes como es el de manipular acidos concentrados , la complejidad
de reciclarlos y la descontaminacion de los hidrolizados han limitado la adopcion de esta
tecnologia, por lo que las investigaciones de los ultimos afios ha llevado a evaluar otras
técnicas de hidrdlisis quimica como el uso de liquidos i6nicos acuosos a altas
temperaturas (105°C) y derivatizacién quimica, Binder, et al. (2010), hidrolisis quimica
moderada con HsPOs a 122°C/300 minutos, Gamez, et al. (2006). Otra alternativa la
presenta Lenihan, et al. (2010) al recomendar una hidrélisis de biomasas vegetales con
agua subcritica (agua caliente a presion), proceso eficiente para la recuperacion de
productos quimicos Utiles a partir de los desechos de biomasa; es método renovable,
sostenible, eficiente y seguro para el medio ambiente. Zhu, et al. (2011), también presenta
a la hidroélisis quimica con HCI al 2% pero en combinacién con el MgCL: al 2.5%,
expone que la glucosa obtenida de la biomasa de algas unicelulares es del 83%. Zhou N,
et al. (2011), analiza que al combinar Ila hidrolisis enzimética con pretratamientos
termoquimicos ( altas temperaturas, cortos tiempos y H2SOas diluido), da mejores
resultados de obtenciébn de azlcares fermentables (75-95%), evitando  asi los
inconvenientes  técnicos Yy peligrosidad que se tiene cuando se realiza una hidrolisis
acida H.SOs al 70-77%. Orozco, et al. (2012), recomiendan una hidrolisis térmica con
dioxido de carbono para reducir los inconvenientes de la hidrolisis acida y enzimatica y
Wang, et al. (2012) presentan el uso de catalizadores de silice en combinacion de tiempo

y temperaturas para la hidrélisis total de celulosa sin usar acidos ni enzimas.
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1.4 PRODUCCION DE PROTEINA UNICELULAR (SCP)

La preocupacion por la alta contaminacion que causa los desechos de origen vegetal en la
agroindustrial ha sido tema de varias décadas y para mitigar el impacto, se tiene un
gran namero de trabajos de investigacion que proponen alternativas y tecnologias para
eliminarlos de una forma provechosa al utilizar la riqueza quimica de la composicion de
estos residuos para el crecimiento de microorganismo y asi reducirlos hasta otros
compuestos que pueden ser Utiles en otros sectores industriales, por ejemplo Chanda, et al.
(1996) propuso usar residuos de vegetales presentes en aguas residuales con altos
contenidos de DQO y DBO para estimular el crecimiento de levaduras como la levadura
Saccharomyces cerevisiae y reducir la carga microbiana produciendo SCP ( proteina
unicelular) . Silva., et al. (2011), han trabajo con residuos de industrias licoreras y de
bioetanol en la produccién de SCP para alimentacién animal, Heerden, et al. (2002),
realizaron estudios para comprobar la efectividad de los residuos de citricos en la
formacion de compostaje con altos contenido en minerales a partir de inoculacion
microbiana. Investigaciones mas recientes, conducen a utilizar la composicién quimica
de los residuos organicos vegetales en la produccion de biomasa ricas en energia, es el
caso concreto de la produccién de células de combustible microbianas (MFC’s) segun lo
reporta Pant, et al. (2010). Otra opcion es usar el metabolismo de algunos hongos para
la produccién de aceites Unicos celulares (SCO) como materia prima para la produccién
de combustibles como el biodisel, investigacion en fase de experimentacion, segin lo
argumenta Huang, et al. (2013) y Zhan, et al. (2012).

Cuando se usa los residuos vegetales organicos como sustratos fermentables, se obtiene
una gran cantidad de metabolitos de interés agroindustrial, que conduce a pensar en la
puesta en marcha de procesos a gran escala; la produccion de proteina unicelular es la
linea de investigacion que durante dos décadas viene siendo tema central de trabajos de
investigacion, tal como lo analiz6 en su momento Ravindra (2000), en donde expuso que
la produccion de proteina unicelular conocida como SCP a partir de desechos organicos

agroindustriales ricos en celulosa y almidon son los mejores sustratos, pero ademas, se
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estd induciendo a la produccién de SCP con énfasis a la alimentacion animal y humana,
disminuyendo de esta forma los problemas de alimentacion por la carencia de alimentos

ricos en proteinas.

Se define a la proteina unicelular (SCP sus siglas en inglés single cell protein) como la
proteina extraida de la biomasa microbiana , de acuerdo con Ravindra, A. (2000), ademas
de esto, expone el proceso de produccion mediante fermentacion en estado sumergido o
solido. Después de la fermentacién, la biomasa se aisla y se puede someter a etapas de
procesamiento de purificacion y extraccién de proteinas. Segun Chalon, et al. (2013), el
término "proteina unicelular” (SCP) se refiere a la biomasa microbiana que se utiliza como
aditivo alimenticio la cual tiene un alto valor nutricional a causa de su alto contenido de
vitaminas, lipidos, y proteinas de alta calidad biolégica (la presencia de todos los
aminoécidos esenciales: lisina, triptdéfano, treonina, y también metionina y cisteina). Para
Chacdn, A. (2004), define a ala SCP, a aquella obtenida de la biomasa microbiana de
algas, bacterias, levaduras y hongos filamentoso, cultivados en condiciones fermentativas
apropiadas y controladas que garanticen una adecuada tasa de crecimiento por medio del
aprovechamiento de sustratos de bajo costo y compuestos o enriquecidos con carbono,
nitrégeno y fésforo.

De acuerdo con Ravindra, A. (2000), muchas especies de hongos se utilizan como
productores de este tipo proteinas, los mas populares son las levaduras, especies como
Candida, Hansenula, Pitchia, Torulopsis y Saccharomyces,( figura 15). Estas levaduras
llegan a producir hasta 60% de proteina y un elevado nUmero de amino&cidos
esenciales (figura 16). En otras investigaciones, se han empleado levaduras de tipo
Saccharomyces Cerevisiae para la produccion de etanol a partir de pulpa de almidén de
papa dando excelentes resultados de acuerdo con Gao, Et al. (2012).
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Figura 15. Microorganismos mas importantes en la produccién de SCP. Fuente Chacon, A (2004).

Los microorganismos Utiles para la produccién de proteinas celulares (proteina
unicelular; SCP) debe tener las siguientes propiedades: crecimiento rapido, poco
necesidades nutricionales, un sistema de facil procesamiento, no patégenos, no toxicos,
bajos niveles de acidos nucleicos; por lo tanto, las levaduras (como la Saccharomyces
Cerevisiae ) son los microorganismos mas empleadas para este fin Segun Chalon, et
al. (2013); Chacon, A. (2004), exponen las condiciones que deben considerarse a la
hora de la seleccion de los microorganismos que pueden ser usados para la produccion de
SCP, la cual depende del sustrato, el proceso y la misma calidad deseada de la biomasa.
La bioseguridad, la disponibilidad técnica y la estabilidad bioldgica son aspectos a tener

en cuenta para la seleccion de determinada fuente de SCP.
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Composition of SCP from the representative types
Component Percentage composition of weight

Algae Fung1 Bactena
True proteins 40-60° 30-70* 50-83*
Total nitrogen (Protein + nucleic acids) 45—65° 35-50* 60—80*
Lysine 4.6-7.0% 6.5-7.8% 4.3-5.8°
Methionine 1.4-2.6° 1.5-1.8° 2.2-3.0°
Fats/Lipids 5-10% 513 8-10*
Carbohydrate 9 NA NA
Bile pigment and Chlorophyll 6 NA NA
Nucleic acids 4-6* 9.70 15-16*
Mineral salts 7 6.6 8.6
Ammo acids NA 54 65
Ash 3 NA NA
Moisture 6.0 4.5-6.0° 2.8
Fiber 3 NA NA

Figura 16. Perfil de aminoacidos para la SCP. Fuente Ravindra, A. (2000).

El metabolismo de la levadura Saccharomyces cerevisiae produce altos porcentajes de
proteina, por ejemplo Chanda, et al. (1996) reporta el 45.6% sobre desechos de vegetales
de rabano y coliflor, Choi, et al. (2002) en residuos de repollo y coles reporta el 35%,
Stabnikova, et al. (2005) afirma que cuando la levadura crece en mezclas de sustratos
de vegetales enriquecidos con selenio produce 49% de vy sobre residuos de frutas
(como el meldén) produce el 44%, Gélinas, et al . (2007), analizd la capacidad de
produccién de proteina en un medio enriquecido con glucosa, dando el 42% en 8.3 horas
de fermentacion, Silva., etal. (2011), el 56.25% sobre desechos de vinazas de industrias
licoreras y Chalon, et al. (2013), afirma que la produccion de SCP partir de residuos
organicos de alimentos se puede elaborar, a bajo costo, en cualquier parte del mundo, no
requiere alta tecnologia ya que sus ingredientes son los desechos generados por los seres

humanos.

En la produccién de SCP es importante la calidad proteica en relacion al perfil de
aminodacidos esenciales y al contenido en nitrégeno proteico. Por lo tanto, antes de su
utilizacion en la alimentacion animal y humana debe hacerse un andlisis en estos
pardmetros, Ravindra, A. (2000) y procesos de desintoxicacién. La calidad de una
proteina, no solamente depende del perfil de aminoacidos; aspectos tan importantes
como la digestibilidad, el valor bioldgico, la utilizacion de proteina y el coeficiente de

eficacia proteina denominada PER deben tomarse en cuenta, Chacon, A (2004). En la
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figura 17, se presenta los valores de digestibilidad, utilizacién neta de proteina y valor
bioldgico de diferentes fuentes de proteina unicelular.

De acuerdo con Chacdn, A (2004), el uso de la proteina unicelular en piensos es el uso
mas inmediato y menos tecnificado. Generalmente implica un secado de la biomasa
previamente a la ingesta. En el caso del consumo por parte de humanos, el proceso es
dispendioso, implicando no sélo la remocion de riesgos nutricionales ( presencia de
sustancias tdxicas o antinutricionales) como un exceso de 4&cidos nucleicos, sino
también el garantizar la calidad y seguridad del producto. Este altimo autor analiza
que la SCP tiene aplicaciones en el campo de la salud, como por ejemplo, ser nutriente

de control inmunitario en pacientes quirurgicos con hipoproteinemia.

Aspecto Homgos Algas Levaduras PEBacterias
nmiricional fAlsmentosos

Valor biologico (BWV)y TO-T5 54-72 32-EB TO-TE
Utilizacion MNeta

de Proteina (WTLT) - 35-60 64-82 47-64
Digestbilidad (D) —  65-84 71-90 67-84

Figura 17. Parametros nutricionales de la SCP. Fuente Chacén, A (2004).

Varios autores, como Chacon, A (2004), presentan las ventajas y desventajas que tiene
la SCP:

Entre las ventajas, puede mencionarse brevemente: requerimientos de crecimiento faciles
de implementar y que originan répidas tasas de crecimiento y alta productividad; las
bacterias presentan una eficiencia de alimentacién ( gramos de proteina producida por
Kg de alimentos consumido) un millén de veces mas alta que en cerdos o reses ( para
obtener 1 Kg de células de levadura se emplea alrededor de 2Kg de glucosa contra los
18 Kg de cereales necesarios para obtener 1 Kg de carne de res). Las SCP puede hacerse
crecer en sustratos baratos; las instalaciones de produccion suelen tener areas reducidas y
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son muy eficientes; la SCP posee un elevado contenido de vitaminas y proteina de
apreciable valor nutricional (entre 44% a 88% de proteina en peso seco y hasta un 15% de
acidos nucleicos en base seco). En otros estudios se ha demostrado la eficiencia en la
produccién de leche, la cual aumenta cuando cabras han sido alimentadas con SCP.

Dentro de las desventajas se tiene: culturalmente, este SCP es rechaza por la sociedad,
rechazan la idea de alimentarse de microorganismos, a pesar que desde siglos la
humanidad lo viene haciendo al consumir productos lacteos fermentados. La SCP no
tiene caracteristicas organolépticas adecuadas; la SCP posee sustancias toxicas o
carcinogénicas en el organismo humano; la SCP tiene un alto contenido de &cidos
nucleicos (4-6% en algas, 10-16% en bacterias, 6-10% en levadura y 2,5-6% en hongos),
podrian eventualmente representar riesgos para la salud de algunos monogastricos. La
digestion lenta o nula de la pared celular en el tracto digestivo humano y otros animales,
especialmente en cuanto a las algas puede ser causa de indigestion y reacciones alérgicas.

Hasta el momento, se ha analizado que los sustratos para SCP piden ser los residuos
organicos vegetales, pero Chacdn, A (2004), presenta que también se pueden usar los
hidrocarburos y combustibles ( n-alcanos como la parafina) y la proteina generada de
estos sustratos se conoce como “ toprina”; también se obtiene SCP del metano a partir de
bacterias que oxidan este gas, las cuales se conocen como “ metiléforos obligados”; el
metanol también es un sustrato empleado para la produccién SCP al igual que el etanol:
los residuos industriales también son sustratos como aguas residuales de industriales
como de papel, procesamiento de alimentos, grasas, gases de desecho industrial, melazas
de la industria azucarera, vinazas de la industria licorera, hidrolizados de cuernos y

pezufias, excretas de animales de granja, .
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1.4.1 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae es la especie de levaduras utilizada por excelencia para la
obtencion de proteina Unicelular (SCP) y etanol a nivel industrial, debido a que es un
microorganismo de facil manipulacion y recuperacién, no es exigente en cuanto a su
cultivo, no presentan alto costo, tolera altas concentraciones de etanol, en la fermentacion
produce bajo niveles de subproductos, es osmotolerante, capaz de utilizar altas

concentraciones de azUcares.

Las levaduras son organismo eucariéticos unicelulares, por lo tanto sus estructuras se
encuentran formadas por paredes celular, nucleo diferenciado y organelos, como
ribosomas y mitocondrias. La formacién de una capsula de polisacaridos, la ausencia o
presencia de vacuolas y el desarrollo de las mitocondrias depende de las condiciones
fisicas y de la edad del cultivo. Las caracteristicas generales de las levaduras se presentan

en la tabla 2.

Tabla No 2. Caracteristicas generales de las levaduras

Caracteristicas Levaduras
Dimensiones ( micras) 4-8
Tiempo de duplicacion (h) 1-3
pH (rango 6ptimo) 4,5-5,5
Nitrogeno (%) 7,5-8,5
Proteina (%) 35-45
Acidos Nucleicos (%) 6-12
Carbohidratos 30-45

Fuente: Fajardo, et al. (2007).
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Las levaduras contienen un 75% de agua y un 25% de materia seca aproximadamente. La
composicion de la materia seca de la levadura se presentaen la tabla 3.

Tabla No 3. Composicion de la materia seca de la levadura

Componentes Porcentaje (%0)
Ceniza 7

Carbohidratos 43

Proteina 48

Grasa 3

Fuente. Fajardo, et al., (2007).

Las sustancias minerales de las levaduras representan por lo general un 5-9% del peso
seco. Los componentes principales son &cido fosférico, alrededor del 50% Yy potasio del
30%.

Las sustancias nitrogenadas de la levadura representan unas dos terceras partes de su
peso seco (30- 75%), contiene entre 5 y 12% de nitrégeno. Estas sustancias se reparten
en un 64% de proteina, 10% de peptonas y amino&cidos. 8% de amonio, 10% de purina y
el resto consiste en pirimidina y vitaminas. EIl contenido normal de aminoacidos depende
de la alimentacion, de la cantidad de oxigeno, de la temperatura del cultivo, Fajardo, et al.
(2007).

Saccharomyces cerevisiae es una levadura cuya colonia es de color crema o blanco,
apariencia humeda Yy brillante, de bordes irregulares (figura 18). La temperatura Optima
de crecimiento es de 25 a 30°C. El nombre de Saccharomyces cerevisiae significa
azucar de hongos, producen una fermentacion vigorosa y es conocida como la levadura de
la cerveza, sirve como fuente de enzimas (invertasa), como extracto de levadura

autolisado para sustituir los sabores naturales de extracto de carne, hace fermentar la
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masa del pan, interviene en la fabricacion del vino y como fuente de proteina, vacunas,

acidos grasos y aceites.

Figura 18. Crecimiento macroscopico de Saccharomyces cerevisiae. Fuente: www.uwyo.edu

Saccharomyces cerevisiae requiere ciertos nutrientes Yy condiciones ambientales para
su propio crecimiento y reproduccion. Algunos elementos son basicamente necesarios
como por ejemplo carbono, hidrogeno, oxigeno, nitrégeno y fosforo. El crecimiento se
favorece a pH entre 4.0-5.0 y no se desarrollan bien en medios alcalinos a menos que

se hayan adaptado al mismo, Fajardo, et al. (2007).
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2. METODOLOGIA

Los procedimientos experimentales se llevaron a cabo en los laboratorios de quimica y
biologia de la Universidad Nacional Abiertay a Distancia UNAD, CEAD Duitama.

2.1 MATERIALES

2.1.1 Materias primas para la obtencion de sustratos fermentables: Se obtuvieron de
manera comercial, directamente de la fuente de origen: Las céascaras de naranja (Citrus
sinensis L var valencia), se tomaron al azar de un punto de venta de jugos en la via
publica en la Ciudad de Duitama ( Boyacd), entre las 6 a.m -8:00 a.m durante dos dias.
Luego de la recoleccion, se llevaron de forma inmediata al laboratorio donde se procedio

a la seleccion y adecuacion (figura 19); se congelaron en bolsas ziploc de un 1 gk.

Figura 19. Materia prima, seleccion, adecuacion y conservacion.

Las céscaras de papa (Solanum tuberosum), variedad Diacol Capiro (R-12), se obtuvieron
directamente de la fabrica de productos Fritos “La libertad “de la ciudad de Duitama

(Boyacd), inmediatamente después del pelado por abrasion de los tubérculos. En el
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laboratorio se procedi6 a la seleccidon y adecuacion (figura 19); se congelaron en bolsas
ziploc de un 1 gk.

2.1.2 Microorganismo: La cepa utilizada para la fermentacion y obtencion de biomasa
fue obtenida en un supermercado de la Ciudad de Duitama (Boyaca), con la siguiente
especificacion comercial “Levadura Seca Activa, Saccharomyces Cerevisiae”, en el anexo
1, se presenta la ficha técnica del producto.

2.2 METODOS

2.2.1 Combinaciones porcentuales: La materia prima fue deshidratada a una
temperatura de 110°C + 1°C por un periodo de 20 horas. Las muestras fueron trituradas en
un molino convencional y luego se realizaron las siguientes combinaciones porcentuales
cada una con cuatro replicas, (figura 20):

N100= Céscara de naranja al 100%

P100= Cascara de papaal 100%

N25P75=Cascara de naranja al 25% y papa al 75%

N50P50= Céscara de naranja al 50% y papa al 50%

N75P25= Céscara de naranja al 75% y papa al 25%

2.2.2 Caracterizacion de la materia prima: Para cada combinacién, se realizd la

caracterizacién quimica en cuanto a:

Figura 20. Combinaciones porcentuales de cascaras de naranjay papa deshidratadas.
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Porcentaje de humedad: expresado como %H en base hdmeda (%H bh) y %H en base
seca (%Hbs): método AOAC 1990/964.22.

Porcentaje materia seca: expresado como % MS: método AOAC 1990/924.22.

Porcentaje de grasa: expresado como % extracto etéreo: método Soxhlet AOAC
1990/920.39.

Porcentaje de almiddn: (gramos/ 100 gramos de residuo seco): Método Von Ashoth, de
acuerdo a Quintero, J., (2008).

Porcentaje de celulosa: (gramos/ 100 gramos de residuo seco), de acuerdo a Mussatto et
al. (2006).

Porcentaje de azUcares reductores (gramos/100 gramos de residuo seco): método Miller,
(1959) y recomendaciones de Zor, et al. (1996) y Wood, et al. (2012).

pH: método pHmetro.

En el anexo 2, se presenta los protocolos de laboratorio para cada determinaciény en la
figura 21, se presenta el correspondiente el registro fotogréfico.

2.2.3 Hidrolisis quimica de la materia prima: A las combinaciones porcentuales se
les realiz un pretratamiento quimico, con el objeto de hidrolizar los polisacaridos
como el almidén proveniente de las cascaras de papa (Solanum tuberosum) variedad
diacol Capiro R-12 vy cascaras de naranja (Citrus sinensis L var valencia), siguiendo la
metodologia de Monsalve, et al ( 2006) y lo recomendado por Sun, et al., (2002), hasta
azucares fermentables y asi poder ser degradados facilmente por la levadura
Saccharomyces Cerevisiae. EIl procedimiento se desarrolld con cuatro replicas para

cada combinacion porcentual. En el anexo 3, se presenta el protocolo aplicado.

De acuerdo al protocolo, para las combinaciones N100, N25P75 y N75P25, se realizo
varias etapas de hidrolisis basica ( sumergir totalmente la muestra con NaOH 0.1N, 15
minutos luego, adicion de sulfato de calcio por tres horas), para la eliminacién de lignina

de las cascaras de naranja; la combinacion P100 no se le realizd este procedimiento. La
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hidrélisis de la celulosa, se llevo a cabo mediante hidrélisis acida (por cada 100 gramos
de residuos se adiciond 50 ml de H2SO4 a 125°C por 15 minutos), la hidrdlisis del
almiddn se llevé a cabo en los tratamientos P100, N25P75 y N75P25( Adicion de H2SOa
diluida 20%) llevar a bafio Maria a 94°C por 6 horas con agitacién constante; la

combinacion N100 no se le realiz este procedimiento.

Antes de los procesos de fermentacion se llevo a cabo la purificacion de los mismos
mediante filtracion carbon activado, esto con el fin de eliminar impurezas que puedan
inhibir el crecimiento de la levadura, para esto cada sustrato se mezclaron con carbdn
activado a 30C°. Posteriormente se sometieron a filtracién con una bomba de vacio y se

guardaron en refrigeracion en frascos de vidrio con tapa.

2.2.4. Fermentacion: El tipo de fermentacion discontinia o en batch de acuerdo con
Ortiz, 2012.
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Figura 21. Caracterizacién Quimica de la materia prima: (1) Determinaciéon Humeda (%H bh y %Hbs) y
materia seca (%MS). (2) Determinacion de celulosa. (3) Extraccidn de grasa método Soxhlet 4)
Determinacion de almidon. (5) Determinacion de pH. (6) Determinacion azlcares reductores método DNS.
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2.2.4.1 Adaptacion del microorganismo y medio de cultivo: Este ensayo se llevo a
cabo para adaptar la levadura a los diferentes sustratos. Previamente se realizo el
proceso de activacion de la levadura con el siguiente procedimiento: se prepararon 100
ml de caldo nutritivo , se esterilizd y se adiciono 0,5 gramos Levadura Seca Activa,
Saccharomyces Cerevisiae. Se dejdé en agitacion mecanica por 24 horas a una
temperatura de 32°C.

Figura 22. Procedimiento hidrolisis quimica de la celulosa y almiddn de las cascaras de naranjay papa.

Se tomaron 10 ml de cada una de los hidrolizados (N100, P100, N25P75, N50P50,
N75P25), se les ajustdo pH a 4.5 con buffer fosfato y se procedié a la adicion de los
siguientes nutrientes, segin Diaz, et al. (2003): sulfato de amonio 1g/L, urea 1 g/L,
extracto de malta 1g/L. Se ajustd nuevamente pHa 4.5. Se esterilizé y se inoculé con
1 ml de levadura activa, en condiciones de asepsia. Se dejaron en agitacion mecanica
por 24 horas a una temperatura de 32°C. Se verifico el crecimiento por la turbidez del
medio y las observaciones microscopicas del microorganismo, verificando asi la
viabilidad de crecimiento en cada uno de los hidrolizados. El procedimiento se realizo
por triplicado para cada hidrolizado (figura 23).
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Figura 23. Inoculacion del microorganismo en las combinaciones porcentuales de los hidrolizados.

2.2.4.2 Pie de cuba: Es necesario que antes de la fermentacion aerdbica se realice un pie
de cuba para adaptar la levadura al medio, Diaz, et al. (2003); para esto se tomaron 150
ml de cada una de los sustratos hidrolizados (N100, P100, N25P75, N50P50, N75P25),
se les adicion6 para cada uno de los nutrientes: sulfato de amonio 1g/L, urea 1 g/L,
extracto de malta 1g/L. Se ajustdé nuevamente pH a 4.5 con buffer fosfato. Luego se
repartieron en porciones asi: 75% del volumen del hidrolizado en un erlenmeyer de 250
ml y 25 % del volumen del hidrolizado en un erlenmeyer de 150 ml, esto con el fin
de poseer mayor espacio para el crecimiento y mayor cantidad de oxigeno disuelto.
Posteriormente se esterilizé cada recipiente con tapon de gaza. Se inocularon con 1 ml del
microorganismo proveniente del medio de adaptacién. Se dejaron en agitacion mecanica
por 24 horas a una temperatura de 32°C. El procedimiento se realizd por triplicado para
cada sustrato hidrolizado.

2.2.4.3 Fermentacion aerdbica: Luego de preparado el pie de cuba para cada sustrato,

se procedio a realizar el montaje para la fermentacion aerdbica, tal como se observa en la

figura 24.
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Figura 24. Montaje para la fermentacion aerdbica

Se mezclo el contenido de los erlenmeyers para obtener un total de 150 ml y se coloco
enun erlenmeyer de 250 ml previamente esterilizado, se elabor6 un tapdn de gaza estéril
y se adecud con dos mangueras estériles. Una de ellas estaba conectada a una bomba
de aire de pecera y llegaba hasta el fondo del erlenmeyer, para asi garantizar una
buena distribucion en la mezcla. La otra manguera, correspondia a la salida de gases. Se
encendié la bomba de aire y se dejo burbujear por espacio de 18 horas, tomando
muestras de 20 ml cada tres horas para el conteo celular ( No de células/ml),
concentracion de azucares reductores ( g/L) biomasa ( g/L)) y concentracion de proteina
(mg/ml). El procedimiento se realiz6 por triplicado para cada hidrolizado. La temperatura
de trabajo oscilo entre 28-30°C y el pH inicial fue de 4.5.

2.2.4.4 Determinaciones de la biomasa: Se determind mediante la técnica de peso
seco. De los 20 ml, se tomaron alicuotas de 10 ml por triplicado de cada uno de los
cultivos en crecimiento, las cuales se centrifugaron (3000 rpm/5min). Los sedimentos se
colocaron en papel filtro previamente pesados y se secaron a 105°C hasta obtener peso
constante. Los sobrenadantes se utilizaron para determinar el consumo del sustrato

(azlcares reductores residuales).
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2.2.45 Concentracion de azlcares reductores residual: Con los sobrenadantes
obtenidos, se procedié a la determinacion del sustrato residual, mediante la técnica de
azucares reductores por el método DNS, Miller, (1959) ; los ensayos se realizaron por

triplicado ( figura 25) y en algunos casos se debio realizar diluciones de la muestras (
107 hasta 10?).

Figura 25: Determinacion de azucares reductores residual técnica DNS.

2.2.4.6 Conteo celular: Para determinar el crecimiento de la levadura en cada uno de
los medios de cultivo, se empled la técnica del conteo de células en Camara de Neubauer
(figura 26), , tomando alicuotas de 1 ml cada tres horas por triplicado.

Figura 26. Conteo celular mediante Cémara de Neubauer
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2.2.4.7 Concentracion de proteina: La determinacion de proteina se realizd tomando
alicuotas de 9 ml cada tres horas por triplicado (figura 27); se centrifugaron y con el
sedimento se aplicé el protocolo para la cuantificacion de proteinas con azul de
coomassie G -250, siguiendo la metodologia de Bradford, (1976) vy las
recomendaciones de Kruger (n.d ) y Zor et al. (1996). En el anexo 4, se presenta el
respectivo protocolo de laboratorio.

Figura 27. Cuantificacion proteina unicelular (SCP) por la técnica de Bradford.

5.2.4.7 Determinacion pardmetros cinéticos: Con los datos obtenidos del conteo
celular (No de células/ml) de cada uno de los medios de fermentacion, se determind para
cada combinacion porcentual la velocidad especifica de crecimiento px(h™), siguiendo la
metodologia de Ortiz, (2012). Con los resultados de azlcares reductores (g/L) y biomasa
(g/L) se determind el rendimiento de biomasa a partir de sustrato Yx/s (g/g), segun
metodologia de Moreno, S., et al. (1996).

2.3 ANALISIS ESTADISTICO
2.3.1 Caracterizacion de la materia prima: Para la presentacion e interpretacion de

resultados, se utilizaron las medias estadisticas de rigor como la media aritmética,

desviacion estandar, coeficiente de variacion y presentaciones gréficas.
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2.3.2 Hidrolisis quimica: Para la presentacion e interpretacion de resultados, se utilizaron
las medias estadisticas de rigor como la media aritmética, desviacion estandar y el

coeficiente de variacion.

La verificacion del modelo estadistico (disefio del experimento), se realiz6 mediante un
analisis exploratorio. Para la discusion de resultados obtenidos, los datos se tabularon
mediante el programa estadistico SPSS para observar la dispersion de los datos y asi
verificar la confiabilidad de la investigacion (ANOVA). Se utilizé la prueba de Tukey
para establecer la comparacion entre medias por pares y establecer cual de las
combinaciones porcentuales estudiadas genera mas azucares reductores después de la

hidrolisis quimica.

2.3.2.1 Disefio experimental para la hidrdlisis quimica: Para evaluar el efecto de las
combinaciones porcentuales de los residuos orgénicos de cascara de naranja y papa en
la produccion de azucares reductores mediante hidrélisis quimica , se plantea un disefio
experimental de un factor completamente aleatorizado con efectos fijos, Montgomery,

(2000) con cinco niveles y cuatro replicas por nivel para un total de 20 réplicas.

El experimento presenta un modelo de efectos representado por:

Yij= u-l—l'i—l—eij

Donde u es la media global, ti efecto de las combinaciones porcentuales en la
produccion de jarabes edulcorados (azlcares reductores), ejj error aleatorio del modelo y
Yij es la observacion o variable de respuesta ( concentracion de azlcares reductores

después de la hidrolisis quimica).
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2.3.2.2 Hipotesis

- Hipotesis de trabajo: La hidrélisis quimica de los residuos de cascara de naranja
(Citrus sinensis L var valencia) , papa (Solanum tuberosum) variedad Diacol Capiro (R-
12) ylas combinaciones porcentuales de estos, produce una alta concentracion de
azucares reductores ( gramos AR/ gramos de residuo seco) que pueden ser usados como

sustratos fermentables en el crecimiento de la levadura Saccharomyces Cerevisiae.

- Hipdtesis estadisticas

Ho:tl =12 =13=14=15

Ho: el contenido de azlcares reductores (gramos AR/ gramos de residuo seco) derivado
de la hidrolisis quimica de los residuos de cascara de naranja, papa y de las
combinaciones porcentuales de estos, no difieren entre si ( no presentan diferencias

significativas.

Ha: Tl #t2 #t3#t4+# 15

Ha: el contenido de azlcares reductores (gramos AR/ gramos de residuo seco) derivado
de la hidrélisis quimica de los residuos de cascara de naranja, papay las combinaciones
porcentuales de estos, difieren entre si ( presentan diferencias significativas), o por lo

menos una de ellas difiere de las demas.

2.3.2.3 Variables: Variables Independientes: cantidad de residuos sélidos de naranja
(Citrus sinensis L var valencia) y papa (Solanum tuberosum) variedad Diacol Capiro
(R-12) y combinaciones porcentuales de estos.
Variables Dependientes: contenido de azlcares reductores (gramos AR/ gramos de
residuo seco).
Variables de Ruido: origen vegetal de los residuos sélidos organicos de cascara de
naranjay papa.
Variables controlables
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Temperatura y Tiempo de hidrolisis celulosa: 3 horas en hidrolisis quimica y 15
minutos a 125°C para la hidrdlisis &cida.

Temperatura y Tiempo de hidrolisis de almidon: 94°C por 6 horas en ebullicién a
reflujo.

Adicion de reactivos quimicos (hidroxido de sodio y &cido sulfdrico): volumenes
constantes de acuerdo a los protocolos ajustados previamente.

Concentracion de reactivos quimicos: NaOH al 0.1 N y &cido sulfurico 20%.

2.3.3 Fermentacion de sustratos : Los resultados obtenidos en cada uno de los medios de
fermentacién (conteo celular (No de células/ml), concentracion de azucares reductores
(g/L) biomasa ( g/L)) y concentracién de proteina (mg/ml)), se interpretaran utilizando las
medidas estadisticas de rigor como la media aritmética, desviacion estandar, coeficiente

de variacion y presentaciones graficas.

2.3.3.1 Contenido de Proteina Celular (SCP): De igual forma que para la hidrdlisis
quimica, la verificacion del modelo estadistico (disefio del experimento), se realizara
mediante un andlisis exploratorio. Para la discusion de resultados obtenidos, los datos se
tabulan mediante el programa estadistico SPSS para observar la dispersion de los datos y
asi verificar la confiabilidad de la investigacion (ANOVA). Se utilizard la prueba de
Tukey para establecer la comparacion entre medias por pares y establecer cudl de las
combinaciones porcentuales estudiadas genera mayor concentracion de proteina (mg/ml)

proveniente de la biomasa de la levadura Saccharomyces Cerevisiae.

2.3.3.2 Disefio experimental Contenido de Proteina Celular (SCP): Para evaluar la
mayor produccion de proteina Unicelular (SCP) a partir de los residuos de naranja (Citrus
sinensis L var valencia) , papa (Solanum tuberosum) variedad Diacol Capiro (R-12) y
las combinaciones porcentuales de estos, durante las 18 horas de fermentacion, se aplicara

el analisis de covarianza.
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Para un modelo de un solo factor con una variable, se asume que existe una relacion
lineal entre la variable de respuesta y la covariable, Montgomery, (2000); el modelo

estadistico apropiado es:

Yij = [T 0G T B(Iij - 53) T €ij J=1.2,..n

Donde i es la j -ésima observacion bajo el i-ésimo nivel del tratamiento o variable de
respuesta (concentracion de proteina mg/ml). Xij es la medida de la covariable (Tiempo en
horas) que se hace para yi. x-- -- es la media de los valores de xij. u es el valor medio

global. ai es el efecto del nivel i-ésimo del tratamiento. B coeficiente de regresion que

relaciona yij con la covariable xij. &ij error aleatorio.
2.3.3.3 Hipotesis

Hipotesis de trabajo: El crecimiento de la levadura Saccharomyces Cerevisiae sobre los
sustratos fermentables de residuos de naranja (Citrus sinensis L var valencia), papa
(Solanum tuberosum) variedad Diacol Capiro (R-12) y las combinaciones porcentuales de
estos, producen una alta concentracion de proteina unicelular, SCP, (mg/ml).

- Hipotesis estadisticas
Ho: 7l =12 =13=14=15
Ho: La produccion de  proteina unicelular, SCP, (mg/ml) obtenida a partir del

crecimiento de la levadura Saccharomyces Cerevisiae sobre los sustratos fermentables

de residuos de naranja (Citrus sinensis L var valencia), papa (Solanum tuberosum)
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variedad Diacol Capiro (r-12) y las combinaciones porcentuales de estos, no difieren

entre si ( no presentan diferencias significativas).

Ha: Tl #t2 #t3#t4+# 15

Ha: La produccién de  proteina unicelular, SCP, (mg/ml) obtenida a partir del
crecimiento de la levadura Saccharomyces Cerevisiae sobre los sustratos fermentables
de los residuos de naranja (Citrus sinensis L var valencia), papa (Solanum tuberosum)
variedad Diacol Capiro (r-12) y las combinaciones porcentuales de estos, difieren entre si
( presentan diferencias significativas), o por lo menos una de ellas difiere de las demaés.

2.3.3.4 variables : Variable Independiente : sustratos fermentables (contenido de
azucares reductores (gramos AR/ gramos de residuo seco) ) provenientes de los residuos
solidos de naranja (Citrus sinensis L var valencia) y papa (Solanum tuberosum)
variedad Diacol Capiro (r-12) y combinaciones porcentuales de estos.

Variable Dependiente: proteina unicelular, SCP, expresada en mg/ml.

Covariable: Tiempo de fermentacién (18 horas).

Variables de Ruido: composicion quimica de los azucares provenientes de la hidrolisis
quimica.

Variables controlables: Temperatura de fermentacion (28-30 °C). Tiempo de fermentacion
(18 horas). Tipo de fermentacion.
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3. RESULTADOS

3.1 CARACTERIZACION QUIMICA DE LA MATERIA PRIMA

Los resultados obtenidos de la caracterizacion de los residuos de cascaras de naranja
(Citrus sinensis L var valencia), papa (Solanum tuberosum) variedad Diacol Capiro (R-
12) y combinaciones porcentuales de estos, se presenta en la tabla 4. En el anexo 5 se
presentan la matriz del disefio con los datos segun nimero de réplicas y en el anexo 6, se

presenta el resumen estadistico de los datos.

Dentro de los pardmetros de caracterizacion quimica, la cantidad de azucares reductores
(gramos/100 gramos de residuo seco) aporta informacion relevante para los resultados de
la hidrdlisis quimica y fermentacion. Con la técnica de DNS, se procedi6 al célculo de
la cantidad de azlcares presentes en cada combinacion porcentual de residuos
(porcentuales N100, P100, N25P75, N50P50, N75P25). Los datos obtenidos se encuentran

en el anexo 7. La ecuacion usada fue:

Y=mx+b B
Y= 0,332x+0,0102 Eeuacion (1)
R2=0,9924

Los célculos obtenidos directamente de la ecuacion fueron transformados
matematicamente hasta gramos de azucares reductores/gramos de residuo seco, teniendo
en cuenta las diluciones, volumenes y cantidad de las muestras al aplicar el protocolo de
DNS.
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Tabla 4. Caracterizacién residuos de cascara de naranja, papa y combinaciones porcentuales

Componente Humedad en Humedad Materia Seca Grasa Almiddn ( gramos/ Celulosa (gramos/ 100 Azlcares reductores
base humeda en base seca (%MS) 100 gramos de residuo gramos de residuo ( gramos/100 gramos
0,
(%H bh) (%H bs) (elextraciy Seco) Seco) de residuo seco) 3
Tratamientos etéreo)
0,9022 1,5700%
74,278 2 5,733% 24,726% 11,635% 19,2772
N100 (0,252) 0,449) (0,253) 0,612) ©0,2965) (0,621) (2,920) 450
82,2282 0,780% 60,1072 1,4442 0,757% 5.6
1,9842 17,5752
P100 (0,883) (0,315) (0,841) (0,4006) (1,3349) (0,355) (0,302)
0,800° 45,080° 3,881% 6,1992 5.12
79,4772 1,6332 20,302%
N25P75 (0.659) (0,1863) (0,639) (0,4501) (1,001) (1,486) (1,514)
1,2302 30,0532 9,5452 6,5222 482
76,395% 1,5212 23,414%
N50P50 (0,399) (0,127) (0,389) (0,330) (0,667) (0,586) (1,292)
0,845% 15,0262 11,216% 16,876 4.6%
72,910% 2,0862 26,719%
N75P25 (0,535) (0,112) (0,529) (0,166) (0,333) (0,254) (1,7867)

a

media aritmética.. Los nimeros entre paréntesis corresponden a la desviacion estandar. (n=4).
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3.2 HIDROLISIS QUIMICA

Después de la hidrdlisis quimica, se procedio a realizar la técnica de DNS para conocer

la concentracion de azucares reductores, empleando la ecuacion (1).

Los célculos obtenidos directamente de la ecuacion fueron transformados
matematicamente hasta gramos de azucares reductores/gramos de residuo seco, teniendo
en cuenta las diluciones, volumenes Yy cantidad de las muestras al aplicar el protocolo de
DNS. Los resultados de la hidrélisis quimica (basica y quimica) se presentan en latabla 5 y
el estadistico del experimento (ANOVA) en latabla 6. En el anexo 8, se presentan la

matriz del disefio con los datos segin nimero de réplicas

Tabla 5. Cantidad de azlcares reductores después de la hidrélisis (g/100 gramos de residuo seco).

Tratamiento Media® Desviacién Minimo maximo
estandar
N100 21,666 2,194 19,003 24,244
P100 67,259 22,299 47,445 97,277
N25P75 46,738 11,929 34,921 58,777
N50P50 57,037 18,798 36,180 80,180
N75P25 23,497 1,229 22,265 24,723

% indica que hay Diferencias significativas p<0.05, (n=3).
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Tabla 6. Estadistico (ANOVA) Cantidad de azucares reductores después de la hidrdlisis (g/100gramos de

residuo seco)

Suma de Media

cuadrados al cuadratica F Sig.
Inter-grupos 6122,191 4 1530,548 6,971 0,003
Intra-grupos 2854,111 13 219,547
Total 8976,302 17

La diferencia significativa entre las medias de las combinaciones porcentuales N100,
P100, N25P75, N50P50, N75P25, se presenta en la tabla 7. En el anexo 9, se presenta el
estudio estadistico completo.

Tabla 7. Comparaciones maltiples Cantidad de azucares reductores después de la hidrolisis (g/gramos de

residuo seco)

(J) Materia Intervalo de confianza al 95%
prima

(I) Materia prima (Naranjay

(Naranja y Papa) Papa) Sig. Limite inferior Limite superior

N100 P100 ,006|-78,582218 -12,602982
N25P75 ,234|-60,705402 10,560318
N50P50 ,033|-68,360843 -2,381607
N75P25 1,000{-37,464035 33,801685

P100 N100 ,006|12,602982 78,582218
N25P75 ,407|-15,112802 56,152918
N50P50 ,861|-22,768243 43,210993
N75P25 ,014(8,128565 79,394285
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N25P75 N100 ,234(-10,560318 60,705402
P100 ,407(-56,152918 15,112802
N50P50 ,888/-45,931543 25,334177
N75P25 ,354(-14,851763 61,334496

N50P50 N100 ,033|2,381607 68,360843
P100 ,861(-43,210993 22,768243
N25P75 ,888(-25,334177 45,931543
N75P25 ,069-2,092810 69,172910

N75P25 N100 1,000]-33,801685 37,464035
P100 ,014(-79,394285 -8,128565
N25P75 ,354(-61,334496 14,851763
N50P50 ,069(-69,172910 2,092810

3.3 FERMENTACION DE SUSTRATOS

Al realizar las fermentaciones de las combinaciones porcentuales de los tratamientos
(N100, P100, N25P75, N50P50, N75P25), se obtuvieron datos que se presenta en la tabla
8. Los resultados obtenidos para azUcares reductores residuales (g/L) fueron

procesados con la siguiente ecuacion:

Y=mx+b
Y= 1.47283x+0,0053
R2=0,9977

Ecuacion (2).
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En el anexo 10, se encuentran los resultados de la curva patron. Los calculos obtenidos
directamente de la ecuacion fueron transformados matematicamente hasta gramos por
Litro, teniendo en cuenta las diluciones, volimenes y cantidad de las muestras al aplicar
el protocolo del anexo 3. Los resultados de biomasa fueron convertidos a concentracion
(g/L), teniendo en cuenta la pérdida de pesoy el volumen de fermentacion. Los valores
de conteo de microrganismos (NC/ml) se procesaron aplicando la férmula matematica de

la ecuacion 3, teniendo en cuenta los factores de dilucion.

No de células/ml= (No de células/25)*(400/0.1)*(1000/FD)  Ecuacion (3).
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Tabla 8. Resultados fermentacion combinaciones porcentuales de céscara de naranjay papa.

HE N100 P100 N25P75 N50P50 N75P25
po (h)
PS
ARR B - ARR PS ARR ARR PS ARR PS
NC / ml B(gL) | NC/ml B(gL) | NC/ml B(glL) | NC/ml B(gL) | NC/ml
L mg/ml mg/m
(glL) L) mg/mb) | (g (mg/ml) | (OL) |() - (g/L) (mg/ml) | (9/L) (mg/ml)
0 6,9357 ND 3,09E+06 | ND 26,0241 | ND 1,60E+06 | ND 21,2450 | ND 3,25E+06 | ND 22,4197 | ND 341E+06 | ND 10,6807 ND 311E+06 | ND
0,028
3 17017 | ) 384E+07 | 02895 | 7,552 | 0,0354 | 3,09E+07 | 0,409 | 59352 | 00231 | 7,25E+07 | 0,0266 | 15,6085 | 00205 | 507E+07 | 0,0041 | 41119 | 00528 | 611E+07 | 0,0000
6 15244 2'033 720E+07 | 03047 | 65419 | 00492 | 3,63E+07 | 02005 | 6,3952 | 0,1169 | 1,30E+08 | 0,0584 | 5,1819 00974 | 800E+07 | 00940 | 41385 | 00615 | 800E+07 | 0,0878
0,048
9 13850 | 3,00E+08 | 24514 | 7,0219 | 01559 | 8,64E+08 | 35440 | 4,6719 | 0,400 | 6,72E+08 | 2,8973 | 3,4752 01292 | 6,03E+08 | 18164 | 28519 | 00872 | 894E+08 | 02714
12 1,1117 2‘062 7,84E+08 | 25962 | 64852 | 0,1990 | 1,69E+09 | 3,7215 | 29252 | 0,1646 | 1,09E+09 | 4,4429 | 2,6785 01605 | 1,22E+09 | 39456 | 27319 | 01179 | L47E+09 | 3,5884
0,091
15 12352 | ¢ 127E+09 | 29207 | 44719 | 02380 | 2,58E+09 | 82367 | 30052 | 02187 | 149E+09 | 59371 | 2,5319 02005 | 1,63E+09 | 55682 | 22619 | 01738 | 1,73E+09 | 4,2981
18 1,0719 8'097 161E+09 | 41744 | 33019 | 03421 | 522E+09 | 9,7683 | 1,7597 | 02533 | 2,20E+09 | 87550 | 2,4585 02152 | 1,89E+09 | 68686 | 20219 | 03118 | 2,19E+09 | 6,0772
ARR: Azlcares Reductores Residuales (g/L). B: Biomasa (g/L). NC: Niumero de células / ml. PS: proteina sedimento (mg/ml). ND: no determinado.
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3.3.1 Contenido Proteina Unicelular (SCP): Los resultados del contenido de proteina
unicelular (SCP) se presentan en la tabla 8; con la siguiente ecuacion, los datos fueron

convertidos en mg/mil:

Y=mx+b
Y=0.5711+0.7266

Ecuacion (4)
R2=10,9912

En el anexo 11 se presenta los datos de la curva patron al aplicar el protocolo de
Bradford, 1976. En la tabla 9, se presenta el contenido promedio de proteina unicelular
SCP (mg/ml) y en la tabla 10, se presenta el estadistico del experimento; el analisis de
datos se realiz6 mediante analisis de varianza (ANOVA) y la comparacion de medias para
identificar el mejor o los mejores sustratos para la produccion de proteina unicelular SCP
mediante la prueba de Tukey (tabla 11.). En el anexo 12 presentan la matriz del disefio
con los datos segin namero de réplicas y en el anexo 13, se presenta el resumen

estadistico de los datos

Tabla 9. Cantidad de Proteina unicelular (mg/ml).

Combinaciones de naranja

y papa Media Desviacion tipica [N
N100 2,122806%|1,8147506 18
P100 4,251978%3,8848319 18
N25P75 3,686211 |3,3469076 18
N50P50 3,049478 |2,7907857 18
N75P25 3,839328 |3,3131108 18
Total 3,389960 |3,1293581 90

2 indica que hay Diferencias significativas p<0.05, (n=3).
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Tabla 10. Estadistico (ANOVA) Cantidad de Proteina unicelular (mg/ml).

Suma de

cuadrados tipo Media
Origen i gl cuadrética F Sig.
Modelo corregido |708,644% 5 141,729 73,073 ,000
Interseccion 1034,265 1 1034,265 533,247 |,000
xcentr 659,065 1 659,065 339,801 |,000
trat 49,579 4 12,395 6,390 ,000
Error 162,923 84 1,940
Total 1905,831 90
Total corregida 871,567 89

4R cuadrado = ,813 (R cuadrado corregida = ,802)

Tabla 11. Comparaciones multiples (prueba de Tukey) Cantidad de Proteina unicelular (mg/ml).

Tratamientos

Promedio
de los
tratamientos

Diferencias de promedios?

Y1=N100 2,122806 Y1-Y2 -2,13 2,13° Rech HO Diferencia significativa
Y2=P100 4,251978 Y1-Y3 -1,56 1,56° Rech HO Diferencia significativa
Y3=N25P75 | 3,686211 Y1-Y4 2,12 2,125 Rech HO Diferencia significativa
Y4= N50P50 | 3,049478 Y1-Y5 -1,72 1,72° Rech HO Diferencia significativa
Y5= N75P25 |3,839328 Y2-Y3 0,57 0,57 No Rech HO Diferencia n.s
Y2-Y4 1,20 1,20 No Rech HO Diferencia n.s
Y2-Y5 0,41 0,41 No Rech HO Diferencia n.s

72




Y3-Y4 0,64 0,64 No Rech HO Diferencia n.s
Y3-Y5 -0,15 0,15 No Rech HO Diferencia n.s
Y4-Y5 -0,79 0,79 No Rech HO Diferencia n.s

a: con a=0.05 y f= 84 grados de libertad para el error. q=(5,84)=3.82. T=1.30

b La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

3.3.2 Parametros cinéticos: Se calcularon los pardmetros cinéticos que se presentan en
la tabla 12. Estos parametros son importantes para evaluar la importancia industrial del
proceso de obtencion de proteina unicelular PSC. La velocidad de crecimiento especifico
se calculé mateméaticamente con los datos de conteo celular, calculando el nimero de

generaciones (n), el tiempo de duplicacién (td) y aplicando la siguiente expresion

Ecuacion (5)

ty =In2/td

El rendimiento de biomas se determiné en (g/g) con la expresién matematica:

Ecuacion (6)

Y x}fS:'AXIAS

Tabla 12: pardmetros cinéticos de la fermentacion discontinua (batch).

P100 N100 N25P75 N50P50 N75P25
1 0,48 0,51 0,58 0,54 0,58

px (h™)

Y s (9/9) 0.2371 0.0195 0.0451 0.0253 0.0336
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4. DISCUSION

4.1 CARACTERIZACION DE LA MATERIA PRIMA

Se considera una etapa de importancia en la investigacion; se debe conocer sus
caracteristicas quimicas iniciales por la naturaleza y fuente del residuo. La literatura
consultada reporta datos de caracterizacion, pero ésta sirve de base de comparacion y de
punto de referencia para el posterior analisis y posibles recomendaciones. La
caracterizacién de la materia prima es Util para considerar aspectos relacionados como
almacenamiento, pretratamiento para la posterior determinacion del contenido de almiddn,

seleccion del método de hidrolisis tanto de almidon como de celulosa, por citar algunos

ejemplos.
N75P25
72,91
N50P50 @ 1521 | |
76,395
N25P75 M 1633 [ |
79,477
P100
82,228
N100
74,278
0 10 20 30 410 50 60 70 80 90
M Materia Seca (%MS) B Humedad en base seca (%H bs) B Humedad en base himeda (%H bh)

Figura 28. Caracterizacion de la materia prima para Humedad y Materia seca.

Durante esta caracterizacion, para el porcentaje de humedad en base hiumeda (%Hbh )
(figura 28, tabla 4), se observd un comportamiento altamente homogéneo entre los datos,

los coeficientes de variacion fueron menores de 1.08 ( anexo 6), lo que indica que: la
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humedad inicial para las muestras N100 de la variedad valencia es del 74.3, es decir, en
cualquier muestra de naranja de la variedad usada , presenta este porcentaje de humedad
en promedio, otros autores, reportan valores inferiores (69.36%) como Tejeda et al.
(2010), pero esto va de acuerdo a la variedad , y manejo postcosecha; para P100, es del
82.2%, la humedad en cualquier muestra de papa de la variedad Diacol Capiro (R-12),
presenta este porcentaje de humedad en promedio, resultado semejante al reportado por
Arapoglou , et al. 2009 y Arapoglou et al. (2010); para las combinacion porcentuales
(N75P25,N50P50,N75P25), los valores promedios 79,5%, 76.4%, 73.0% respectivamente
son similares y van decreciendo a medida que el porcentaje de residuos de cascara de
papa variedad Diacol Capiro (R-12) disminuye; en promedio todos los residuos
presentan un porcentaje de humedad entre el 77%, valor semejante al que reportan para
residuos vegetales Cardona, et al. ( 2004). Para los valores de humedad en base seca
(%H bs), los coeficientes de variacién muestran que los datos son homogéneos (anexo 6),
indicando que las muestras tras someterlas a un proceso de deshidratacion a las
condiciones establecidas retienen el 2.6% de agua aproximadamente. Los residuos N100
y N75P25 retiene la mayor cantidad de agua (5.7% y 2,08%), esto se puede atribuir a la
composicion quimica de las cascaras de naranja (Citrus sinensis L var valencia) en
relacion a moléculas polares que establecen uniones quimicas con moléculas de agua,
como pectina, celulosa y hemicelulosa, esto se verifica si se observa los resultados de
celulosa (figura 29 vy tabla 4) para estas dos muestras ( 11,63% y 11,21% ), estos valores
conducen a deducir que a las muestras con mayores contenidos de residuo de céscara de
naranja se les debe dar mas tiempo de secado o considerar otro método como por
ejemplo el sacado de estufa al vacio. La materia seca 0 extracto seco es la parte que resta
de las muestras, tras extraer toda el agua posible, y de acuerdo a los resultados, se
observa que sigue un comportamiento similar al descrito para los anteriores parametros;
presentan un coeficiente de variacion en promedio de 1.98, representando datos
homogéneos (anexo 6). En general, los mayores porcentajes de materia seca los registra
N100 (24.72%) y el menor valor P100 (17.6%), estos resultados son similares con lo
expuesto en Mahmood, et al. (1998) en donde se tiene un 20,98% para la piel de

cascaras de naranja y el 17.82% para piel de papa. La combinacién porcentual que
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mayor residuo seco presenta es donde hay mayor cantidad de naranja ( N75P25, 26,8%);
estos resultados van de acuerdo, a la composicién quimica de los residuos, observandose
que los de naranja (Citrus sinensis L var valencia) )presentan la mayor solidos que los
residuos de cascara de papa (Solanum tuberosum) variedad Diacol Capiro (R-12)).

N75P25
NS0P50D
MN25P75
P100 80,107
N 100
] 10 20 30 40 50 60 70
B Celulosa (gramosf 100 gramos de residuo seco)
m Almidon [ gramosf 100 gramos de residuc seco)
N Grasa [ % extracto etéreo)

Figura 29. Caracterizacion de la materia prima para celulosa, almidony grasa.

Observando los resultados de la figura 29, los valores para el parametro de grasa como
extracto etéreo, el analisis estadistico (anexo 6) indica que los datos presentan un
coeficiente de variacion del 19.6%, indicando que los datos son altamente heterogéneos,
esto indica que los residuos de N100 y P100, presentan contenidos de grasa diferentes,
ademas al hacer las combinaciones no siguen un comportamiento homogéneo como el
que se hubiese esperado; se observa que el mayor porcentaje de grasa lo tiene N100
(0.9%) y de las combinaciones N50P50 (1,2%) y no N75P25 ( 0.84%), eso se puede

atribuir a errores de experimentacion en la aplicacion del protocolo.

Los valores de celulosa y almidon aportan informacion valiosa para la continuidad de la
investigacion, si bien como lo indica Mahmood, et al. (1998), Arapoglou et al. (2009) vy
Arapoglou et al. (2010) estos residuos son ricos en polisacaridos como celulosa para el
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caso de los residuos de céscara de naranja (Citrus sinensis L var valencia) y almidon
para los residuos de cascara de papa (Solanum tuberosum) variedad Diacol Capiro (R-12),
cuya composicion quimica mayoritaria son uniones quimicas de glucosa, sustancia
quimica requerida para la nutricibn de muchos microorganismos como la levadura
Saccharomyces Cerevisiae . Los resultados del contenido de almiddn (figura 29, tabla 14),
se aprecia claramente que éste varia segun la cantidad de residuo de cascara de papa.
Los datos del contenido de almidon entre los tratamientos para las muestras N100 resultd
ser muy diferente (coeficiente de variacion 32,8%) con respecto a las demas muestras
(coeficiente de variacion en promedio 2,2%), este comportamiento se explica porque las
cascaras de naranja no poseen almidon o por lo menos no es el polisacarido que abunde en
este residuo en comparacion con los contenidos encontrados en las muestras al N25P75,
N50P50 y N75P25, donde el aporte de almidon es atribuido a los residuos de cascara de
papa. Si se observa que el tratamiento o muestra P100 posee un porcentaje de almidon del
60.1% en promedio. Para los resultados de celulosa, se observa un comportamiento
inverso al de almidon, el tratamiento P100, posee los menores porcentajes de celulosa
(1.44%) frente a N100 ( 11,6%), en los tratamientos N25P75, N50P50 y N75P25 el
contenido de celulosa aumenta a medida que aumenta la cantidad de residuos de cascara
de naranja; los datos para P100 y N25P75 frente a los demas exhiben un
comportamiento  diferente (coeficientes de variacion 24,6% y 38.8%), pero los demas
tratamientos N100, N50P50 y N75P25, exhiben un comportamiento altisimamente
homogéneos ( coeficientes de variacion 5.33%, 6.14% y 2,2% respectivamente), esto
indica que en estas muestras influye la cantidad de residuos de cascara de naranja
adicionada y que condiciona el contenido de celulosa entre los tratamientos. De acuerdo a
este andlisis, se puede inferir que los resultados de celulosa y almidén proporcionan una
buena fuente de polisacaridos a hidrolizar, ya se quimica o enzimaticamente: los
resultados de celulosa N100 N50P50 y N75P25 presentan resultados superiores vy
semejantes a los reportados por Grohmann, et al. (1995), Mahmood, et al. (1998), con
un 9,91% y 9,16% y de igual forma para almidon, los residuos P100 y N25P75 presentan

resultados semejantes a los presentados por Mahmood, et al.(1998), Arapoglou et al.
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(2010) y con contenidos de almidén en piel de papa del 66% Yy 52% Yy superiores a lo
reportado por Mars, A. et al. (2010) con un 39% .

N75P25

N50P50

N25P75

P100

N100 9,277

0 5 10 15 20 25

M Azucares reductores ( gramos/100 gramos de residuo seco) HpH

Figura 30. Caracterizacion de la materia prima para pH y azlcares reductores.

Los azUcares reductores se determinaron como glucosa mediante el uso de &cido
dinitrosalicilico (DNS); estos resultados indican la cantidad de azucares de bajo peso
molecular y con poder reductor que poseen las muestras, generalmente son monosacaridos
que se expresa como glucosa. Los resultado obtenidos (tabla 4, figura 30), indican que los
residuos de P100 tiene un coeficiente de variacion del 39,9% ,es decir, altamente diferente
a los demés tratamientos, esto indica que no poseen azucares reductores ( 0,7%), por lo
tanto, este residuo, sin aplicarle ningun tratamiento previo no es Gtil como sustrato
fermentable, por lo que requiere de una hidrolisis del almidon para liberar glucosa y
aumentar este porcentaje, este analisis concuerda con el estudio reportado por Mahmood,
et al.(1998), y Arapoglou et al. (2010) en donde reportan un contenido del 0.61% en
azucares reductores. Para los tratamientos N100 y N75P25 la cantidad de azlcares
reductores es similar (19,2% y 16,8%) y poseen los mas altos valores en comparacion con
las combinaciones N25P75, N50P50, en donde se observa que este contenido disminuye a
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medida que la cantidad de residuos de papa aumenta. Se observa que el resultado de
azucares reductores para N100 bajo las mismas condiciones de experimentacion con un
valor de 19.2% es superior al reportado por Tejeda et al (2010), el cual esde 2,788%,
pero en el estudio de Grohmann, et al. (1995) reporta un contenido mayor ( 23,2%) , aln
asi se deduce que el tipo de residuos empleados en este trabajo ofrece mejores
resultados para la produccion de sustratos fermentables . EI pH de las muestras estuvo entre
los rangos de 4.5-5.6 semejantes a los reportados en Mahmood, et al., (1998).

Los datos de los contenidos de celulosa, almiddn y azlcares reductores, indica que se
debe realizar una hidrdlisis en todos los tratamientos para aumentar la cantidad de
azucares fermentables, ademas, la levadura Sacharomyces cerevisiae no sintetiza enzimas
tipo celulasas, y amilasas requeridas para la hidrdlisis de los polisacaridos en mencién, lo
que justifica el paso siguiente, la hidrélisis, que para esta investigacion fue quimica. En
términos generales, al comparar los resultados con estudios similares (Monsalve, et al.
2006 y Tejeda, et al. 2010 ) se observa que en este trabajo, las combinaciones N100,
N25P75, N50P50 y N75P25 tienen altos contenidos de azlcares reductores para ser
empleados como sustratos fermentables.

4.2 HIDROLISIS QUIMICA

Constituye en uno de los analisis base para la posterior comparacién del sustrato residual
durante el proceso de fermentacion en la produccién de biomasa. El analisis estadistico
indica que la media de los datos obtenidos (tablas 5 ,6 y figura 31) presentan
diferencias significativas (P value = 0.003 a un nivel de significancia del 5%), por lo que
podemos afirmar que en esta investigacion, la hipotesis estadistica, Ha, es verdadera
cuando se afirma que “el contenido de azlcares reductores (gramos AR/ gramos de
residuo seco) derivado de la hidrolisis quimica de los residuos de cascara ad naranja,
papa Yy las combinaciones porcentuales de estos, difieren entre si ( presentan diferencias

significativas), o por lo menos una de ellas difiere de las demas”
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B Azucares reductores ( gramos/100 gramos de residuo seco)

Figura 31. Cantidad de azUcares reductores después de la hidrdlisis (g/gramos de residuo seco).

La hidrdlisis quimica generd el aumento de azlcares reductores en cada una de los
tratamientos (figura 32) asi: En los residuos de N100 y N75P25, Ila hidrolisis quimica,
no fue tan efectiva como en los otros tratamientos, ya que solo aumento
aproximadamente un 10% vy 28% respectivamente el contenido de azlcares reductores;
resultado que pudo verse afectado por varias razones, por ejemplo, Giraldo, et al.(2008)
analiza que una hidrolisis de la celulosa y hemicelulosa ( 0,5% de acidos ,80°C ,1h)
puede continuar hasta la formacion de acidos organicos y furfurales, disminuyendo el
contenido de azucares fermentables, Lenihan ., et al. (2010), identifica que el contenido de
azucares reductores también puede disminuir debido a que la glucosa proveniente de una
hidrolisis al 100 % de la celulosa se puede degradar a hidroximetilfurfural, HMF, por
proseguir una deshidratacion; cuando esto se presenta, se debe hacer lo que recomienda
Géamez et al. (2006), desintoxicar los hidrolizados antes de inocular con una carbon
activado (adsorcién) para limpiar de sustancias como el hidroximetilfurfural (HMF),
acido acético, fufural y compuestos fendlicos provenientes de la lignina. Estos autores
recomienda los siguientes pasos: concentracion por evaporizacion, la desintoxicacion,
neutralizacion y la suplementacién con nutrientes, sin embargo, la informacion sobre cémo
separar, hidrolizar, desintoxicar estos azUcares sigue siendo escasa Lian, et al. (2010),
pero aun asi recomiendan que pueden ser desintoxicados si los acidos se neutralizan a pH

entre 5.0y 7.0.
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Continuando con el analisis del contenido de azlcares reductores para N100y N75P25,
también pudo verse modificado por una hidrélisis parcial, es decir, el protocolo de
hidrélisis aplicado no generd la hidrdlisis total de las cadenas carbonadas de celulosa y
hemicelulosa, tal como analiza Gamez et al. (2006), cuando usa HCI o H2SO4 en
concentraciones 1-10% usando temperaturas entre 100-150°C por lo tanto el contenido
de azucares reductores puede ser bajo; para Zhou N, et al. (2011), cuando se trabaja con
acidos diluidos como el H>SOs, el rendimiento de conversion es bajo (50-70%); se ha
logrado aumentar la cantidad de azUcares hidrolizados de residuos de celulosa al usar
una hidrolisis quimica moderada con HsPO4 a 122°C/300 minutos obteniéndose 4.46 g
azucares/ gramos de inhibidores relacionado un 55% de azucares fermentables Gamez,
et al. (2006), otros autores coinciden que al hidrolizar glucosa (rompimiento quimico
de enlaces glucosidicos) con H2SO4 a 0.05M / 240 min a 110 y 150°C, en estas
condiciones la conversién de este polisacarido es completa, asi se observa que para la
hidrolisis total se debe aumentar el tiempo de hidroélisis, si se tiene en cuenta que en esta
investigacion el tiempo para la degradacion quimica de la celulosa fue de 15 minutos,
tiempo dado de acuerdo con lo recomendado en los protocolos ajustados. Para P100, se
observa que es el tratamiento que mas azlcares reductores registra, presentando una
hidrélisis aproximada del 100%; para los residuos de N25P75 y N50P50 presentaron un
contenido de azlcares reductores muy semejantes, en promedio 88%. Se observa que los
contenidos de azUcares reductores de estos residuos( P100, N25P75 y N50P50), tras la
hidrélisis generan sustratos con capacidad fermentable, con altos contenidos de azucares
reductores, tal como lo presenta Monsalve, et al. (2006). Estos resultados son superiores a
los trabajos de Kang, et al. (2012), cuando tratan una solucion de glucosa con H2SOs a
concentraciones de 0.5 N, 1.0 Ny 2N, produciendo el 59.6% de glucosa a 80°C y 6
horas a partir de la biomasa de alga; Arapoglou, D et al. (2010) con hidrélisis acida de
almiddn de residuos de cascara de papa a 0.5M de HCIl a 121°C durante 15 min obtuvo
18.15 g/L de azucares fermentables que corresponde a 0,36 g de azUcar liberada/gramo de

residuos seco crudo.
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Figura 32. Produccién de azucares reductores antes y después de la hidrélisis quimica.

Al hacer el test de Tukey (tabla 7), se puede deducir: entre N100, N75P25 y P100 existe
diferencias significativas, P100 es quien genera mas azUcares reductores; dentro de las
combinaciones porcentuales N25P75 y N50P50 no hay diferencias significativas, esto
indica que la cantidad de azUcares reductores que se genera es similar entre ellos y
exhiben un comportamiento igual que hidrolizar P100, es decir, que tomar residuos de
cascara al 100% , N50P50 o N25P75, en las mismas condiciones de experimentacion
pueden generar igual cantidad de azucares reductores, por lo tanto, en esta investigacion,

se espera que los mejores resultados de fermentacion este en  P100, N25P75 y N50P50.
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4.3 FERMENTACION DE SUSTRATOS

De acuerdo a la tabla 8, al realizar las fermentaciones de las combinaciones
porcentuales de los tratamientos, se obtienen los resultados del consumo de los azucares
reductores y se expresan en azlcares reductores residuales (g/L). Al analizar el
comportamiento de la figura 33y los datos de la tabla 8, se observé que en todos los
sustratos quedaron cantidades significativas de azlcares reductores sin consumir por la
levadura Saccharomyces cerevisiae, asi; los medios P100, N100, N25P75, N50P50 y
N75P25 dejaron aproximadamente entre 5-20% de azUcares sin ser degradados por el
microorganismo, este comportamiento  se atribuye a: al tiempo de fermentacion
empleado (18 horas ), por lo que se considera aumentar a 24 horas para asi promover
todo el consumo de estos azlcares y aumentar la produccion de proteina SPC; a la
existencia de azlcares dentro de la composicion de los sustratos que no pueden ser
metabolizados por la levadura provenientes de la hidrolisis de la celulosa y hemicelulosa,
tal como lo analiza Chander, et al.(2011) .
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Figura 33. Contenido de azlcares reductores residuales en g/L.
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Al evaluar la produccién de biomasa ( tabla 8, figura 34), en los cinco sustratos, se
observo al final de la fermentacion una alta produccion de biomasa en P100 y N75P25
en N100 se observo la menor produccion de biomasa, estos resultados son proporcionales
a los observados en la tabla 8 y gréfica 35, en donde en P100 registra los mayores
conteos celulares y el menor registro es para N100.
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Figura 34. Contenido de biomasa (g/l).

Los resultados para P100 son satisfactorios ya que indica que la levadura se acoplo
mejor  este medio indicando que los residuos de papa hidrolizados previamente es un
excelente sustrato para el crecimiento de la levadura Saccharomyces cerevisiae. Para
N100, el crecimiento celular es el méas bajo, este comportamiento viene condicionado por
el contenido de azucares reductores obtenidos desde la hidrdlisis quimica por las razones
ya expuestas pero ademas en la produccion de biomasa  en sustratos derivados de
cascara de naranja, la biomasa obtenida puede ser baja debido a la no eliminacién de
sustancias inhibidoras como el limoneno, componente mayoritario del aceite de las
cascara de naranja, ya que presenta actividad antimicrobiana, tal como lo expone Patrik,
et al. (2012); posiblemente la levadura Saccharomyces Cerevisiae es susceptible a esta
sustancia, ya que no se elimin6 la grasa del residuo pudiendo afectar el crecimiento
durante la fermentacidn, si se tiene en cuenta que en la caracterizacion de la materia

prima, el porcentaje de grasa como extracto etéreo fue de 0,902 %.
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La biomasa para la combinacion porcentual N75P25 presentd un alto valor al igual que
el conteo celular, comportamiento que no era el esperado de acuerdo a la prueba de
Tukey; se deduce entonces que la levadura debié consumir hasta agotar todos los
azucares reductores existentes en el medio de fermentacion principalmente los
provenientes de la hidrdlisis de almidon, promoviendo el aumento celular. Para las
combinaciones N25P75 y N50P50, los resultados de biomasa y conteo celular son
concordantes indicando ser medios aptos para el crecimiento de la levadura. Aungue
los resultados de conteo celular y biomasa, se consideran satisfactorios (excepto para
N100), se concluye que el tiempo de fermentacion (18 h), no fue suficiente para obtener
mejores resultados, algunos autores como Chalon, et al. (2013), recomiendan un tiempo
de 24 horas para obtener un peso seco ( g/L) de levadura saccharomyces cerevisiae de
1.23 g/L a partir de residuos de alimentos , 1.68 g/L. en medios rico en glucosay en
medios de melaza 1.42 g/L. Un analisis adicional de la figura 35, indica que el
crecimiento celular fue constante en las seis primeras horas de fermentacion,
relacionando este comportamiento con la fase de adaptacion del microorganismo, después
de este tiempo se observa un incremento en el nimero de células de levadura, lo que
indica el comienzo de la fase Log o de crecimiento exponencial que se prolonga hasta la
hora 18, también se observa que no hay declive de las curvas de crecimiento, asumiendo
que el crecimiento de la levadura durante el tiempo total de fermentacion (18 horas) aun

prosigue en la fase Log.
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Figura 35: Conteo de células de levadura (nimero de células/ml). Fuente: autor del proyecto.

4.4 CONTENIDO PROTEINA UNICELULAR (SCP)

Las tablas 8-9 vy la figura 36 se observan los resultados para el contenido de proteina
unicelular (SPC) en mg/ml a partir del método de Bradford. De acuerdo al comportamiento
de la grafica 9, se observa una produccion progresiva del contenido de proteina en los
sustratos que tienen residuos de papa (P100, N25P75, N50P50, N75P25), este
comportamiento no se observa para N100. Si se hace una comparacion entre las figuras

33, 34, 35 se observa que la produccion de proteina guarda relacion proporcional.

86




12,0000

10,0000

8,0000
g 6,0000
E r
[1-]
£
%]
§ 4,0000 ‘
= //é

2,0000 /X

0,0000 _

? 4 ¢ 8 10 112 14 16 18 20
-2,0000 L
Tiempo (h)
—4—P100 =f=N100 =—fe=N25P75 ==—===N50P50 =t=N75P25

Figura 36. Contenido de proteina unicelular (SPC) en mg/ml. Fuente: autor del proyecto.

El andlisis estadistico (tabla 10), confirma lo expuesto anteriormente, al hacer el analisis
ANOVA, se observa que hay diferencia significativa entre naranja y papa (N100 Y
P100), pero en la combinaciones porcentuales no hay diferencias significativas (N25P75,
N50P50, N75P25), para un valor P =0.000 a un nivel de significancia del 5% ( n=3);
en otros términos, estos sustratos producen la misma cantidad de proteina a excepcion de
N100, esto conlleva a confirma la hip6tesis Ha: ” La produccion de proteina unicelular,
SCP, (mg/ml) obtenida a partir del crecimiento de la levadura Saccharomyces Cerevisiae
sobre los sustratos fermentables de los residuos de naranja (Citrus sinensis L var
valencia), papa (Solanum tuberosum) variedad Diacol Capiro (R-12) y |las
combinaciones porcentuales de estos, difieren entre si  (presentan diferencias

significativas), o por lo menos una de ellas difiere de las demas”.

Los resultados de la prueba de Tukey de la tabla 11 (valores marcados con asterisco

indican pares de medias que son significativamente diferentes), indic6  que el

crecimiento de levadura sobre sustrato N100 produce una cantidad de proteina unicelular

diferente comparada con los sustratos P100, N25P75, N50P50 y N75P25. Cuando la
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levadura crece sobre sustratos P100, N25P75, N50P50 y N75P25, la cantidad de proteina
unicelular no difiere significativamente, es decir, estos sustratos pueden producir la misma
cantidad de proteina a las condiciones del experimento. Por lo tanto, se determina que
los mejores sustratos para la produccién de proteina unicelular SPC a partir de residuos
de residuos de céscaras de naranja (Citrus sinensis L var valencia) y papa (Solanum
tuberosum) variedad Diacol Capiro (R-12) es cuando se toma residuos de papa al 100%
(P100) y combinaciones porcentuales de N25P75, N50P50 y N75P25, pero a la luz de
los resultados obtenidos, se considera a P100 como el mejor sustrato para el crecimiento y

adaptacion de la levadura y para la produccion de SPC.

Para futuras investigaciones con residuos de cascara de naranjay papa, se recomienda
verificar la hidrdlisis completa de los polisacaridos, ya que cuando se inocula sustratos
ricos en sustancias de celulosa y almidén, la produccion de proteina puede ser bajo,
debido a la carencia de enzimas como celulasas y amilasas por parte de la levadura
Sacharomyces cerevisiae, que le ayuden a hidrolizar estos polisacaridos vy asi favorecer
su crecimiento, este hecho lo expone Gélinas, et al. (2007), quien obtuvo un 42% de
proteina en 8.3 horas de fermentacion en un medio de glucosa, pero cuando en las
mismas condiciones fermentd residuos de papa ricos en almidén y celulosa, la

produccién de proteina baj6 considerablemente 8.7%.

Es importante, en este apartado del trabajo, decir que existen diferentes metodologias que
pueden utilizarse para la cuantificacion de los proteinas, tal como lo expone Silverico, et
al.(2012): existen métodos espectroscopicos (para determinar aminodcidos aromatico
como triptéfano, tirosina y fenilalanina porque absorben la luz en el ultravioleta a 275-280
nm;  métodos quimicos por ejemplo el método de Kjeldahl, el cual se basa en la
determinacion del total contenido de nitr6geno y los métodos colorimétrico (basado en la
reaccion entre algunos grupos funcionales de las proteinas y reactivos cromogénicos que
producen complejos de color). Entre estas metodologias, el método colorimétrico propuesto
por Bradford, es el mas actualmente utilizado para la cuantificacion de proteinas, debido a

su sensibilidad, rapidez y sencillez. Este ensayo implica la union del colorante azul de
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Coomassie G-250 y los enlaces peptidicos de las proteinas. En la practica, una solucion
acida de Coomassie se afiade a una solucion de proteina, y la absorbancia de la mezcla
resultante se mide a 595 nm y se comparé con la absorbancia de la solucién colorante libre

(sin proteina).

De acuerdo a la literatura consultada, no se encontr6 resultados de investigaciones
semejantes para  presentar una comparacion de resultados, esto debido a que las
investigaciones sobre el tema de este trabajo, la determinacion de proteina se realiza, en la
mayoria de los casos por el método de Kjeldahl, el cual expresa su resultado en porcentaje
(%) y no en mg/ml. En esta investigacion se selecciond trabajar el método colorimétrico
de Bradford, debido a que este método se ha aplicado en diferentes areas en estudios
ambientales y alimentario, composicion de proteinas, en la investigacion médica y en
otras aplicaciones, el cual presentan ventajas tales como una buena selectividad,
estabilidad del reactivo, y lineal Gtil rango dinamico, tal como lo expone Oseas Da Silva,
et al. (2006). Los resultados de la investigacion de este autor, conllevan a realizar una
comparacion de los resultados obtenidos en este trabajo, al decir que los resultados de la
tabla 5 para proteina (mg/ml), son superiores ( incluso N100) a los obtenidos al estudiar

el contenido de proteina en semillas de leguminosas, tal como se observa en la figura 37.

Resultados Obtenidos sistema de flujo propuesto y procedimiento Bach (método original de
Bradford) para muestras diferentes (n=3)

Muestra Concentracion de Proteina
sistema de flujo (mg/ml) procedimiento Bach (mg/ml)
Senna alexandrina leaves 1.8+0.1 1,9+0.1
castafio de indias en polvo 2.24+0.05 2.24+0.07
Plasma sanguineo humano 4311 45+1

Figura 37. Contenido de proteina (mg/ml) obtenida por el método de Bradford, segin Oseas, et al., (2006).
Mechanization of the Bradford Reaction for the spectrophotometric Mechanization of the Bradford Reaction
for the spectrophotometric. Analytical Biochemistry, 351, 155-157..
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El método de Bradford se selecciond en esta investigacion, por su alta sensibilidad,
rapidez y sencillez pero también porque cuantifica el nimero de enlaces peptidico; éste
método, por ser espectrofotométrico, cuantifica las transiciones electrénicas del enlace
peptidico y transiciones electrénicas del complejo de cobre / uniones peptidica, dando asi
una medida directa del namero de uniones de aminoacidos y un valor real del contenido de
proteina de la muestra, Kamizake, et al.( 2003), en esta misma investigacion, en estudios
con leche en entera en polvo y leche descremada en polvo, se determind el contenido de
proteinas totales mediante este método dando resultados similares pero mas precisos al
compararlos por el método Kjeldahl, pero argumentaron que al emplear el método de
Bradford se evita las desventajas que presenta el método oficial. Para estos mismos
autores el método de Kjeldahl, presenta dos principales desventajas al empelar largos
periodos de tiempo para su desarrollo y la necesidad de llevar a cabo dos analisis para
determinar la diferencia entre el nitrégeno no proteico (NPN) y la proteina total ( nitrégeno
total, TPN).

4.5 PARAMETROS CINETICOS

De acuerdo a los resultados de la tabla 12, se obtuvieron los valores promedios de
velocidad especifica (ux ht) de los cinco tratamientos de forma independiente.
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Figura 38. Velocidad de crecimiento microbiano. Fuente: autor del proyecto.

En la gréfica 38, se presenta el comportamiento del namero de células de
saccharomyces Cerevisiae en las 18 horas de fermentacion. Latabla 12y grafica 38,
indica que P100 proporciona una velocidad en promedio de 0,48 siendo el valor més
bajo frente a los demas tratamientos, resultado que no es el esperado, ya que aqui se
debié obtener una velocidad especifica superior de acuerdo a los resultados de
fermentacion ya analizados, mientras que los demas tratamientos presentaron velocidades

semejantes; estos valores guardan similitud a los presentados por Kasavi, et al. (2012),
en donde relaciona una velocidad especifica, x, (h) de 0.55 para varias cepas de

levadura sobre un medio de glucosa, peptona y extracto de levadura ( YDP), deduciendo
que estos sustratos ofrecen condiciones favorables de crecimiento; este mismo autor

compar6 la velocidad cuando la levadura Saccharomyces cerevisiae crece sobre piel de
papa dando una velocidad especifica, Lx (h™), de 0.74, valor muy superior al obtenido

en esta investigacion ( 0.48), valor que se atribuye a errores experimentales durante el
proceso de fermentacion y toma de datos. Pero otros autores han presentado en

investigaciones mas recientes velocidades de crecimiento especifico, pux (h-1), de 0.31

para la levadura en mencion en residuos de alimentos, Chalon, et al., (2013), lo que
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conduce a deducir que el valor obtenido en P100 es satisfactorio eliminando las variables

de ruido y errores humanos que pudieron influir en la toma de datos.

La factibilidad econdmica de algunos procesos biotecnoldgicos depende basicamente del
costo de la materia prima. En la préactica, la seleccién de un microorganismo con elevado
rendimiento de sustrato en biomasa favorece la productividad del proceso. Generalmente,
cuando el sustrato es el factor limitante del crecimiento, la cantidad de biomasa
producida es proporcional a la cantidad de fuente de carbono consumida (Fajardo, et al.

2007). En relacién al  rendimiento de biomas Y x/s, (g/g), los datos obtenidos en

rendimiento de biomasa en cada uno de los sustratos (N100, P100, N75P25, N50P50 Y
N25P75) que se presentan en la tabla 9, se observa claramente que el sustrato P100
presento el mejor rendimiento en comparacion que los demés. Por lo tanto, para este
cultivo, el rendimiento de biomasa a partir de sustrato se define como el valor que
representa la cantidad de biomasa producida por unidad de sustrato consumido, por lo
tanto, para P100, un gramo de este sustrato podria producir en promedio 0,23 gramo de
biomasa en 0.48 horas (28.8 minutos), confirmando para esta investigacion que el mejor
sustrato para la produccion de SPC es P100.
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5. CONCLUSIONES

Los residuos cascaras de naranja (Citrus sinensis L var valencia) y papa (Solanum
tuberosum) variedad Diacol Capiro (R-12) son sustratos potencialmente ricos en
metabolitos fermentables, ya que poseen un alto contenido de polisacaridos representados

en almidén y celulosa.

Los sustratos usados poseen una alta cantidad de polisacaridos en términos de almidon y
celulosa, la hidrolisis de estos aumenta el contenido de azucares reductores
convirtiéndoles en excelentes sustratos ricos en azlcares fermentables para procesos

biotecnoldgicos.

Para mayor aprovechamiento de los residuos de cascara de naranja, en una hidrélisis
quimica, se debe ajustar el tiempo del proceso, el cual se considera que no fue el
suficiente, lo que contribuyé a que los residuos N100 y N75P25, presentaran una baja

concentracion de azUcares reductores, frente a los demas tratamientos.

De acuerdo a los resultados de la hidrdlisis quimica, los mejores sustratos para la
produccion de azlcares reductores  son P100, N25P75 y N50P50, estos sustratos
tienen en comdn una alta cantidad de residuos de papa Diacol Capiro (R-12), lo que
significa que la hidrdlisis quimica aplicada fue efectiva para hidrolizar el almidon

presente en estos residuos.

De acuerdo a los resultados de la hidroélisis quimica, los sustratos N100 y N75P25 son los
sustratos que menos azucares reductores poseen (21,66 % y 23.49% respectivamente);
estos valores pueden ser superiores si se disefia un buen protocolo de hidrélisis de

celulosa, hemicelulosa y lignina.
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El tiempo de fermentacion aplicado no fue suficiente para el consumo total de los
azucares reductores presentes en los cada uno de los sustratos, esto afecto la produccion

de biomasa y crecimiento celular, los cuales pudieron ser mayores.

Los mayores resultados de biomasa y conteo celular se obtuvieron para los
tratamientos P100, N25P75, N50P50, N75P25. Para N100 este resultado fue menor,
atribuyéndose a la baja cantidad de azucares reductores y la posible existencia de
sustancias inhibidoras de crecimiento celular como el limoneno; si bien se tiene en
cuenta que a los residuos de céscara de naranja en fresco, no se les realizé inicialmente

la eliminacidn de este tipo de compuestos.

La produccién de proteina unicelular SPC guarda una relacion directa con el
contenido de azlcares reductores presentes al inicio de la fermentacion. En los sustratos
que tuvieron contenidos altos de azucares reductores (P100, N25P75, N50P50, N25P75),

el crecimiento celular fue alto y asi mismo la produccién de proteina.

El analisis de los parametros cinéticos afirma que el sustrato P100 es el mejor sustrato
para la produccion de SPC porque puede producir en promedio 0,23 gramo de biomasa
en 0.48 horas (28.8 minutos) y 9.8 mg/ml de proteina, frente a N25P75, N50P50, N25P75,

que aungue dieron resultados satisfactorios para la produccion de proteina, tuvieron un

coeficiente de Y x/s inferior.
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11. ANEXOS

ANEXO 1. FICHA TECNICA LEVADURA Saccharomyces Cerevisiae

PRODUCTO CONTENIDO EMBALAJE
levadura seca 500g 50
levadura seca 12x175¢ 144
levadura seca (display) 25x7g 1000
levadura seca 12.5 Kg 1

DEFINICION: Es un microorganismo vivo que es reproducido en forma industrial,
mediante un proceso de fermentacion.

COMPONENTES: Saccharomyces Cerevisiae y agua.

ASPECTO: Grénulos de color café.

PRESENTACION: sachet de 12.5Kg, 500 g, 1759y 7g

USO: Para productos de panaderia, bolleria y pizzas.

DOSIFICACION: Segln formulacion.

VENTAJAS:
* No necesita refrigeracion.
» Mayor tiempo de vida util.

CONSERVACION: En un lugar fresco y seco. Tiempo de vida 1 afio.

DILUCION: Agua a una temperatura de 30°C. Dejar reposar hasta que esponje

completamente.
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ANEXO 2. PROTOCOLOS DE LABORATORIO PARA LA CARACTERIZACION
MATERIA PRIMA

2.1 DETERMINACION DE HUMEDAD Y MATERIA SECA (AOAC, 1990)/
964.22.

Materiales: Crisoles o capsulas de porcelana: se deben desecar a 100°C x2h, tomar con
pinzas de crisol y registrar el peso vacio.

Procedimiento: Para la determinacién de la humedad se pesan aproximadamente 5.0 g de
muestra en una balanza de precision dentro de una capsula previamente tarada,
desecandose a 110°C en estufa, hasta alcanzar un peso constante. La pérdida de peso se
considerada como el contenido de humedad y el residuo desecado del alimento se considera
la materia seca. Los resultados obtenidos se expresan porcentualmente.

Caélculos:

%H = (gramos de agua)/b)*100

Donde b la masa (g) de la muestra tomada para el analisis
Gramos de agua= m(alimentos)inicial -m (alimentos)seco
Porcentaje de Materia Seca:

%MS = m (alimentos)seco*100/b

2.2 DETERMINACION DE GRASA (AOAC 1990/ 920.39)

Materiales
- Equipo de extraccion soxhlet
- N-hexano
- Papel filtro
- balanza
- horno

Procedimiento: Para la determinacién de grasa, por este método, se debe usar muestras
deshidratadas. El solvente orgéanico, por ebullicion, asciende a la parte superior del
extractor del equipo soxhlet. Alli se condensa por refrigeracién con agua y cae sobre la
muestra, regresando posteriormente al matraz por sifon, arrastrando consigo la grasa.

» Pesar el papel filtro, pesar 5 gramos de grasa, colocarlas en el papel filtro.
» Colocar la muestra en el extractor del equipo soxhlet.
> Enel balon agregar 250 ml de n-hexano, previamente se ha pesado.
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>
>
>

Calentar suavemente hasta 68-70°C

El solvente se evaporay luego se condensa y cae sobre la muestra

Cuando el extractor se llene de n-hexano, retronard al balén, es un primer ciclo o
sifon.

Realizar 4 ciclos, aproximadamente 4 horas.

Realizar una destilacion simple para separar el solvente de la grasa

Evaporar el residuo de n-hexano en estufa y pesar el baldn.

Calculos:

% grasa=_ peso del matraz _con grasa- peso del matraz vacio *100
Gramos de muestra

2.3 DETERMINACION DE ALMIDON METODO VON ASBOTH (Quintero, J.,
2008).

Materiales: Balones aforados de 125 ml, Estufas, Morteros, Probetas, Agitadores, VVasos
de precipitado de 100 ml, Buretas

Reactivos

Hidréxido de bario libre de carbonatos.
HCI 0.1 Valorado

Fenolftaleina

Etanol al 45%

Procedimiento

1.

~No

Preparar una solucion de hidréxido de bario asi: 0.05 M 60 ml en agua destilada
hervida y fria. Pesar el soluto a la mayor brevedad, para evitar contaminacion por
carbonatos. Pesar para 60 ml 0.945 gramos y diluirlos en 60 ml.

Tomar 25 ml de hidréxido de bario y valorarla con HCL 0.1N (verificado). Este
sera el volumen del blanco: tomar los 25 ml de hidroxido de bario en un vaso de
precipitado y adicionarles 5 gotas de fenolftaleina. en una bureta, colocar HCI 0.1
N, y titular gota a gota a hasta que desaparezca el color. Anotar le volumen de
acido gastado.

En un mortero pesar 1.5 gramos de muestra desengrasada , triturar con la adicion de
pequefias porciones sucesivas de agua hirviente hasta completar un volumen de 50
ml.

Calentar durante 30 minutos en un bafio Maria hirviente con agitacion intermitente
toda la solucion anterior.

Dejar enfriar, afiladir 25 ml de solucién valorada de hidroxido de bario y agitar
durante dos minutos.

Dejar en reposo 10 minutos hasta obtener sedimentacion,

Adicionar 50 ml etanol al 45% hasta para un volumen total 125 ml
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8. Si el liquido sobrenadante no es claro se debe filtrar con lana de vidrio contenida en
un tubo.

9. Tomar 25 ml de filtrado claro y titular el exceso de hidréxido de bario con &cido
clorhidrico 0.1 N y fenolftaleina como indicador; el volumen de &cido consumido
sera el volumen requerido para la muestra. Realizar céalculo para determinar el
porcentaje de almidon.

» CALCULOS
Calculo para determinar el porcentaje de almidon en la muestra analizada.

%Almiddon = (V Blanco — V Muestra) x N Acido x 401,16
M Muestra x 10

El resultado se da en gramos de almiddn por cada 100 gramos de residuo seco.
2.4 DETERMINACION DE CELULOSA (Mussatto et al. 2006).

Materiales:, Vasos de precipitado, Agitadores de vidrio, Probetas, Autoclave, Centrifuga,
pHmetro, bomba al vacio, estufa, balanza.

Reactivos
- H2S0O4concentrado
- NaOH al 2%

Procedimiento: Este procedimiento tiene como objetivo la liberacion de la celulosa del
material vegetal.

Hidrélisis acida:
» 100 mg de &cido/g de material seco; una relacion solido: liquido de 1:8 g:g,
» Prepara una solucion de H2SOgs asi:  para 5 gramos de muestra: 0.27 ml y llevarlos
40 ml de agua por muestra.
Tomar 5 grs de material vegetal deshidratado en polvo.
Agitar hasta total impregnacion
Colocar en autoclave por 120°C durante 17 minutos.
Centrifugar para separar el material sélido
Reservar el material sélido.

VVVVYY

Hidrélisis Basica:
» Adicionar sobre la muestra de la hidrolisis acida 100 ml de NaOH al 2%
> Agitar hasta total impregnacion
» Colocar en autoclave por 120°C durante 90 minutos.
» Elaborar filtros en lana de vidrio, desecarlos y pesarlos ( se prefiere filtros
tejido 100% poliéster).
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Filtrar en lana de vidrio en bomba al vacio

Tomar pH del sélido

Lavar con agua destilada hasta pH neutro.

Secar en estufa hasta 50°C hasta alcanzar 50% de humedad.
Determinar el contenido de celulosa por pérdida de peso.

VVVVYY

2.5 DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES POR EL METODO DE
DNS 3,5-ACIDO DINITROSALISILICO (Miller, G. 1959).

Reactivos
- 100 ml de solucion de hidréxido de calcio 5%.
- 1000 ml de agua destilada hirviendo
- 1.25¢grsde DNS
- 37.5grs de tartrato de sodio y potasio
- 2 gramos de NaOH vy disolverlos en 125 ml de agua destilada
- 100 ml Patrén de glucosa 1.0 g/L
- Muestras problema
- Papel milimetrado

Preparacion de reactivos:

Preparacion reactivo DNS (hacerlo en la oscuridad): Preparar una solucion de NaOH
(2 gramos de NaOH vy disolverlos en 125 ml de agua destilada) y adicionar 1.25 grs de
DNS + 37.5 grs de tartrato de sodio y potasio, disolver delicadamente hasta completa
disolucion.

En un balén aforado de 250 ml, verter lentamente y con agua destilada aforar hasta la
marca. Mezclar bien y envasar el reactivo en un frasco oscuro ambar. Marcar con el
nombre, fecha de elaboracion. Dejar almacenado en la oscuridad.

Preparacion patron de glucosa: En un balon aforado, preparar 100 ml de un patron de
glucosa 1g/L. Pesar la cantidad requerida y almacenar en refrigeracién, Marcar con el
nombre, fecha de elaboracion.
Procedimiento:

» Elaboracion de la curva patrén
A partir de la solucién de 1 g/L de glucosa se preparan 7 tubos con diferentes
concentraciones, tal como se indica en la tabla 1: Previamente se debe tener agua en

ebullicion para el bafio maria.

Se debe presentar de la siguiente forma:
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Tubo Abs 1 Abs 2 Promedio de Abs Concen:rauon e gl
(mg/L)
0 (blanco)
1...
De cada tuvo del
Volumen final .
ml de tomar: 2
tubo solucién de (Te]sg?:ga ;llr?:illeniB ml de DNS =
glucosa 1g/L Se recomienda 3
hacerlo por z%
duplicado o
£
0 1 ml +agitar €
(blanco) 0 10 10 1 ml completamente. X s
=
O (<]
" o [<5)
1 15 8.5 10 1 ml 1 ml +agitar S =
completamente. - S
e 2
i =
2 2 8 10 1 ml 1 ml +agitar o =
completamente. = . 2
© [<5)
5 | § | S
1 ml +agitar = IS IS
3 3 ! 10 1 ml completamente. o g S
.2 =3 S
i = £ i
4 5 5 10 1 ml 1 ml +agitar § | 8 | 2
completamente. = = 8
: T | % |2
5 7 3 10 1 mi 1 ml +agitar 8 | = | €
completamente. = ] 5
o < -
. o 3 2
6 8 2 10 1 ml 1 ml +agitar g |8 | g
completamente. = s @
%] (=)
. = < &
7 10 0 10 1 mi 1 ml +agitar E | E | B
completamente. S = o
= — (o)

Concentracion de glucosa (mg/L): Se debe calcular la concentracion de glucosa que
hay en los tubos 1 al 6, teniendo en cuenta que parte de 100 ml a 1g/L d glucosa, ademas
se debe tener en cuenta que los tubos del 1-6 se diluyen a 10 ml con agua destilada .

Una vez determinada la concentracion de glucosa en cada tubo, se debe graficar en Excel
usando el grafico de dispersion (' y la ecuacién de la recta) , los siguientes valores:
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tubo Concentracion de | Promedio de Abs
glucosa (mg/L)*
Ejey.
Eje X

La ecuacion generada es la que se usa para determinar la concentracion de azlcares
reductores en las muestras problema, asi:

Y = a*x+b
Donde:
Y= las absorbancias de la muestra problema.
a= pendiente de la recta, se obtiene de la recta (3,2255)
b= es el corte en el eje y, se obtiene de la recta (0,00209)
x=es la concentracidn de azUcares reductores e la muestra expresada en mg/L.
» Determinacion de azlcares reductores en la materia prima:
Preparacion de la muestra: Determinar el tamafio de la particula de la muestra.
En frascos limpios, secos y bien identificados pesar 100 grs de material deshidratado y
molido: N100%, P100%, N25P75, N50P50, N75P25, mezclar bien, tapar y almacenar

en un lugar fresco y libre de la luz.

Extraccidn de azucares: Alistar la siguiente secuencia de Erlenmeyers de 100 0 150 ml
y adicionar en cada uno de ellos 5 gramos de muestra:

Replica N100%, P100%, P100%, N25P75 N50P50, N75P25,
R1 5 gramos 5 gramos 5 gramos 5 gramos 5 gramos 5 gramos
R2 5 gramos 5 gramos 5 gramos 5 gramos 5 gramos 5 gramos
R3 5 gramos 5 gramos 5 gramos 5 gramos 5 gramos 5 gramos
R4 5 gramos 5 gramos 5 gramos 5 gramos 5 gramos 5 gramos

A cada uno de los Erlenmeyers
> (gregar a cada Erlenmeyer poco a poco agua destilada hirviendo. Agitar y
volver aadicionar agua hirviendo.
> Filtrar en tela
» Clarificar y purificar el filtrado: adicionar lentamente una solucion fresca de
Hidroxido de calcio hasta obtener un pH de 8-8.5.
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» Calentar aebullicién con suave y continla agitacion

» Dejar enfriar, sedimentar y filtrar al vacio. Al residuo final lavar con 10 ml de
agua destilada caliente.
> El filtrado obtenido de cada replica, se le determinard la cantidad de azlcares

reductores asi:

Recuerde que se debe realizar un blanco ( 1 ml de agua destilada + 1 ml de DNS) y se
somete a lo demas tratamientos.

< o
REcEgz| Tomardel ml de DNS
s Soos52 filtrado
PSS3°5
R1 1mi 1 ml +agitar
completamente.
R2 1mi 1 ml +agitar
completamente.
R3 1ml 1 ml +agitar
completamente.
R4 1ml 1 ml +agitar
completamente.

Tapar los tubos con papel aluminio. Calentamiento

a 100°C * 5 min+ bafio de hielo.

10 ml Agua destilada +agitar completamente.

Dejar en reposo 15 miny leer a 540 nm como

longitud de onda.

tacion de resultados: Presentarlos de la siguiente forma:
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ANEXO 3. PROTOCOLO HIDROLISIS QUIMICA
((Monsalve, et al., 2006 y Sun, et al., (2002)

Materiales

VVVVVYVYVYVYVYYVYY

Erlenmeyers 100 ml o 150 ml

Pipetas

Probeta 100 ml

Agitadores de vidrio

Autoclave

Centrifuga

Balanza

Vidrio reloj

Espatula

Vasos de vidrio 600 ml

Material de vidrio empleado en el protocolo de Azlcares Reductores por el método
del &cido 3,5- Dinitrosalisilico (DNS).

Reactivos

Solucion de NaOH al 0.1 N (2000ml o 2L)

Solucion de NaOH al 5 N (500 ml)

CaS04 (Sulfato de Calcio).

H,SOsal 5%y 20% (200 ml de cada uno)

Reactivos del protocolo de Azucares Reductores por el método del &cido 3,5-
Dinitrosalisilico (DNS).

Procedimiento: Se realiza mediante dos etapas:

1.

YV VYV

Etapa 1 : Eliminacién de lignina

» Tomar 5 grs de material vegetal deshidratado en polvo. Tomar pH.

» En un erlenmeyer sumergir totalmente la muestra con NaOH 0.1 N por 15
minutos (aproximadamente 97,5 ml de base por replica).

» Adicionar a cada muestra 0.816 grs de CaSO4 (Sulfato de Calcio). Disolver
hasta verificar que se disuelve. Dejar en reposo 3 horas.

» Separar en un embudo de decantacion, colocando lana de vidrio para evitar
que se tapone la salida del embudo. (No filtrar en papel filtro).

» Eliminar el liquido resultante, es la lignina separada.

> Recoger el solido y trabajar la etapa 2.

Etapa 2: Hidrolisis acida de la celulosa

Adicionar sobre el sélido la concentracion de acido correspondiente, de acuerdo a
la siguiente relacion:

Por cada 100 gramos de muestra adicionar 50 ml de &cido sulfarico (5%) :2.5 ml
por replica.

Colocar la muestra en la autoclave a 1 atm (15 Psi), 125°Cy 15 minutos.

Dejar enfriar

Centrifugar para separar el jarabe (sobrenadante o liquido).
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Tomar pH del jarabe.

Neutralizar al pH de la materia prima con NaOH 5 N.

Aplicar el protocolo para la determinacion de AzUcares Reductores por el método
del &cido 3,5- Dinitrosalicilico (DNS).

Se pueden dejar en refrigeracion a 8°C, para la posterior utilizacion.

Etapa 3: Hidrolisis del almidén

Tomar el precipitado del centrifugado de la etapa 2.

Preparar una solucion de acido sulfurico al 20%.

Adicionar a cada muestra la cantidad de acido hasta que el pH este entre 1.0-2.0
Levar a ebullicion a bafio Maria y con varilla de vidrio por 6 horas con agitacion
permanente.

Filtrar al vacio el hidrolizado del bagazo

Neutralizar con NaOH al 5N

Mezclar los filtrados (etapa 2).

Aplicar el protocolo para la determinacion de Azucares Reductores por el método
del &cido 3,5- Dinitrosalicilico (DNS).

Se pueden dejar en refrigeracion a 8°C, para la posterior utilizacion.
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ANEXO 4. CUANTIFICACION DE PROTEINAS SEGUN BRADFORD, (Miller,
G., 1976).

Para la cuantificacion de proteina se opté por unensayo de alta sensibilidad como lo es
el método de Bradford utilizando BSA (albumina sérica Bovina) como patron.
Preparando un stock de una concentracion de 1 mg/ml

Materiales: Pipetas, Probeta de 500 ml, Balon aforado de 10 ml, Agitadores de vidrio
Pipeteadores, Vasos de precipitado, Vidrios reloj, Espatulas.

El material de vidrio antes y después debe lavarse asi:
1. Lavar con poco jabon
2. Enjuagar con abundante agua hasta que no halla residuos de jabon
3. Dejar en agua tibia por espacio de 10 minutos
4. Enjuagar nuevamente con abundante agua
5. Especialmente los tubos de ensayo Yy las celdas de cuarzo: enjuagar con etanol puro
hasta que el color desaparezca y luego con abundante agua.
Reactivos:
Etanol al 95%
H3PO4 al 85% (d=1.685 g/ml)
Buffers fosfatos a pH 4.5-5.
Patron de BSA 1 mg/ml

Preparacion de Reactivos:
Etanol al 95%: clvl=c2v2
H3PO4 al 85%: (d= 1.685 g/ml) 85 mly llevarlos hasta 100 ml con agua destilada

Preparacion de Buffers fosfato:

Pesar 13.60 g de KH2PO4 por litro (0.1). Pesar 17.42 de K2HPO4 g por litro, este
ultimo se puede reemplazar por Na2HPO4, hacer los céalculo relacionando la cantidad de
moléculas de agua del reactivo.

De cada buffer se requiere preparar 200 ml. Tomar pH de cada uno vy registrarlo en la
botella.

Tomar 160 mlde KH2PO4 e ir adicionando K2HPO4 hasta el pH solicitado. pH 4.5-5.0

Reactivo de Bradford: Muy importante no confundir el azul de Coomasie G-250 con el
Coomasie R-250).

Pesar 35 mg (0.035 grs) de azul de coomassie G-250 y disolverlos en 17.5 ml de etanol
al 95%. Posteriormente adicionar 35 ml de HsPO4 al 85% Yy completar con agua destilada
hasta 350 ml. Filtrar dos veces por papel filtro y guardar en frasco oscuro (dmbar) a 4°C.

Patron de BSA 1 mg/ml: en un balon aforado prepara de 10 ml: Disolver 10 mg de
albimina bovina en 10 ml de agua destilada, con lo que tenemos una disolucién madre con
una Concentracion de 1 mg/ml.
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Procedimiento Curva Patrén:

B Patrén BSA (ml) ?nlqjlf)fer fosfato (Rniii)ctivo Bradford
Blanco 3,00 2.00
4+
Tubo 1 0.10 2.90 2.00 é
Tubo 2 0,50 2,50 2.00 g
<
Tubo 3 1,00 2,00 2.00 g
-
Tubo 4 1,50 1,50 2.00 @
Tubo 5 2,00 1,00 2.00 'E
Tubo 6 2.50 0,50 2.00 g
e
Tubo 7 3,00 0,00 2.00 £
O m

Notas importantes:

Si las absorbancias son mayores de 2, realizar las diluciones del patron. Agitar
suavemente para evitar la formacion de espuma asi: cologue papel aluminio (no corchos
porque absorben el colorante) e invierta suavemente el tubo, esto en todos las adiciones de
la tabla. La formacion de espuma impide la lectura de los tubos.

El color es estable entre 5-60 minutos. Se debe prender con tiempo el espectrofotometro.

Muestras Problema:
Adicionar a cada precipitado obtenido en el proceso de fermentacion 5 ml de buffer
fosfato pH 4.5 -5.0, agitar bien.

Extracto de Reactivo Bradford

W proteina (ml) (ml)

R1 2ml 3,00 _
5> 8

R2 2mi 3,00 58, 5E
SE8Ew
2= ©

R3 2ml 3,00 TESZ ‘;”u;

Registrar las absorbancias: Para una concentracion de proteinas de 0.1 mg/ml da valores
de absorbancias entre 0.4. Las absorbancias deben estar entre 0.15-0.5
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ANEXO 5. MATRIZ Y DATOS DEL EXPERIMENTO CARACTERIZACION

QUIMICA

Parametro
TRATAMIENTO | REPLICAS | ogpi page |*6H | %MS( | CELULOSA | ogrliotope aramesioo |G
humedad sjcs: S”;isna I(,ge/sliggggggos it (g/gramos de residuo pH gramos residuo ex,tracto
Seco) Seco) etéreo).
R1 74,0467 5,6438 | 24,9280 |11,6440 17,1892 4,5000 | 0,5349 2,3200
R2 74,1800 5,2285 | 24,9200 |10,7560 22,9675 4,5000 | 1,2035 1,2600
N100 R3 74,6333 5,7424 | 24,3956 |12,0200 20,2506 4,5000 | 1,0698 1,7800
R4 74,2533 6,3180 | 24,6622 |12,1200 16,6988 4,5000 | 0,8023 0,9200
R1 81,7867 2,2969 | 17,9743 |1,2967 0,3070 5,6000 | 59,1042 0,4400
R2 83,2600 1,6129 |16,5857 |1,0100 0,8791 5,6000 | 58,8368 1,3600
P100 R3 81,2600 2,1878 | 18,5057 |1,7514 0,9586 5,6000 | 61,5112 0,6400
R4 82,6067 1,8398 |17,2333 |1,7171 0,8835 5,6000 | 60,9763 0,6800
R1 78,9800 1,8649 |20,7400 |5,9120 8,4157 5,1000 | 44,3282 0,8000
R2 78,9800 1,5858 |20,8200 |3,9182 5,7783 5,1000 | 44,1276 0,1400
N25P 75 R3 80,3700 1,4162 |19,4314 |3,2700 5,0096 5,1000 | 46,1334 1,2000
R4 79,5800 1,6650 |20,2160 |2,4240 5,5928 5,1000 | 45,7322 1,0600
R1 76,3867 1,5528 |23,4300 |9,4143 7,1036 4,8000 | 29,5521 0,9200
R2 76,7800 1,3494 | 23,0633 | 10,3800 7,5410 4,8000 | 29,4184 1,2600
N50PS0 R3 76,5667 1,5249 |23,2100 |9,0067 4,6386 4,8000 | 30,7556 1,0600
R4 75,8467 1,6561 |23,9533 |9,3800 6,8054 4,8000 | 30,4882 1,6800
R1 72,4467 2,1824 | 27,1800 |10,9480 14,9627 4,6000 | 14,7761 0,6400
R2 73,3733 1,9887 |26,2660 | 11,5480 18,0970 4,6000 | 14,7092 0,9800
N7oP25 R3 72,4467 2,1824 | 27,1775 | 11,2520 15,7777 4,6000 | 15,3778 0,7800
R4 73,3733 1,9887 |26,2560 |11,1160 18,6669 4,6000 | 15,2441 0,9800
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ANEXO 6. RESUMEN ESTADISTICO CARACTARIZACION QUIMICA

Resumen estadistico de las propiedades de la cascara de naranja (N100) utilizada en el experimento

% de humedad |% de % de % de
S lE en base numeded materia ((’)/;|(le?0$& aatear Bl [Feteelinaly ;Ar’a(iz
hdmeda en base seca |seca reductora
Media 74,278 5,733 24,726 11,635 19,277 4,510,90262 1,5700
Mediana 74,217 5,693 24,791 11,832 18,720 0,9360 1,5200
Moda 74,0472 5,2292 24,396° 10,7562 16,6992 * *
Desv. tip. 0,252 0,449 0,253 ,621 2,920 0,2965 0,6124
\C/:ér(ijgcién 0,338 7,831 1.022 5.335 15.146 32,849 39,006
Asimetria 1,311 0,521 -0,869 -1,416 0,669 -0,481 0,368
Curtosis 2,172 1,420 -1,207 1,633 -2,049 -1,701 |-1,508

a. Existen varias modas. Se mostrara el menor de los valores.
*  No registra moda.

Resumen estadistico de las propiedades de la cascara de papa (P100)utilizada en el experimento

% de humedad [% de humedad|% de % de azlcar
Estadistico % de celulosa pH|%de almiddn|% de grasa
en base himeda|en base seca (materia seca reductora
Media 82,228 1,984 17,575 1,444 0,757 5,6(60,107 0,780
Mediana 82,197 2,014 17,604 1,507 0,881 5,6(60.040 0,666
Moda 81,26° 1,6132 16,5857¢  |1,010? 0,3072 5,6* *
Desv. tip. 0,883 0,315 0,841 0,355 0,302 0,0{1,3349 0,4006
C. de variacion  |1,074 15,881 4,784 24,623 39,922 0,0|2,221 51,359
Asimetria 0,153 -0,326 -0,153 -0,524 -1,911 0,103 1,576
Curtosis -2,158 -3,116 -1,850 -2,979 3,737 -5,027 2,928

a. Existen varias modas. Se mostrara el menor de los valores.
*  No registra moda.
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Resumen estadistico de las propiedades de la mezcla de cascara de naranja al 25% y cascara de papa al 75%
(N25P75) utilizada en el experimento

0,

A0S [T % de humedad|% de % de % de azucar
Estadistico en base pH  [%de almidén|% de grasa

. en base seca |materia seca|celulosa |reductora

himeda
Media 79,477 1,633 20,302 3,881 6,199 5,100 |45,080 0,800
Mediana 79,280 1,625 20,478 3,5% 5,685 5,100 |45,030 0,930
Moda 78,980 1,4162 19,4312 2,4242 5,0092 51 * *
Desv. tip. 0659 ,1863 0,639 1,486 1,514 0,0 (1,001 0,4501
C. d variacién |0.828 11.404 3.148 38,829 |24.420 0.0 (2,220 56,263
Asimetria 1,086 0,229 -1,116 1,028 1,713 0,103 -1,321
Curtosis -0,103 0,657 0,144 1,316 3,209 -5,027 1,500

a. Existen varias modas. Se mostrara el menor de los valores.
*  No registra moda.

Resumen estadistico de las propiedades de la mezcla de cascara de naranja al 50% y cascara de papa al 50%

(N50P50) utilizada en el experimento

% de humedad [% de % de o .
Estadistico en base AR EETE ((’:/;I(Ljflaos a f’e:z:::ar pH (zﬁ)r(ljﬁd on % de grasa
himeda en base seca | seca
Media 76,395 1,521 23,414 9,545 6,522 4,8 130,053 1,230
Mediana 76,477 1,539 23,320 9,397 6,955 4,8 (30,020 1,160
Moda 75,8472 1,3492 23,0632 9,0072 4,639° 48 * *
Desv. tip. 0,399 0,127 0,389 0,586 1,292 0,0 |0,667 0,330
C. de variacion |0.522 8.378 1.675 6.143 19.802 2,219 26,829
Asimetria -1,075 -,813 1,183 1,385 -1,673 0.0 /0,102 1,039
Curtosis 1,342 1,654 1,147 2,598 3,015 -5,280 0,708

a. Existen varias modas. Se mostrara el menor de los valores.
*  No registra moda.
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Resumen estadistico de las propiedades de la mezcla de cascara de naranja al 75% y cascara de papa al 25% (N75P25) utilizada en el

experimento

% de humedad % de humedad  |% de materia  |% de % de azlcar
Estadistico pH |%de almidon  |% de grasa
en base himeda en base seca seca celulosa | reductora
Media 72,910 2,086 26,719 11,216 16,8764 4,6 15,026 0,845
Mediana 72,910 2,086 26,722 11,184 16,937 15,0101 0,880
Moda 72,44772 1,9892 26,256° 10,948%  |14,963? * *
Desv. tip. 0,535 0,112 0,529 0,254 1,7867 0,333 0,166
C. de variacion 0.734 5.684 1.983 2.263 10.580 2,216 19,645
Asimetria 0,000 0,000 0,000 0668 -0,090 0,102 -0,578
Curtosis -6,000 -6,000 -5,998 0,472 -4,527 -5,027 -2,761
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ANEXO 7. CURVA PATRON DE GLUCOSA PARA LA DETERMIANCION DE
AZUCARES REDUCTORES (METODO DNS) ANTES DE LA HIDROLISIS

QUIMICA

Curva utilizada para conocer la concentracion de azucares reductores obtenidos en la
hidrélisis de las combinaciones N100, P100, N25P75, N50P50, N75P25.

Tabla. Datos absorbancias de glucosa. Promedio

tres réplicas.

Concentracion de | Absorbancia (540 nm)
glucosa (mg/L)
0,0000 0,0000
0,0253
0,0150
0,0336
0,0200
0,0543
0,0300
0,1098
0,0500
0,1780
0,0700
0,2025
0,0800
0,2809
0,1000
0,1200
y=0,332x+0,0102
R?=0,9924
0,1000 | L4
€ 0,0800 |
(=1
Ty}
=
1]
'S 0,0600 |
e
1]
<
2
a 0,0400 |
-]
0,0200 |
v
0,0000 *
0,0000 0,0500 0,1000 0,1500 0,2500 0,3000

concentracion mg/L

Figura. Curva patron de glucosa y ecuacion lineal.
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ANEXO 8. MATRIZ Y DATOS DEL EXPERIMENTO HIDROLISIS QUIMICA

AZUCARES
REDUCTORES
TRATAMIENTO | REPLICAS (g/gramos de
residuo seco)
R1 19,0030
R2 21,1175
N100
R3 22,3012
R4 24,2440
R1 70,7048
R2 47,4458
P100
R3 53,6084
R4 97,2771
R1 34,9217
R2 46,5181
N25P75
R3 58,7771
R4
R1 62,4880
R2 36,1807
N50P50
R3 49,3012
R4 80,1807
R1 23,5042
R2 24,7235
N75P25
R3 22,2651
R4
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ANEXO 9. ESTUDIO ESTADISTICO HIDROLISIS QUIMICA

ANALISIS EXPLORATORIO AZUCAR REDUACTOR DESPUES DE LA
HIDROLISIS

Grafica de probabilidad de azucar reductor después de la hidrélisis
Normal - 95% de IC

99

Media 44,14
Desv.Est. 22,98
95
AD 0,617

otk ValorP 0,092

80
704
60
50
40

%

T T T T T T T
-50 -25 0 25 50 75 100 125
azucar reductor (gr/100 gr de residuo seco)

Descriptivos

Estadistico
Media 44,142
. Limite inferior 32,715
Intervalo de confianza para la
media al 95% — -
Limite superior 55,569
Mediana 41,349
C. de variacion 52,055
. i Desv. tip. 22,979
% de azUcar reductor después
de la hidrolisis —
Minimo 19,003
Maximo 97,277
Rango 78,274
Amplitud intercuartil 36,501
Asimetria 0,827
Curtosis -0,019
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Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico Gl Sig. Estadistico al Sig.

% de azUcar reduactor ,190 18 ,086 ,901 18 ,060

(hidrdlisis)

a. Correccion de la significacion de Lilliefors

Descriptivos
% de azucar reduactor (hidrolisis)
Intervalo de confianza para la media al
95%
N Media Desviacion tipica |  Error tipico Limite inferior Limite superior Minimo Méximo

N100 4 21,666425 2,1940817 1,0970409 18,175151 25,157699 19,0030 24,2440
P100 4 67,259025 22,2999375 11,1499688 31,774848 102,743202 47,4458 97,2771
N25P75 3 46,738967 11,9292336 6,8873462 17,105108 76,372826 34,9217 58,7771
N50P50 4 57,037650 18,7986888 9,3993444 27,124741 86,950559 36,1807 80,1807
N75P25 3 23,497600 1,2292133 ,7096866 20,444065 26,551135 22,2651 24,7235
Total 18 44,142339 22,9786368 5,4161166 32,715332 55,569346 19,0030 97,2771

Prueba de homogeneidad de varianzas

% de azucar reduactor (hidrdlisis)

Estadistico de
Levene

gll

gl2

Sig.

3,529

,037
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ANOVA

% de azucar reduactor (hidrolisis)

Suma de

cuadrados al Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 6122,191 4 1530,548 6,971 ,003
Intra-grupos 2854,111 13 219,547
Total 8976,302 17

% de azucar reductor (hidrolisis)

Comparaciones multiples

HSD de Tukey
Intervalo de confianza
al 95%
(1) Materia prima (J) Materia prima Diferencia de Limite Limite
(Naranja y Papa) (Naranja y Papa) medias (I-J) | Error tipico | Sig. | inferior | superior
N100 P100 -45,5926000"| 10,4772847] ,006|-78,582218(-12,602982
N25P75 -25,0725417| 11,3167609| ,234|-60,705402| 10,560318
N50P50 -35,3712250"| 10,4772847] ,033|-68,360843| -2,381607
N75P25 -1,8311750| 11,3167609| 1,000]-37,464035| 33,801685
P100 N100 45,5926000° 10,4772847| ,006| 12,602982| 78,582218
N25P75 20,5200583| 11,3167609| ,407(-15,112802| 56,152918
N50P50 10,2213750| 10,4772847| ,861|-22,768243| 43,210993
N75P25 43,7614250" 11,3167609| ,014| 8,128565| 79,394285
N25P75 N100 25,0725417] 11,3167609| ,234(-10,560318| 60,705402
P100 -20,5200583| 11,3167609| ,407|-56,152918| 15,112802
N50P50 -10,2986833| 11,3167609| ,888|-45,931543| 25,334177

122




N75P25 23,2413667| 12,0981263| ,354(-14,851763| 61,334496
N50P50 N100 35,37122507| 10,4772847 ,033| 2,381607| 68,360843
P100 -10,2213750| 10,4772847| ,861|-43,210993| 22,768243
N25P75 10,2986833| 11,3167609| ,888|-25,334177| 45,931543
N75P25 33,5400500] 11,3167609] ,069| -2,092810| 69,172910
N75P25 N100 1,8311750| 11,3167609| 1,000]-33,801685| 37,464035
P100 -43,76142507| 11,3167609| ,014-79,394285| -8,128565
N25P75 -23,2413667| 12,0981263| ,354|-61,334496| 14,851763
N50P50 -33,5400500] 11,3167609| ,069]-69,172910( 2,092810

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

70,0000

60,0000

50,0000

40,0000

30,0000

Media de % de azicar reduactor (hidrolisis)

20,0000

T
N100

T T
P100 N25P75

T
N50P50

Materia prima (Naranja y Papa)
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ANEXO 10. CURVA PATRON DE GLUCOSA PARA LA DETERMINACION DE
AZUCARES REDUCTORES ( METODO DNS) DESPUES DE LA HIDROLISIS
QUIMICA

Curva utilizada para conocer la concentracion de azucares reductores residuales
obtenidos en la fermentacién de las combinaciones N100, P100, N25P75, N50P50,
N75P25.

Tabla. Datos absorbancias de glucosa. Promedio tres réplicas.

Concentracion | Absorbancia

(mg/L) a 540 nm

0,0100 0,0109

0,0300 0,0380

0,0500 0,0701

0,0700 0,0940

0,0800 0,1130

0,1000 0,1449

0,16

0,14 -
€ 0,12 -
= y = 1,4783x- 0,0053
< 01 - R2=0,9977
E 0,08 -
c
S8 0,06 -
2
20,04 -

0,02 -

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Concentrarcion mg/L

Figura. Curva patrdn de glucosa y ecuacion lineal.
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ANEXO 11. CURVA PATRON DE ALBUMINA SERICA BOVINA (BSA) PARA
LA DETERMINACION DE PROTEINA UNICELULAR SCP
(METODO BRADFORD 1976)

Tabla. Datos absorbancias de glucosa. Promedio tres réplicas.

Concentracion | Absorbancias
mg/ml 595 nm
0,01 0,6094
0,05 0,7479
0,10 0,7893
0,15 0,8150
0,20 0,8424
0,25 0,8718
0,30 0,8928
1,0000 -+
g 0,9000 -
'_ﬁ 0,8000
% 0,7000
0,6000 - .
.E 0,5000 v—D,Sz?_llx+D,?266
- 0,4000 - R<=0,9912
= 0,3000
2 0,2000
< (,1000 -
0,0000 - T I T ]
0,00 0,10 0,20 0,30 0,40
Concnetracion mg/ml

Figura. Curva patrén de albimina sérica bovina (BSA) 1 mg/mly ecuacion lineal.
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ANEXO 12. MATRIZ Y DATOS DEL EXPERIMENTO PARA LA CANTIDAD DE
PROTEINA UNICELULAR, SCP (mg/ml)

Tiempo (h) P100 N100 N25P75 N50P50 N75P25
3 R1 0,0338 0,0369 0,0108 0,0231 0,0508
R2 0,0554 0,0185 0,0262 0,0077 0,0862
R3 0,0169 0,0292 0,0323 0,0308 0,0215
6 R1 0,0323 0,0554 0,1554 0,1492 0,0323
R2 0,0215 0,0062 0,1062 0,0554 0,0907
R3 0,0938 0,0400 0,0892 0,0877 0,0615
9 R1 0,1569 0,0123 0,1985 0,1385 0,1138
R2 0,0815 0,0538 0,0862 0,1246 0,0123
R3 0,2292 0,0785 0,1354 0,1246 0,1354
12 R1 0,1862 0,0615 0,1431 0,1554 0,1031
R2 0,2200 0,0341 0,2185 0,2015 0,1046
R3 0,1908 0,0908 0,1323 0,1246 0,1462
15 R1 0,2295 0,1179 0,2747 0,2062 0,2000
R2 0,2813 0,0708 0,1462 0,1862 0,2108
R3 0,2031 0,0862 0,2352 0,2092 0,1108
18 R1 0,6006 0,0785 0,2723 0,1564 0,3215
R2 0,2295 0,0785 0,3492 0,1815 0,3538
R3 0,1962 0,1369 0,1385 0,3077 0,2600

126




ANEXO 13. ESTUDIO ESTADISTICO EXPERIMENTO PARA LA CANTIDAD
DE PROTEINA UNICELULAR, SCP; (mg/ml)

1. Se cumple la primera
condicion que el modelo sea
lineal: Para un modelo de un
solo factor con una variable,
se asume que existe una
relacion lineal entre la
variable de respuesta y la
covariable:

Las graficas muestran que
hay una tendencia lineal entre
el contenido de proteina y el
tiempo. R? 0,756. La proteina
obtenida es afectada por el
tiempo, a mayor tiempo
mayor cantidad de proteina
obtenida. A medida que

Proteina unicelular (mg/ml)

12,0000

10,0000

8,0000]

6,0000]

4,0000

2,0000

0,0000]

o
@ @

O o

R? Lineal = 0,756
® o

5 10 15 20

Tiempo (horas)

aumenta el tiempo aumenta el contenido de proteina. Por lo tanto se usa el andlisis de
covarianza para eliminar el efecto de tiempo sobre el contenido de proteina obtenida,
cuando se prueba las diferencias entre tratamientos en diferentes combinaciones.

Andlisis exploratorio.

2. La prueba de normalidad de datos:

cumple aproximadamente,

varianza.

lo que
permite seguir con el analisis

de

Grafico Q-Q normal de Proteina unicelular (mg/ml)

Normal esperado

127

T T T T T
4 6 8 10 12

o
o

Valor observado




3. Importancia de la covariable: al corree el experimento sin la covariable no se encuentran
diferencias entre los tratamiento, es sumamente necesario el tiempo como covariable. El
tiempo interactia con la produccién de proteina. Al eliminar el tiempo, oculta las
diferencias significativas, es decir que en todos los tratamientos, el contenido de proteina
es el mismo. Se rechaza (0,284) que son iguales.

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente:Proteina unicelular (mg/ml)

Suma de
Origen cuadrados tipo Il gl Media cuadréatica F Sig.
Modelo corregido 49,5792 4 12,395 1,282 ,284
Interseccion 1034,265 1 1034,265 106,951 ,000
trat 49,579 4 12,395 1,282 ,284
Error 821,988 85 9,670
Total 1905,831 90
Total corregida 871,567 89

a. R cuadrado =,057 (R cuadrado corregida = ,013)

4. Cuando se tiene en cuenta el tiempo como covariable, se observa que si hay efecto

entre tratamiento vs el tiempo, el R? sube a 0,813.

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente:Proteina unicelular (mg/ml)

Suma de
Origen cuadrados tipo Il gl Media cuadréatica F Sig.
Modelo corregido 708,6442 5 141,729 73,073 ,000
Interseccion 1034,265 1 1034,265 533,247 ,000
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xcentr 659,065 1 659,065 339,801 ,000
trat 49,579 4 12,395 6,390 ,000
Error 162,923 84 1,940

Total 1905,831 90

Total corregida 871,567 89

a. R cuadrado =,813 (R cuadrado corregida = ,802)

5. comparacién de medias: con el valor P (SIG en la tabla).hay diferencia entre naranjay
papa, en la combinaciones no hay diferencias significativas. En promedio se va obtener la
misma cantidad de proteina.

6. Para saber cual es el mejor sustrato para producir proteina se hace la prueba de Tukey:
Se desea probar que:

Ho= pi=pj : todas la medias de los tratamientos son iguales, no hay diferencia
significativa.

Ho= pi#y) : todas la medias de los tratamientos no son iguales, no hay diferencia
significativa o por lo menos una de las medias de los tratamientos es diferente.

Para tamafios de las muestras iguales, la prueba de Tukey declara que dos medias son
significativamente diferentes si el valor absoluto de sus diferencias muestrales exceden a:

Tq = qala, fIVMSE/n

Por lo tanto para el experimento:

Toos= (50 84)V1940/18
To o5 = 3,82V1,940/18

Promedio de
Tratamientos | los Diferencias de promedios?

tratamientos
Y1=N100 2,122806 Y1-Y2 -2,13 2,13 * Rech HO Diferencia significativa
Y2=P100 4,251978 Y1-Y3 -1,56 1,56* Rech HO Diferencia significativa
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Y3=N25P75 |3,686211 Y1-Y4 2,12 2,12* Rech HO Diferencia significativa

Y4= N50P50 | 3,049478 Y1-Y5 -1,72 1,72* Rech HO Diferencia significativa

Y5=N75P25 | 3,839328 Y2-Y3 0,57 0,57 No Rech HO Diferencia n.s
Y2-Y4 1,20 1,20 No Rech HO Diferencia n.s
Y2-Y5 0,41 0,41 No Rech HO Diferencia n.s
Y3-Y4 0,64 0,64 No Rech HO Diferencia n.s
Y3-Y5 -0,15 0,15 No Rech HO Diferencia n.s
Y4-Y5 -0,79 0,79 No Rech HO Diferencia n.s

Los valores marcados con asterisco indican pares de medias que son significativamente
diferentes, por lo tanto, para el experimento, el crecimiento de levadura sobre sustrato
N100 produce una cantidad de proteina unicelular diferente comparada con los sustratos
P100, N25P75, N50P50 y N75P25. Cuando la lavadura crece sobre sustratos P100,
N25P75, NS50P50 vy N75P25, la cantidad de proteina unicelular no difiere
significativamente, es decir, estos sustratos pueden producir la misma cantidad de
proteina a las condiciones del experimento.
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