Universidad de Matanzas
Facultad de Ciencias Técnicas

Departamento de Quimica e Ingenieria Quimica

1972

Trabajo de diploma presentado como requisito parcial para optar

por el titulo de Ingeniero Quimico.

Titulo: Propuesta para la obtencion de los parametros de
operacion de la fermentacion en estado solido de tallos de

yuca para alimento animal.

Autor: Dayami Arguelles Garcia

Tutores: Ing. Roberto Real Reyes

Ing. Ena de los Angeles Hernandez Lépez, MSc.

Matanzas, 2021



Declaracion de autoridad

Yo Dayami Argulelles Garcia me declaro como Unico autor de este trabajo de diploma
“Propuesta para la obtencion de los parametros de operacion de la fermentacion en
estado solido de tallos de yuca para alimento animal”, realizado en la Universidad de
Matanzas sede “Camilo Cienfuegos” como requisito para optar al titulo de Ingeniero
Quimico y autorizo que el mismo sea utilizado por la institucion para los fines que

estime pertinente.

Firma



Nota de aceptacion

Miembros del Tribunal:

Presidente Secretario Vocal



Pensamiento

“Nunca consideres el estudio como una obligacion, sino como una oportunidad

para penetrar en el bello y maravilloso mundo del saber.”

Albert Einstein



Dedicatoria

A los tres pilares mas importantes de mi vida, mis padres y mi hermana, quienes han
hecho de mi la persona que soy hoy, con sus esfuerzos, amor, educacion y dedicacion.
Quienes me ensefiaron que las cosas mas importantes de la vida son la familia, la

felicidad, el carifio y el conocimiento. Los amo muchisimos, agradezco siempre a dios
por tenerlos.



Agradecimientos

A mi mama, mi papa y mi hermana, por creer en mi, por apoyarme siempre y darme

fuerza para seguir adelante con sus consejos y experiencias.

A mi novio, por estar siempre a mi lado soportando mis cambios de humor en toda mi

trayectoria estudiantil y sobre todo en estos Ultimos tiempos.

A mis tutores Roberto y Ena, por ayudarme, por su paciencia, dedicacién y entrega a

pesar de todas las dificultades.
A mi familia, por su preocupacion y apoyo constante.

A Claudia Isabel, por su ayuda incondicional, preocupacion y consejos en toda esta

ltima etapa de mi vida.
A todos mis compafieros de aula por estos cinco afios que compartimos juntos.

A cuatros grandiosas personas que conoci cuando empecé la universidad, Claudia
Isabel, Sarahi, Eilyn y Dariel, mis Clasaraeidas. Gracias por todo el tiempo que

pasamos juntos, por su apoyo Yy ayuda incondicional.

A Marinee, por su ayuda y por momentos felices que vivimos.

A todos los profesores que hicieron posible mi formacién durante la carrera.

A todas las personas que me apoyaron de una manera u otra en toda mi trayectoria.

A todos muchas gracias.



Resumen

El presente trabajo se realiza en la Universidad de Matanzas sede “Camilo Cienfuegos”
y en la UEB Biopropoésito Espafia Republicana. En la investigacion se propone una
metodologia para la obtencion de los parametros de operacion de la fermentacion en
estado sélido, de tallos de yuca, para alimento animal. Como primer paso se definen
las técnicas analiticas para la determinacion de la composicién de los tallos de yuca
residuales, lo que permite establecer los componentes principales que lo forman,
especialmente el contenido de almidon. Luego se propone el procedimiento para la
realizacion de la hidrdlisis enzimatica de los tallos y la raiz de yuca, que detalla los
pasos para lograr la transformacién del almidén en los azlcares reductores que se
requieren en el proceso de fermentacion. Después se plantea, a través de un disefio
de experimentos, la determinacion de los parametros Optimos para la obtencién del
sustrato proteico a partir de la fermentacidén en estado sélido. Esto permite precisar los
valores Optimos de temperatura, agitacion y concentracion inicial de sustrato con los
gue se desarrolla la levadura Candida utilis durante el proceso. Posteriormente, se
proponen los balances de materiales requeridos para obtener las combinaciones de
tallo y raiz de yuca que garanticen el indicador de proteina bruta. La aplicacion de la
propuesta permitird la produccion nacional de alimento animal con pardmetros de
operacion 6ptimos, lo que contribuye a la soberania alimentaria en Cuba, al sustituir

importaciones.



Abstract

This work is carried out at the University of Matanzas headquarters "Camilo
Cienfuegos" and at the UEB Biopropdsito Espafia Republicana. The research proposes
a methodology to obtain the operating parameters of solid state fermentation of cassava
stems for animal feed. As a first step, the analytical techniques for determining the
composition of the residual cassava stems are defined, which makes it possible to
establish the main components that form it, especially the starch content. Then the
procedure is proposed to carry out the enzymatic hydrolysis of the stems and the
cassava root, which details the steps to achieve the transformation of starch into
reducing sugars that are required in the fermentation process. Then, through a design
of experiments, the determination of the optimal parameters for obtaining the protein
substrate from solid state fermentation is proposed. This allows to specify the optimal
values of temperature, agitation and initial concentration of substrate with which the
yeast Candida utilis grows during the process. Subsequently, the material balances
required to obtain the cassava stem and root combinations that guarantee the crude
protein indicator are proposed. The application of the proposal will allow the national
production of animal feed with optimal operating parameters, which contributes to food

sovereignty in Cuba, by substituting imports.
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Introduccion

En la actualidad la produccién industrial requiere de recursos seguros y renovables,
para asi disminuir el uso excesivo de los recursos fosiles. Esto motivd a los
investigadores a la busqueda de fuentes renovables, como los materiales
lignocelulésicos, que aparecen como la solucion por su bajo costo y su disponibilidad.

La yuca como alimento para animales esta relacionada directamente con la riqueza
energética de sus raices. La cantidad de caloria que se obtiene de las raices supera
ampliamente la de los cereales utilizados normalmente en programas de alimentacion

animal.

Los tallos de yuca constituyen un material lignoceluldsico, que esta formado por un
67,8% de carbohidratos estructurales y un 17,8% de lignina del peso seco (Rodriguez,
2019). La literatura reporta que los tallos de yuca presentan entre 20 y 30% de almidén
en materia seca (Rattanachomsri et al, 2009), mientras que Zhu et al. (2013) refiere

que varia entre 22 y 39% masico.

En Cuba la produccion de piensos para la alimentacion animal tiene una fuerte
dependencia de la importacién de soya y de Northgold con destino a la ganaderia. En
busqueda de alternativas nacionales para sustituir ambas importaciones, la UEB
Espafia Republicana perteneciente a LABIOFAM, ha obtenido sustratos proteicos para
la alimentacion animal a partir del almidén presente en materias primas convencionales
(maiz, boniato, yuca) con resultados satisfactorios. En el 2015, Orosco investigd la
hidrolisis &acida, la auto-hidrdlisis y la hidrélisis enzimatica seguida de fermentacion
aerobia y concluy6 que para la transformacién del almidon de los tallos de yuca en
azucares simples para la obtenciéon de un sustrato proteico (base levadura Torula), el
método mas eficiente y econdmico es la hidrdlisis enzimatica seguida de fermentacion

aerobia.

En el 2018, Real investiga la etapa de fermentacion de hidrolizados de tallos de yuca
residuales complementados con hidrolizados de raiz de yuca, en donde a partir de un

disefio factorial a nivel de Erlenmeyer, obtuvo un éptimo de maxima formaciéon de
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biomasa para las condiciones de velocidad de agitacion de 222 rpm (3,7 s1) y una

concentracion inicial de sustrato de 29 g/L.

Santana (2018) investigé la hidrdlisis enzimética de tallos de yuca residuales y
determiné que se obtiene un 6ptimo de maxima concentracion de azucares reductores
para las condiciones de velocidad de agitaciéon de 530 rpm (15 st) y relacién liquido-
sélido de 13. Ademas, obtuvo a partir de los balances de materiales que no se alcanza
el indicador de porcentaje de proteina bruta, cuando se procesan los tallos de yuca
residuales como Unica materia prima para las variedades C74 - 725 y Seforita. Por

esta razon se requiere combinar materiales amilaceos.

En el 2019, Rodriguez investigd acerca de la obtencién de un sustrato proteico base
levadura Torula a partir de hidrolizados de raiz - tallos de yuca residuales en donde
obtuvo un alimento animal con adecuado valor proteico avalado por el porcentaje de
proteina bruta y obtuvo un 6ptimo de maxima formacion de biomasa para una

concentracion inicial de sustrato de 31,8 g/L sin presencia de fibra.

En los estudios precedentes se ha logrado la obtencion de alimento animal con el
inconveniente que requiere varias etapas de purificacion para obtener el producto final,

lo que encarece el proceso.
Problema cientifico:

¢,Como producir de forma econdmica un alimento animal proteico a partir del
aprovechamiento de los tallos de yuca?
Hipotesis:

La metodologia propuesta para la fermentacion en estado sélido de los tallos de yuca
residuales permitird la obtencién de un sustrato proteico de Candida utilis para la

alimentaciéon animal.



Objetivo general:

Proponer una metodologia para la obtencién de los parametros de operacion de la
fermentacién en estado solido de tallos de yuca residuales para la produccion de

alimento animal proteico.

Objetivos especificos:

1. Definir las técnicas analiticas para la determinacion de la composicion de los
tallos de yuca residuales.

2. Proponer el procedimiento para la realizacion de la hidrolisis enzimatica de los
tallos y la raiz de yuca.

3. Proponer a través de un disefio de experimentos la determinacion de los
pardmetros Optimos para la obtencion del sustrato proteico, a partir de la
fermentacion en estado sélido.

4. Proponer los balances de materiales requeridos para obtener las combinaciones

de tallo y raiz de yuca que garanticen el indicador de proteina bruta.



Capitulo I: Analisis Bibliografico

Introduccién

En este capitulo se abordard la fundamentacién teorica de los principales aspectos de
la investigacion. Para su realizacion se consultaron libros, revistas, articulos, tesis de
grado y de maestria. También se consultaron materiales obtenidos mediante
buscadores como el Google académico y se accede a bases de datos disponibles en

Internet como Scielo, Elsevier y Springer-Verlag.

1.1 Biomasa Vegetal

La biomasa vegetal es el eslabon primario de la cadena tréfica, es uno de los atributos
mas relevantes para caracterizar el estado de un ecosistema. Puede también ser usada
como un componente en la dieta. Ademas, la biomasa en el futuro puede ser también
considerada como una fuente complementaria de proteina animal para animales

terrestres e incluso para el hombre (Martinez y Leyva, 2014).

1.1.1 Composicion

La unidad estructural de todo organismo vegetal es la célula, la cual estd compuesta de
una pared celular que es una capa resistente, pero generalmente flexible, aunque en
ocasiones es rigida y proporciona soporte estructural a las plantas. Ademas, le da
proteccion ante las tensiones mecanicas y térmicas. Sus principales constituyentes son

la lignocelulosa y los componentes extraibles (Bustamante et al., 2016).

La lignocelulosa es el elemento esencial de la pared celular en la materia vegetal
(arboles, arbustos y pastos). Se crea por el proceso fotosintético que abarca el COz, el
H20, y que adicionalmente aprovecha los rayos ultravioleta procedentes del sol como
fuente de energia. Como producto de este proceso se genera la savia que esta
constituida por agua, azlicar y minerales (Chavez, 2019). Este tipo de biomasa se usa
para generar productos quimicos, biocombustibles y elementos bioquimicos (Garver y
Liu, 2014), ya que es una fuente renovable que proporciona alternativas sostenibles a

corto y largo plazo (Gémez et al., 2012).



La materia lignocelulésica se constituye principalmente de tres moléculas vegetales:

e Hemicelulosa: Es un polimero complejo, compuesto de grupos heterogéneos
de polisacaridos como: pentosas (D-xilosa y L- arabinosa) y hexosas (D-glucosa,
D-manosa y D-galactosa), que forman cadenas lineales ramificadas; y los acidos
4-O-metilglucurénico, D-galacturénico y D-glucurdnico con enlaces -1, (Sun 'y
Tomkinson, 2003; Scheller y Ulvskov, 2010). Las hemicelulosas representan una
cuarta parte de la biomasa vegetal seca mundial y son la segunda fraccion de
biomasa mas abundante después de la celulosa (Jonsson y Thuvander, 2020),
representan 25 — 30% en peso de la biomasa (Velasco, 2020).

e Celulosa: Es el principal componente de la biomasa celulésica y lignoceluldsica
(bagazo, hojas, frutos), y constituye de 30 - 35% en peso de la biomasa. Es un
polimero de alto peso molecular que forma las fibras de la biomasa; tiene una
estructura de 7 000 a 15 000 moléculas de glucosa (Basu et al., 2013). El
polimero de D-glucosa esta unido por enlaces glucosidicos B- (1 — 4), para
formar moléculas de celobiosa (Nhuchhen et al.,, 2014). Se forma por una
estructura de largas cadenas lineales (microfibrillas) unidas por puentes de
hidrogeno con el oxigeno y fuerzas de van der Waals intramoleculares, que
desarrolla una estructura fibrilar cristalina y una amorfa (Cuervo et al., 2009).

e Lignina: Es un polimero no cristalino, amorfo, tridimensional y ramificado con
base estructural de unidades fenil-propano (C10H1s503)n, cOn un gran numero de
ciclos aromaticos unidos entre ellos por ciclos de furano o enlaces éter (B-O-4-
arilo) (Vanholme et al., 2010). Se forma de la unién de varios acidos, alcoholes
fenilpropilicos y mdltiples azucares en la pared celular de muchas células
vegetales (Bustamante et al., 2016). Representa 10 - 20% en peso de la
biomasa, el cual esta constituido por moléculas vegetales que no son solubles
en agua, lo que genera impermeabilizacion y resistencia a cualquier ataque

(biolégico y fisico) (Achinas y Euverink, 2016).

Los componentes extraibles se dividen en componentes organicos e inorganicos
(minerales). Los inorganicos presentan algunos iones metalicos, esenciales para el

optimo desarrollo del arbol, su contenido varia de 2,5 a 12,0% del peso de la biomasa.



Altos contenidos de minerales se encuentran en las hojas, ramas, corteza, raices; su
cantidad es influenciada por las condiciones del suelo y edad (Mohan et al., 2006). Los
componentes mas abundantes son el calcio, potasio y magnesio, en menor proporcion

fésforo, sodio, hierro, silicio, manganeso, cobre y zinc (Kim et al., 2012).

Los componentes orgéanicos son responsables de las caracteristicas de la biomasa,
como el color, olor, sabor, densidad, higroscopicidad e inflamabilidad (Mohan et al.,
2006). Son compuestos solubles en diferentes solventes, como la mezcla de alcohol y
benceno que solubiliza ceras, grasas y resinas; en agua fria se solubilizan los taninos,
gomas, azucares y colorantes, mientras que en agua tibia los almidones. Se clasifican

en &cidos volatiles, aceites esenciales, acidos resinicos y polifenoles (Lima, 2013).

Entre los componentes extraibles organicos se encuentra el almidén (un polimero de
glucosa), el cual es uno de los polisacaridos naturales mas abundantes (Li et al., 2021).
Quimicamente, el almidén consta de dos moléculas distintas: amilosa y amilopectina
(Meimoun et al., 2018). La amilosa se compone principalmente de cadenas unitarias de
a-1,4-D-glucano lineales, mientras que la amilopectina consta de cadenas unitarias de

a-1,4-D-glucano lineales unidas a través de enlaces a-1,6 (Ahmed et al., 2012).

El almidon es una fuente importante de glucosa exégena en los seres humanos, y
representa, aproximadamente el 30% en peso o mas de la dieta del Reino Unido
(Edwards et al., 2021). En la mayoria de las fuentes botanicas de almidoén, las
proporciones de amilosa y amilopectina se encuentran tipicamente en el rango de 20 —
30% y 70 — 80%, respectivamente (Buléon et al., 1998; Wang et al., 2015).

1.1.2 Tallos de yuca

La yuca denominada cientificamente Manihot esculenta Crantz perteneciente a la
familia Euphorbiaceae, es conocida segun la zona de origen como yuca, mandioca, aipi
0 cassava. Se caracteriza por el desarrollo de sus raices, las cuales son vasos
laticiferos que se encuentran compuestos por células galactocitas o monosacaridos
gue son fuente de energia de la planta (Fernandez, 2015). Es originaria de Sur América
y se emplea desde antes de la Colonia como parte de la alimentacion de las tribus.

Ademas, se utiliza en la alimentacion animal (Suarez y Mederos, 2011).



La yuca es la cuarta fuente de calorias, después del arroz, la cafia de azucar y el maiz.
Es una raiz de forma alargada cubierta por una cascara aspera de color rosado/café; o
beige; su densa y fibrosa pulpa es de color blanco, crema o amarillo y constituye la
parte comestible en dependencia de la variedad (Pérez y Rodriguez, 2018).

De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO) la yuca es uno de los cultivos alimentarios basicos de mas rapida
expansion en los paises consumidores de la misma, y a medida que ha pasado el
tiempo ha crecido su importancia entre los agricultores, mientras que la demanda
industrial también aumenta constantemente. A nivel mundial, la yuca ha experimentado
un crecimiento sostenido muy superior al 3% anual. De acuerdo a la FAO, en el afio

2018, la produccion mundial alcanzé alrededor de 278 millones de toneladas.

Durante la cosecha de la yuca, que generalmente se realiza entre ocho y doce meses
después de la siembra, el tallo lefioso, que representa hasta la mitad del peso de la
raiz, se separa de estas. Se estima que cada afio se producen alrededor de 116
millones de toneladas de tallos de yuca fresca en todo el mundo, y que hay entre 32 y
35 millones de toneladas disponibles en base a masa seca (Wei et al.,, 2014).
Aproximadamente el 10 - 20% del tallo se utiliza para la propagacion, y pequefias
cantidades se utilizan como combustible o alimento para animales, mientras que la
mayor parte tiene que retirarse de los campos y se abandona o quema, lo que provoca

emisiones y problemas ambientales (Zhu et al., 2015).

Los tallos de yuca tienen una larga historia de no ser Gtiles en su mayoria, incluso para
la alimentacion animal, debido a su naturaleza particularmente lefiosa. Solo los
rumiantes tienen la capacidad de digerir este material. En algunos paises, una parte de
los tallos de yuca se utiliza como combustible para cocinar (Zhu et al., 2013). Pero su
alto contenido y disponibilidad de carbohidratos la convierten en una materia prima
potencial para la produccién de etanol combustible, sin afectar directamente al sector

alimentario (Martin et al., 2016).

Como otros materiales lignocelulésicos, los tallos de yuca requieren un tratamiento
previo para obtener rendimientos sustanciales de azucares fermentables a través de la

hidrolisis enzimatica de la celulosa. Entre diferentes métodos de pretratamiento, se ha
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prestado atencion al uso de acido sulfurico diluido para el pretratamiento de los tallos
de yuca (Han et al., 2011). Debido a su alto contenido de almidon, los tallos de yuca
requieren hidrolisis del almidon antes del pretratamiento para maximizar los
rendimientos de glucosa y minimizar la formacién de productos inhibidores de la

degradacion del azucar (Martin et al., 2017).

Hoy en dia se estudia la produccion de biocarbdn para posibles aplicaciones cataliticas
y energéticas a traves de la conversion de pirdlisis al vacio por microondas del tallo de
yuca (Ying et al., 2020).

Otra vertiente en la utilizacion de los tallos de yuca es la produccién de proteina
unicelular. Recientemente, Orosco (2015) obtuvo resultados prometedores en la
fermentacion de hidrolizados de tallos de yuca de la variedad Seforita, por via

enziméatica.

Entre otras de las aplicaciones de los tallos de yuca se incluye a la fabricacion de
tableros, que a su vez pueden ser empleados en la fabricacion de pisos, falsos techos,

muebles y cubiertas de pared (Aislen, et al., 2015).

1.2 Proteina unicelular

El término proteina unicelular (PUC) se refiere a las células deshidratadas de
microorganismos tales como levaduras, hongos, bacterias y microalgas; las cuales son
cultivadas en gran escala con el fin de suplir las necesidades proteicas de humanos y

animales (Gonzales, 2018).

Segun Ali et al. (2017) la produccion de proteina unicelular a gran escala tiene las
siguientes caracteristicas interesantes:
e La amplia gama de métodos, materias primas y fuentes microbianas que se
pueden utilizar para este proceso.
e El sustrato se convierte con alta eficiencia.
e La rapida tasa de crecimiento de las células microbianas da como resultado una
alta productividad.

e Los factores estacionales no muestran ningun efecto sobre este proceso.
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1.2.1 Composicion nutricional

La proteina unicelular no se refiere exclusivamente al conjunto de proteinas presentes
en la célula, sino que es un concepto que incluye los amino&cidos libres, lipidos,

carbohidratos, vitaminas y minerales (Nasseri et al., 2011; Sisman et al., 2012).

Dada su composicion nutricional, la biomasa microbiana es una materia prima apta
para el desarrollo de gran variedad de productos aprovechables para alimentacion
humana o animal. El aporte proteico de la biomasa unicelular es la principal razén para
su produccion a nivel industrial. La composicion general de diferentes familias de

microorganismos empleados como proteina unicelular se presenta en la tabla 1.1.

Tabla 1.1 Composicion porcentual promedio en base seca de los principales

tipos de microorganismos empleados como fuente de proteina unicelular.

Componente _ Hongos Algas | Levaduras | Bacterias
Filamentosos

Proteina 30-50% 40-63% 45-56% 50 - 83%
Grasa 2-8% 7-20% 2-6% 1,5-3,0%
Cenizas 9-14% 8-10% 5-9,5% 3-7%
Acidos Nucleicos 7-10% 3-8% 6-12% 8 - 16%
Aminoacidos -- -- 54% 65%
Humedad 13,00% 6% 4,50% 2,80%

Fuente: Chacén (2004).

En la Tabla 1.1 se exponen los porcentajes de los componentes de los diferentes
microorganismos; donde se puede observar que tienen muy buena proporcién de
proteina y grasa. En el caso de las levaduras y bacterias sus perfiles de aminoécidos

son favorables, aunque difieren en los sulfurados como cisteina.

Si se analiza la variabilidad del acido nucleico en los microorganismos y en especial en
las levaduras, se puede observar que tienen un contenido acido nucleico muy elevado.
La ingesta excesiva de acidos nucleicos produce la precipitacion de acido urico, lo que

provoca problemas de salud como la formacién de calculos renales y gota (Ali et al.,



2017).
1.2.2 Ventajas y desventajas de la proteina unicelular

Segun Chacén (2004) entre las ventajas que ofrece la proteina unicelular pueden
mencionarse:

1. Requerimientos de crecimiento faciles de implementar y que originan rapidas tasas
de crecimiento y alta productividad: el tiempo de duplicacién puede ser de 0,3 a 2 h en
bacterias, 1 - 3 h en levaduras, 2 - 6 h en algas y 4 - 12 h para hongos filamentosos
celuloliticos. Es posible producir y seleccionar facilmente cepas con alta productividad y
buena composicion.

2. Los microorganismos son mas faciles de manipular genéticamente que los animales
y plantas superiores, lo cual los hace mas susceptibles al mejoramiento y trasferencia
genética.

3. Poseen un elevado contenido vitaminico, y especialmente proteico de apreciable
valor nutricional: entre 44 a 88% de proteina en peso seco y hasta un 15% de acidos

nucleicos, también en base seca.

No obstante, la gran cantidad de ventajas que presenta la PUC, hay desventajas
inherentes a las mismas (Chacén, 2004):

1. El alto contenido de acidos nucleicos (4 - 6% en algas; 10 - 16% en bacteria; 6-10%
en levaduray 2,5 - 6% en hongos), puede ser un riesgo para la salud de los animales
monogastricos y para el hombre.

2. La digestion lenta o nula de la pared celular en el tracto digestivo del ser humano y
otros animales, especialmente en cuanto a las algas, puede ser causa de indigestion y
reacciones alérgicas.

3. A pesar de la alta productividad, en un proceso de produccién de PUC efectuado en
un medio de fermentacién liquido, la proteina se obtiene en concentraciones muy
diluidas (menos del 5% de sdlidos), por lo que se requiere de procesos de

concentracion.
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1.2.3 Candida utilis

Las levaduras se consideran importantes fuentes de proteina, vitaminas, minerales y
factores no identificados que favorecen el crecimiento. Entre las que se utilizan para la
alimentacion animal, se encuentra la Candida utilis (levadura torula o forrajera), que se
obtiene a partir de la fermentacion aerobica de la melaza o de la vinaza de destilerias.
Su composicion puede variar en dependencia del sustrato que se utilice para su
crecimiento y del proceso industrial al que se somete (Rodriguez, Mora, Canela et al.,
2011). La levadura Candida utilis pertenece a la clase de Ascomycetes. Sus colonias

tienen una coloracién amarillenta y un sutil olor a éster (Ferreira et al., 2019).

La levadura Candida utilis es una excelente plataforma para la produccion de PUC para
alimentacion animal y humana (Buerth et al., 2016). Esta levadura tiene un importante
valor nutricional, posee un alto contenido proteico (55%) y un interesante perfil de
aminoacidos, que incluye lisina (4,5%), treonina (3,0%), histidina (2,0%) y arginina
(4,9%), asi como vitaminas del complejo B (Lucca et al., 1995; Buitrago et al., 2019). Es
mas, C. utilis tiene compuestos bioactivos endégenos como glutatién, glucomanano,
biotina y I-fenilacetilcabinol (Buerth et al., 2011; Tomita et al., 2012), convirtiéndose asi

en una interesante fuente natural tanto de proteinas como de compuestos bioactivos.

La ventaja de la Candida utilis que se utiliza con frecuencia, para la produccién de
biomasa, es su capacidad para utilizar una variedad de fuentes de carbono

rapidamente y con un alto rendimiento de proteinas (Ferreira et al., 2019).

La mayoria de las especies de levaduras se propagan en diferentes medios. Sin
embargo, la especie Candida utilis se caracteriza por su gran poder de adaptacion ante
los cambios en las condiciones de crecimiento y multiplicacion. A partir de estas
bondades, en Cuba se desarroll6é una tecnologia de produccion de levadura torula, que
utiliza como sustrato base la vinaza de destileria. La reduccion de la carga organica de
este residual y al mismo tiempo, la obtencién de un producto valioso y escaso (fuente
proteica), es la gran ventaja que ofrece (Otero et al., 2007; Rodriguez, Mora, Oliveira et
al., 2011). Este proceso se basa en la sustitucion de la miel final de cafia por la vinaza

de destileria. La vinaza es el residual liquido que se obtiene de la operacion de
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destilacion en el proceso de produccion de alcohol (Guevara y Suarez, 2016).

Una de las cepas mas empleadas en Cuba es la Candida utilis NRRL Y-660. Se
caracteriza por un perfil superior de aminoacidos totales y por un mayor rendimiento
biomasa-sustrato. Su pH 6ptimo de crecimiento se encuentra entre 4,5y 5. Su rango de
temperatura 6ptimo esta entre los 28 y 33°C. Un aspecto de interés es que un
incremento en la concentracion inicial de sustrato repercute en una disminucion del

rendimiento biomasa-sustrato (Otero y Almazan, 2012).
1.3 Proceso de fermentacion

La palabra fermentacién se deriva del verbo latino fervoroso, que significa hervir, ya
que describe la apariencia burbujeante y espumosa de las bebidas de fermentacién
temprana (Shokri et al., 2021). En su acepcion estricta, la fermentacion, se refiere a la
obtencién de energia en ausencia de oxigeno y generalmente lleva agregado el
nombre del producto final de la reacciéon (Ramirez, 2013). Denominada "la vie sans
I'air" o "la vida sin aire" por Pasteur, sirve, de acuerdo con Ramirez (2013), para cinco
propositos generales:

1) Diversificacién de sabores, aromas y texturas.

2) Preservacion de cantidades substanciales de alimentos a través de acido lactico,
etanol, acido acético y fermentaciones alcalinas.

3) Enriquecimiento de sustratos alimenticios con proteina, aminoacidos, acidos grasos
esenciales y vitaminas.

4) Detoxificacion durante el proceso de fermentacién alimenticia.

5) Disminucion de los tiempos de cocinado y de los requerimientos de combustible.

1.3.1 Fermentacién liquida

La fermentaciéon en medio liquido (FML) o sumergida (en inglés como SmF) se define
como un cultivo de células microbianas dispersas en forma homogénea en un

recipiente agitado que puede ser 0 no aireado por medios mecanicos (Vasquez, 2013).

Segun Vasquez (2013) la forma de fermentacién liquida mas utilizada en los
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laboratorios es en matraz agitado. El desarrollo de esta técnica ha sido importante
porque ha permitido el cultivo de organismos aerdbicos en condiciones homogéneas
con una densidad moderada de la biomasa y ha simplificado el estudio de la fisiologia
de los organismos. A su vez, el cultivo de suspensiones de células en fermentadores
agitados ha evolucionado a gran escala, siendo éstos los mas utilizados
industrialmente, donde se pueden ver fermentadores con voliumenes de 10 litros o mas,
en los cuales se producen compuestos derivados del metabolismo microbiano. En
estos sistemas, la agitacion mecéanica permite mezclar el cultivo de forma homogénea y
aumentar la transferencia del gas a la biomasa de tres formas basicas:

1) Dispersa el gas en burbujas muy pequefias incrementando el area de interfase gas-
liquido.

2) Incrementa el tiempo de contacto de liquido con las burbujas de gas.

3) Disminuye el grosor de la capa estacionaria del liquido al aumentar la turbulencia.

1.3.2 Fermentacion sdlida

El cultivo sélido se define como el proceso donde los microorganismos crecen sobre la
superficie de materiales soélidos porosos y humedecidos con niveles de actividad de
agua de 0,4 a 0,9, el material sélido puede ser natural o inerte, siendo el primero, el
més usado como sustrato para el crecimiento de los microorganismos (Vasquez, 2013).
Los sustratos mas utilizados incluyen los subproductos generados por las practicas
agricolas y forestales como granos de semillas, fibras de rastrojos y residuos de
madera (Rodriguez y Sanroman, 2005).

Esta tecnologia ofrece algunas ventajas frente al cultivo liquido para la formacion del
producto destacandose el uso de sustratos baratos como fuentes de carbono,
rendimiento del producto mas alto, represion por carbono baja, volumenes de
operacion pequefios, baja demanda de agua y energia, productividad volumétrica alta,
facil aireacion y simulacion del medio de crecimiento natural de los microorganismos
(Viniegra et al., 2003; Holker et al., 2004). A pesar de ello, existen algunas desventajas
del cultivo sélido, por ejemplo, puede ser necesario el pretratamiento mecéanico y

guimico del sustrato (molido, hidrdlisis con solventes), la determinacion de biomasa y la
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reproducibilidad de los experimentos es dificil por la heterogeneidad de los sustratos
empleados, los gradientes de temperatura, oxigeno y pH no pueden ser controlados a

gran escala (Holker et al., 2004).
1.3.2.1 Fendmenos de transporte involucrados en la FMS

Los principales fendmenos de transporte involucrados en los procesos de FMS son la
transferencia de calor y masa. Se produce tanto un gradiente de temperatura producto
del calor metabdlico generado por el crecimiento del microorganismo, como un
gradiente de agua entre el lecho y el aire que ingresa al sistema.
e Transferencia de calor
Entre los principales mecanismos de transferencia de calor se encuentran la
conduccion entre particulas del lecho sélido, la conveccién generada por el flujo de
aire, y el enfriamiento evaporativo, producto de la transferencia de agua desde el lecho
hacia el aire. De los tres mecanismos mencionados, la conduccion es el menos
eficiente y la mayor cantidad de calor es removida del sistema debido a los fenédmenos
de conveccion y enfriamiento evaporativo. En ocasiones la conveccion de calor hacia el
aire, presenta dificultades producto de las resistencias internas del lecho. Por ello, se
requiere una corriente de aire con una temperatura y saturacion tal que se favorezca el
enfriamiento evaporativo del sistema y a su vez se eviten pérdidas significativas de la
humedad del lecho (Cano, 2019).
e Transferencia de masa

En cuanto a la transferencia de masa en el proceso de FMS, los componentes del aire
y del lecho (oxigeno, diéxido de carbono y vapor de agua), se difunden dentro de los
espacios entre particulas producto de cualquier gradiente de concentracion. El efecto
de la difusion en el fenémeno de transferencia de masa es mayor en biorreactores de
tipo bandeja, que aprovechan dicho principio para procesos de secado. Cuando se
trabaja bajo régimen turbulento, el caudal de aire provoca el arrastre de los
componentes del lecho, dicho fenbmeno se conoce como transferencia de masa por

conveccion (Cano, 2019).
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1.3.2.2 Condiciones de la fermentacion en estado so6lido

Es fundamental para el éxito de la FES los parametros de humedad, temperatura, pH,
indculo, actividad de agua, aireacion, agitacion, tamafio de particula y disefio del
reactor; debido a que de ellos va a depender tanto el crecimiento del microorganismo
como la formacion del producto final. Por este motivo, se describe la influencia que
cada uno de ellos tiene en el proceso.

e Humedad
El exceso de humedad en un sustrato podria alterar el crecimiento del microorganismo
y al presentarse la disminucién del mismo se anulara el crecimiento enzimatico por la
baja solubilidad de los nutrientes (Reinoso, 2015). Las condiciones de humedad para la
mayoria de las células se encuentran entre el 70 y 80%. Para el desarrollo de bacterias
la humedad del material debe presentar un 70%, en el caso de las levaduras un 60 y
70%, y para los hongos en un rango de 20 y 70% de humedad (Bustamante, 2015).

e Temperatura
La temperatura es considerada uno de los factores mas limitantes ya que esta se
encuentra ligada al tipo de proceso que se haya disefiado, en este aspecto Zhu et al.,
(2020) habla sobre la produccién de etanol a una elevada temperatura y presenta
variaciones de acuerdo a las necesidades del microorganismo. Segun Pastrana, (2009)
la actividad metabodlica de los microorganismos en un fermentador produce una
elevada temperatura en las zonas internas del sustrato, afectando directamente al
crecimiento y fermentacion de las esporas, es necesario e importante que la
temperatura en el interior de un reactor sea controlada de acuerdo a las
especificaciones del sustrato utilizado.

e pH
Al igual que la temperatura es uno de los parametros mas dificiles a controlar ya que el
pH en la capa de liquido que rodea el sélido va cambiando por la presencia de acidos
organicos (acético y lactico) durante la fermentacién. (Leon et al., 2017). La FES
presenta una estabilidad frente al pH debido a la elavada capacidad tampon de los
sustratos utilizados por lo que es necesario un ajuste inicial del pH para eliminar la

necesidad de control del mismo durante el proceso de fermentacion (Pastrana, 2009).
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Con respecto a los microorganismos asociados a la FES, el crecimiento de los hongos
filamentosos debe presentar valores de pH 2 - 9 con un valor 6ptimo de 3,8 - 6. Para
las levaduras deben estar en un rango de 2,5 — 8,5y un 6ptimo de 4 — 5y las bacterias
entre 4,5 - 5,5y un 6ptimo de 6,5 - 7,5 (Mateos, 2013).

e Indculo
En la FES es importante el tipo de inéculo (micelio o esporas) y la forma de inoculacion,
en este caso el uso de micelio presenta una mejor competitividad del hongo eliminando
la colonizacion del sustrato por microorganismos contaminantes (EI-Gammal et al.,
2017). Las principales ventajas del uso de micelio como in6culo es que representa una
mejor competitividad del hongo, reduccién de microorganismos contaminantes y una
rapida colonizacion por los tiempos reducidos de incubacién (fase de latencia) (Leon,
2008). Con respecto a la cuantificacion de esporas viables que se encuentran
presentes en un indculo a muy bajas concentraciones promueven el crecimiento de
bacterias indeseables, mientras que a altas concentraciones provocaran un
agotamiento rapido de los nutrientes presentes en el medio de cultivo (Delgado y
Barbosa, 2014).

e Actividad de agua (aw)
Cada uno de los microorganismos que intervienen en la FES necesitan un valor
minimo, maximo y Optimo de actividad de agua para sobrevivir en un medio de cultivo.
Para el caso de los hongos filamentosos estos estan conformados por una actividad de
agua de 0,7 y para el caso de las bacterias se consideran valores superiores a la de los
hongos. Con respecto a las enzimas estas deben encontrarse en un rango de 0,25 y
0,7 (Delgado y Barbosa, 2014).

e Aireacion
La aireacion tiene diferentes funciones en la FES: la oxigenacion de los
microorganismos, la eliminacion del CO: generado durante la fermentacion, la
disipacion del calor (regulando la temperatura del medio), la distribucion del vapor de
agua (regulando la humedad) y la distribucion de los compuestos volatiles producidos
durante el metabolismo (Diaz, 2009). La tasa de aireacion depende de la porosidad del
medio, debiéndose optimizar los parametros de presion parcial de oxigeno (pO2) y

presion parcial de dioxido de carbono (pCO2) para cada tipo de sustrato,
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microorganismo y proceso (Diaz, 2009). Por lo que, la aireacion es un parametro muy
importante en la FES, ya que el ambiente gaseoso puede afectar significativamente a
los niveles relativos de biomasa y a la produccion enzimética.

e Agitacion
La agitacion y la rotacién se utilizan en FES normalmente con dos fines; establecer un
contacto homogéneo entre las particulas y el aire y, por otro lado, acelerar la
transferencia de calor y materia. Los procesos de aireacion y agitacion convierten la
difusibn molecular de la fase gaseosa en una difusion convectiva. Sin embargo, en
contrapartida, plantean inconvenientes como dafios ocasionados al micelio, reduccion
de la porosidad de los sustratos o posibles desnaturalizaciones de las enzimas
producidas. Con algunos sustratos (como el heno) ocurre que, cuando las particulas de
sélido estan hiumedas se agrupan de forma que las partes internas no se ven afectadas
por la agitacién, siendo muy limitada la efectividad del proceso.

e Tamafo de particula
El tamafio de particula también es un factor importante a tener en cuenta. Sustratos de
particulas pequefias proporcionan una gran area especifica, lo que afecta de manera
positiva al desarrollo del microorganismo; sin embargo, un tamafio de particula
demasiado pequefio, que genere a sSu vez un espacio interparticula reducido,
disminuye la eficiencia de la respiracién/aireacion dificultando el crecimiento microbiano
(Diaz, 2009). Debido a esto es necesario alcanzar un compromiso para el tamafio de
particula segun el proceso del que se trate.

e Disefio del reactor
Un aspecto muy importante de la fermentacion en estado solido es la busqueda del
disefio mas conveniente de biorreactor para solventar problemas como la transferencia
de calor y materia. Es muy importante que el disefio del reactor sea tal que haga
posible mantener constantes la temperatura y el contenido en humedad del sélido

simultdneamente, lo cual resulta complicado en procesos de gran escala (Diaz, 2009).
1.3.2.3 Componentes de FES

Los principales componentes de la fermentacion en estado sélido son el

microorganismo, ser vivo que lleva a cabo el proceso, y el sustrato, medio sobre el cual
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se va a desarrollar el proceso fermentativo.

e Microorganismo
Los microorganismos utilizados en los procesos de FMS son en su mayoria hongos
filamentosos, aunque también se ha experimentado con bacterias y levaduras. Las
bacterias requieren una actividad de agua entre 0,9 y 1 (medio liquido) para su
crecimiento, mientras que las levaduras se desarrollan adecuadamente en medios con
actividades de agua superiores a 0,75; por lo que se utilizan con mayor frecuencia que
las bacterias. Aunque se prefiere el uso de hongos filamentosos debido a que se
desarrollan de mejor manera sobre sustratos con bajo contenido de agua libre
(humedades entre 50% y 60%) y son capaces de fraccionar polisacaridos y utilizarlos
como fuente de carbono. El proceso de FMS se puede desarrollar a partir de cultivos
puros del microorganismo o de cultivos de varias cepas inoculadas simultdnea o
secuencialmente (Cano, 2013). Dentro de los usos de las levaduras se encuentran la
produccién de etanol y alimentos, mientras que las bacterias estan involucradas
generalmente en el compostaje, en el ensilado y en algunos procesos alimentarios
(Diaz, 2009).

e Sustrato
La seleccién de un soporte adecuado para el cultivo en estado sélido es esencial ya
gue de ello depende el éxito del proceso. Los factores mas importantes a tener en
cuenta a la hora de seleccionar un soporte son el tamafio de particula, la porosidad y la
composicion quimica. Ademas de estos factores, también es de gran importancia su
disponibilidad y precio (Diaz, 2009). Segun Diaz (2009) gran variedad de materiales
sélidos utilizados en la FES puede clasificarse en dos grandes grupos:

v' Materiales inertes: Aquellos que Unicamente actllan como soporte fisico para el
anclaje de los microorganismos.

v' Materiales no inertes: Aquellos que no sélo actian como soporte, sino que
ademas proporcionan algunos nutrientes a los microorganismos. Estos sustratos
son tipicamente abonos y productos heterogéneos de agricultura o subproductos
de la industria agraria. Los materiales no inertes se dividen en:

- Residuos con fibra:

o Con alta digestibilidad: Como la pulpa de citricos, el salvado de
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gluten de maiz, el residuo de cebada, etc.

o Con baja digestibilidad: Como el bagazo de cafia de azulcar, los
cereales, el maiz, la paja de soja y algodon, la ciscara de algodon,
la cascara de soja, la cascara de cacahuete, el orujo de uva, etc.

- Salvados, a los que pertenecen el arroz, los cacahuetes, la soja y el

algodon, etc.

En algunas ocasiones, este tipo de sustratos tienen que ser sometidos a
pretratamientos antes del proceso de fermentacion para que sean mas asimilables por
los microorganismos. Segun Raimbault, M. (1998) los pretratamientos mas habituales
son:
e Reduccion de tamafio mediante molido, rallado o picado.
e Hidrdlisis de los polimeros via fisica, quimica o enzimética para aumentar su
disponibilidad para el hongo.
e Suplementacion externa con nutrientes: adicion de fésforo, nitrégeno, sales, etc.
e Ajuste del pH y de la humedad utilizando una solucibn mineral. Este
pretratamiento es muy habitual, ya que puede ocurrir que los nutrientes
necesarios para el desarrollo de los microorganismos se encuentren disponibles
en los sustratos en concentraciones por debajo de las éptimas, o incluso pueden
no estar presentes en los mismos.
e Cocido y tratamiento de vapor para conseguir una degradacion previa de las

macromoléculas y la eliminacién de los principales contaminantes.

1.3.3 Diferencias entre la fermentacion en medio sdlido y la fermentacién en

medio liquido.

En comparacion con la fermentacién liquida, la principal ventaja de la fermentacion en
estado sélido es un suministro suficiente de oxigeno. Hay menos aguas residuales
organicas y mayor rendimiento de producto en la fermentacion en estado solido. Se
podrian producir productos de alto valor agregado mediante fermentacion en estado
sélido utilizando residuos industriales y agricolas de bajo costo como sustrato. En

consecuencia, la fermentacion en estado sélido es la tecnologia mas prometedora que

19



puede utilizar de manera integral los recursos renovables.

A partir del conocimiento de las diferencias fisicas existentes entre ambos sistemas de
fermentacion, se puede definir algunas diferencias entre ambos tipos de cultivo (tabla
1.2).

Tabla 1.2 Comparacion entre la fermentacion sumergida y la fermentacion en soporte

solido.

Fermentacion sumergida Fermentacion sdlida

El agua es el componente principal de | No hay agua libre y el contenido de agua

la cultura. de sustrato es bajo.

Los microorganismos absorben | Los microorganismos absorben
nutrientes de la cultivo liquido; no hay | nutrientes de la sustrato sélido humedo;
gradiente de concentracidbn de | existe un gradiente de concentracion de

nutrientes. nutrientes.

El sistema de cultivo se compone | El sistema de cultivo consta de tres fases
principalmente de liquido; el liquido es | (gas, liquido, solido) y gas es la fase

la fase continua. continua.

El tamafio de la inoculacion es | El tamafio de la inoculacion es grande,

pequefio, menos del 10%. mas del 10%.

El oxigeno requerido proviene del | El oxigeno requerido proviene de la fase
oxigeno disuelto; hay una mayor | gaseosa; bajo consumo de energia.

cantidad de oxigeno disuelto.

Los microorganismos se distribuyen | Los microorganismos se adsorben o
uniformemente en el sistema de | penetran en el sustrato soélido.

cultivo.

Al final de la fermentacién, el medio es | Al final de la fermentacién, el medio es un
liquido, y las concentraciones de |sustrato en estado humedo, y las

productos son bajas. concentraciones de productos son altas.

Baja tasa de produccion y bajo|Alta tasa de produccion y alto

rendimiento del producto. rendimiento del producto.
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La mezcla es facil y el crecimiento de
estan
de

los  microorganismos  no

restringidos por la difusion

nutrientes.

La mezcla es dificil y el crecimiento de
los microorganismos estan restringidos

por la difusién de nutrientes.

El control de temperatura es facil

Homogeneidad.

La eliminacion del calor metabdlico es

dificil Heterogeneidad.

El proceso de fermentacion se puede

detectar y controlado en linea.

El proceso de fermentacion es dificil de

detectar. y control en linea.

El proceso de extraccion suele ser
complejo; alli es una gran cantidad de

aguas residuales organicas.

El proceso de extraccion es simple y
controlable; poca agua organica residual.

Alta actividad de agua.

Actividad de agua baja.

Recipiente de fermentacion sellado.

Recipiente de fermentacion simple.

Cepas puras.

Enriquecimiento natural o cepas de

reproduccion artificial.

Consumo de energia y equipamiento

la inversion es baja.

Consumo de energia e inversion en

equipos son altos.

Alto costo de materia prima.

Bajo costo de materia prima.

Fuente: Chen, 2013

1.3.4 Tipos de biorreactores parala FMS

Los biorreactores son los equipos donde se realiza el proceso de cultivo (también
comunmente denominado “fermentador”), sea en estado sélido o liquido. Su disefio
debe ser tal que asegure la homogeneidad entre los componentes del sistema, las
condiciones Optimas para el crecimiento microbiano y la obtencion del producto
deseado (Ruiz et al., 2007).

Un biorreactor o fermentador se define como “aquel dispositivo que proporciona un
medio ambiente controlado que permite el crecimiento eficaz de las células y la
formaciéon de un producto”. El medio ambiente adecuado que proporciona un

biorreactor, tiene que tener niveles Optimos de temperatura, pH, sustrato, sales, y
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oxigeno, para asi convertir las materias primas en productos especificos (metabolitos)

de interés (Rodriguez et al., 2003).

Dentro de los procesos de fermentacion en medio solido existen actualmente dos
categorias: a escala laboratorio en las cuales se utilizan pequefias cantidades de medio
sélido hasta pocos kilogramos, y el otro que es a escala piloto y escala industrial en
donde se utilizan desde kilogramos hasta toneladas (Tabla 1.3). En la primera
categoria existen muchos disefios de biorreactores, los cuales llegan a ser muy
sofisticados, mientras que en la segunda categoria es poca la variedad de
biorreactores utilizados, solo algunos de los biorreactores a nivel industrial pueden

operar en condiciones estériles (Ruiz et al., 2007).
Tabla 1.3 Clasificacion y diferencias en biorreactores a nivel laboratorio, piloto e

industrial.

BIORREACTOR VENTAJAS DESVENTAJAS

Escala laboratorio

Columna Econdmico, facil | Canales preferenciales de
montaje, monitoreo y | Oz, dificultad en la toma de
control humedad, | muestra y problemas en la
temperatura, biomasa | eliminacion de calor.

y CO2. Conexion en
forma continua de

varias columnas.

Columna Estéril Control de humedad | Formacién de gradientes de
y temperatura. | concentracion de Oz vy
Sistema de | nutrientes.

esterilizacion  previo

inoculacion y toma de

muestra.
Tambor horizontal Mayor aireacion Yy | Dafio de estructura micelial.
mezclado del | Dificultad en el control de
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sustrato. Existen
varios diseflos con
modificaciones que

mejoran la remocion

temperatura 'y humedad.
Poco volumen utilizado en el

tambor.

del calor.
Zymotis Mejor transferencia | Problemas de asepsia en el
de calor. proceso. Mayor
compactacion de la cama de
sustrato.
Growtek Facilidad en la toma | No cuenta con un sistema de

de muestra. Mayor
contacto entre el
medio de cultivo y el
soporte solido. Menor

acumulaciéon de calor

aireacion. Solo se pueden
manejar una sola carga de
400 mL de medio liquido por

fermentacion.

en la cama de
sustrato.

Proceso continuo Menor tiempo de | Transferencia no homogénea
residencia. Mejor | de calor. Aglomeracién de
mezclado y | células por rompimiento
crecimiento fangico. | micelial.

Mayor asepsia.

Columna-Charola

Alta

transferencia de Oz y

Econdmico.

aireacion. Mayor
transferencia de
nutrientes. Facil
remocion de
temperaturas
elevadas.

Primer Prototipo. Optimizar la
cantidad y tamafio de
charolas en el volumen del

cilindro.

Escala piloto y/o industrial
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Biocon Automatizado en el | Dificultad en la toma de
control de las | muestra. Rapida generacion
variables de estudio | de calor exotérmico por
del crecimiento | crecimiento microbiano.
microbiano. Altos
niveles de asepsia.
Equipo compacto.

Lecho fluidizado Operacion de forma | Formacion de altos esfuerzos
continua. Menor | cortantes que pueden afectar
aglomeracién del | al microorganismos y

sustrato. Incremento | rendimiento del producto.
en la transferencia de
02 'y humedad.
Variedad de
configuraciones  de

soportes.

Fuente: Ruiz et al., 2007

1.3.5 Aplicaciones de la FES

La fermentacion en estado sélido se origin6 en el campo de la produccion de alimentos
tradicionales y a medida que pasaron los afios se realizaron innovaciones tecnoldgicas,
y alcanzé gran importancia en el campo farmacéutico y quimico, al igual en el campo

energético y medioambiental.
e Aplicaciones en el campo de la industria alimentaria
v El pan es un producto que se fermenta con levadura.

v El queso se produce a partir de fermentacion mixta utilizando Lactococcus

lactis y Estreptococo.

v' La salsa de soja y el miso implican el cultivo de Aspergillus oryzae en soja

y harina de trigo.
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v El cultivo de bacterias del acido lactico que transfieren el alcohol al acido
acético crea vinagre. Las etapas tradicionales de elaboracion de vinagre y
fermentacion con acido acético utilizan tecnologia de fermentacion en

estado solido.

v' El "arroz rojo" se produce mediante el cultivo de Monascus purpureus
sobre arroz cocido, que produce un pigmento rojo oscuro. Al final de la
fermentacion, el arroz rojo fermentado se seca y se muele, y el polvo se

utiliza como colorante para cocinar.
e Enlos campos farmacéuticos y quimicos

v' La produccion de acido lactico y citrico se habia logrado previamente
mediante fermentacion en estado sélido. La produccion de acido lactico
implica el cultivo de hongos filamentosos o bacterias utilizando mandioca,

remolacha azucarera, bagazo y otros desechos agricolas como sustrato.
v La produccién de acido fumarico, oxalico y linolénico.

v' Los metabolitos secundarios microbianos, como los aminoacidos, las
vitaminas y otras sustancias biol6gicamente activas, tienen un buen valor

para aplicaciones médicas e industriales.

v' La produccion de metabolitos secundarios como antibiéticos, toxinas

bacterianas, auxinas, farmacos inmunes y alcaloides.

v' La fermentacion en estado soélido también se ha aplicado en una variedad
de otros campos, como los de produccién de biosurfactantes, acido
glutamico, aminas, pigmentos, vitaminas, carotenoides, goma xantana y

mas.
e Enlos campos de laenergiay la proteccion del medio ambiente

v' La fermentacion en estado solido se ha aplicado con éxito para

biocombustibles, bioplaguicidas, biotransformacion, desintoxicacion
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biologica y biorremediacion.

v La produccion de etanol combustible a partir de la fermentacién en estado

solido.

v' La produccion industrial de plaguicidas mediante el cultivo de Bacilo

turingiensico y la virulencia (Chen y He, 2012).

v' La biotransformacion de cultivos y desechos para mejorar su valor
nutricional. Las cepas para la biotransformacion son comiunmente hongos

de pudricién blanca.
1.4 Conclusiones parciales del capitulo

1. Los tallos de yuca son factibles para la alimentacién animal debido a que poseen un

alto contenido de carbohidratos y bajo costo.

2. La levadura Candida utilis posee un alto contenido proteico y vitaminico, ademas
posee gran poder de adaptacion ante los cambios en las condiciones de crecimiento

y productividad por lo que es muy factible para la produccion de alimento animal.

3. Los aspectos a considerar en la propagacion de la Candida utilis son: la
temperatura, pH, el nivel de oxigenacion del medio, y la concentracion inicial de

sustrato.

4. En el proceso de fermentacion en estado sélido es importante el control de los
parametros de humedad, temperatura, pH, inéculo, actividad de agua, aireacion, y
agitacion ya que de ellos dependera el crecimiento de los microorganismos para la

formacion del producto final.
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Capitulo Il: Materiales y Métodos

En el presente capitulo se describe la metodologia propuesta en la realizacion del
trabajo, los procedimientos aplicados y equipos fundamentales utilizados en la

investigacion.

El trabajo experimental se desarrolla en los laboratorios del departamento de Quimica
de la Facultad de Ciencias Técnicas de la Universidad de Matanzas, sede “Camilo
Cienfuegos” en coordinacion con la Unidad Empresarial de Base (UEB) Bioproposito
Espafia Republicana de LABIOFAM.

Esquema metodologico de la investigacion
El proceso de investigacion presenta las siguientes etapas:

1. Analisis documental.
Preparacion y caracterizacion de la materia prima.

3. Determinacion de los insumos necesarios para las etapas de hidrolisis
enzimatica y fermentaciéon en estado sélido.
Hidrdlisis enzimética de tallos y raiz de yuca.
Preparacién del in6culo.
Disefio experimental para la obtencion de los parametros de operacion en la
produccion de sustrato proteico como alimento animal.

7. Balances de materiales en las etapas de hidrdlisis enzimatica y fermentacion en

estado solido.

2.1 Anédlisis documental

Se actualizan los datos de disponibilidad de tallos de yuca residuales en la provincia, se
indaga sobre las variedades mas cosechadas en el territorio, lo cual se muestran en el

anexo 1.

Con el objetivo de conocer detalladamente el proceso productivo que sirve de base
para la investigacion, las variables a controlar en cada etapa y los parametros de

calidad, se visit6 la UEB Espafia Republicana.
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2.2 Preparacion y caracterizacion quimica de los tallos de yuca residuales
2.2.1 Preparacién
Los tallos de yuca a utilizar para la investigacion pertenecen a la variedad CMC-40, los

cuales se recolectan en el municipio Cardenas.

Los tallos frescos se cortan en trozos de 10 cm de longitud y se secan al sol y al aire
por 12 dias, y después se trituran en un molino artesanal hasta un tamafio de particula
de aproximadamente 2 mm. Luego el material molido se somete a un secado adicional
a 60 °C en una estufa (DHG-9146A, China) durante 24 h. Una vez obtenido el material
seco se tamiza para obtener una fraccion con un tamafio de particula de 1 mm, que se
utiliza posteriormente para la determinacion de la composicion quimica de la materia
prima y para la hidrdlisis enzimatica. EI material seco tamizado se conserva en bolsas

de polietileno a temperatura ambiente.

1.3.2 Caracterizacion de la materia prima

Una vez terminado el proceso de preparacion se les determina a los tallos de yuca
residuales: humedad, cenizas (componentes minerales), almidon, sustancias
extractivas, carbohidratos estructurales (celulosa y hemicelulosa) y la lignina a partir de

los procedimientos analiticos reflejados en los protocolos del National Renewable
Energy Laboratory de los EE.UU. (Sluiter et al., 2008).

e Humedad:

Se seca durante 24 h el material a una temperatura de 105 °C en una estufa (DHG-
9146A, China), y el contenido de humedad se determina gravimétricamente mediante el

empleo de una balanza analitica digital (Sartorius BS 124S, China).
e Cenizas:

Las cenizas se determinan después de la incineracién de una muestra del material a

550 °C en horno mufla analégica con control térmico (SX2 Series, China).
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e Almidoén:

La técnica aplicada es una modificacion de la referida en Sluiter et al. (2008). Se
hidroliza enzimaticamente la muestra para lograr la transformacion del almidén en
azucares reductores. Lo que se sustituye es la utilizacién de la cromatografia por la
determinacién de azucares reductores totales (ART), que se realiza como se explica

posteriormente.

e Extractivos en etanol:

En un aparato Soxhlet de 75 ml se colocan aproximadamente 5 g de materia prima, y
se realiza la extraccion con 160 mL de etanol al 95% por 24 h con un bafio de agua. Al
finalizar la extraccion, el dedal con los sélidos residuales se lava con etanol y se seca al
aire por dos dias y luego a 40°C por 24 h. El etanol se separa del material extraido por
rotoevaporacion (IKA RV 05 Basic, Alemania). El balén con el extracto se seca a 40°C

por 24 h, y posteriormente se cuantifica por gravimetria.

e Polisacaridos facilmente hidrolizables (PFH):
Se determina los polisacaridos facilmente hidrolizables mediante un analisis
gravimétrico del residuo sélido remanente después de la hidrolisis de las
hemicelulosas. Se mezclan 2 g de muestras libres de extractivos con 20 mL de &cido
clorhidrico al 5 % en masa en un balén de destilacion. La mezcla se mantiene a
ebullicion durante 3 h en un equipo de reflujo colocado en un bafio de agua. Al finalizar,
la mezcla se deja enfriar hasta temperatura ambiente y se filtra a vacio. Los residuos
sélidos de la filtracién se secan a 105°C durante 24 h, se enfrian y pesan. Finalmente
se determina el contenido de polisacaridos facilmente hidrolizables mediante la

ecuacion 2.1.

(mi _mf)
m.

PFH = 100 (2.1)

Donde:

mi, masa inicial de la muestra, g.
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ms, masa del residuo, g.

Polisacaridos dificilmente hidrolizables (PDH):

Los residuos de la determinacion de los PFH se pesan y se colocan en vasos de
precipitado de 100 mL. A cada vaso se le adiciona 15 mL de &cido sulftrico al 72% en
masa, y la mezcla se mantiene por 2 h a temperatura ambiente, con agitacion
periodica. Posteriormente, la mezcla se transfiere a un balén de 500 mL, se le adiciona
135 mL de agua destilada y se coloca en reflujo durante 2 h en un bafio de agua.
Finalmente, la mezcla se enfria y se filtra a vacio. El residuo de la filtracion se seca a
105°C durante 24 h, se enfria y pesa. El contenido de PDH se calcula mediante la
ecuacion 2.2:

(m,

My =M ) 159 (2.2)
m.

PDH=

donde:
mi, masa inicial de la muestra, g.
mir, masa inicial del residuo de la determinacién de PFH, g.
msr, masa final del residuo de este proceso, g.
e Lignina:

La lignina se determina por la cuantificacion gravimétrica del residuo obtenido en la

determinacién de PDH. El contenido de lignina se calcula con la expresion 2.3:

m
% Lignina = —% x100 (2.3)
m.

1
donde:
mi, masa inicial de la muestra, g.

mar, masa final del residuo de la determinacion de PDH, g.
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2.3 Determinacién de los insumos necesarios para las etapas de hidralisis

enzimatica y fermentacion en estado sélido.

En la etapa de hidrélisis se afiaden dos enzimas, en primer lugar, la alfa-amilasa y
posteriormente la amiloglucosidasa, pero es necesario establecer la cantidad de
enzima a emplear, por lo que se usa la relacion de 0.8 mg de enzima/g almidén a

hidrolizar.

Entonces:

Menz = 0,8 * Maymiasn (2.4)
Donde:

M enz: Masa de enzima a agregar (mg).

m amidsn: Masa de almiddn a hidrolizar (g).

En las investigaciones en las que se trabaja con microorganismos se requiere de la
preparacion de los medios de fermentacion. Estos medios se preparan a partir de los
hidrolizados obtenidos durante la hidrélisis enzimatica. Para lo cual se afiaden los
nutrientes que requiere la Candida utilis para su crecimiento a través de sales. Las

fuentes de cada nutriente son las siguientes:

Fuente de carbono: hidrolizados de tallo-raiz de yuca
Fuente de nitrogeno: sulfato de amonio, fosfato diamonico

Fuente de fésforo: fosfato diamdnico

YV V VYV V

Fuente de magnesio: sulfato de magnesio

Para el céalculo de las dosis de sales afiadidas para el medio de cultivo se parte de la
levadura potencial que puede desarrollarse en el medio en funcién de los azlcares
presentes. De acuerdo con Herrera y Pons (2014) la masa de levadura potencial es la
mitad de la masa de la glucosa presente. Las dosis de sales afiadidas (en gramos)
para crear el medio de cultivo se determinan por las ecuaciones 2.5, 2.6 y 2.7 (Herrera
y Pons, 2014).
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0,03-g de levadura potencial 25
0,46 g de pentoxido de difosforo ( . )
g de fosfato de amonio

Fosfato diamoénico =

0,08-g de levadura potencial—0,2-g de fosfato diaménico 26
0,21 g de nitrogeno ( ' )
g de sulfato de amonio

Sulfato de amonio =

0,0075-g de levadura potencial 27
0,1656 g de magnesio ( . )
g de sulfato de magnesio

Sulfato de magnesio =

Estas cantidades de sales aseguran que la Unica fuente limitante del crecimiento sea la

del carbono.

2.4 Hidrdlisis enzimética de tallos y raiz de yuca.
Para realizar la fermentacion, es necesario disponer de hidrolizados que contengan
azucares reductores como fuente de carbono. La hidrdlisis enzimatica se efectia segun

el protocolo propuesto por Martin, et al. (2017).

A partir del protocolo a la materia prima que contiene el almidon a hidrolizar, se le
ajusta el pH a 5,8 utilizando acido clorhidrico 1M y se calienta hasta 85 °C en un bafio
de agua. Luego se le adiciona la enzima a-amilasa y se incuba la mezcla durante 4 h
en bafio de agua a 85 °C. Después se enfria a temperatura ambiente, se ajusta el pH
hasta 4,5 y se adiciona la enzima amiloglucosidasa. Posteriormente se incuba la
mezcla a 60 °C durante 48 h en una incubadora (Memmert, Tv40b, Alemania). Una vez
terminado el proceso, el hidrolizado se filtra al vacio para separar las particulas sdlidas

en suspension.

Ademas de la hidrélisis los tallos de yuca se necesita hidrolizar raiz de yuca para

alcanzar la concentracion de azlcares reductores requerida en la experimentacion.

Para la hidrdlisis de los tallos de yuca se pesan 100 g de tallos con un diametro de 1
mm y se adiciona 1400 mL de agua. Para el caso de la hidrélisis de raiz de yuca se
pesan 80 g y se le aflade 780 mL de agua. En ambos casos se sigue el protocolo

referido.
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2.5 Preparacion del inoculo.

La Candida utilis NRRL Y-660 fue la cepa utilizada para todos los estudios obtenida de
la Coleccion de Cultivos Microbianos del ICIDCA (Instituto Cubano de Investigaciones
de los Derivados de la Cafia de Azucar) y mantenida a 4°C en cufias de agar extracto

de levadura-peptona-glucosa.

La biomasa obtenida a partir de las cufias de agar se transfiere a un Erlenmeyer de 500
mL de capacidad con 120 ml del medio de propagacién esterilizado a 121 °C durante
15 minutos. Este medio se formula con un contenido de glucosa de 30 g/L, fosfato
diamoénico 2 g/L, sulfato de amonio 8 g/L, sulfato de magnesio 0,25 g/L y 0,3 g de
extracto de levadura. El pH se ajusta a 4,5 con solucion de hidréxido de sodio (NaOH)
1 My &cido sulfarico (H2SO4) 1 N. Este indculo se incuba durante 24 horas a 30 °C en

zaranda orbital marca HDL con una agitacion de 200 rpm (Liang, et al., 2009).

2.6 Disefo experimental para la obtencién de los parametros de operacion en la

produccion de sustrato proteico como alimento animal.

Para determinar las condiciones 6ptimas experimentales de la fermentacion en estado
sélido se elabora un disefio experimental de compuesto central, con la estrella de tipo
rotacional, mediante el software Statgraphics Plus version 5.0.

Se fijan las variables humedad en 70%, el pH en 4,5 y el tamafio de inéculo en 4 -107

células/g de masa seca inicial.
Se seleccionan como factores para evaluar su influencia:

Concentracion inicial de sustrato: El rango a evaluar es de 20-40 g/L. Estos valores
se seleccionan a partir de datos reportados para la Candida utilis (Otero y Almazan,

2012), ademas se siguen criterios economicos.

Temperatura: Se selecciona entre 28 y 33 °C, ya que es el rango 6ptimo de

crecimiento de la levadura Candida utilis.
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Velocidad de agitacion: El rango seleccionado es de 200-400 rpm (3,33-6,67 s1). Se

obtiene a partir de ensayos preliminares a diferentes velocidades de agitacion.

Se toma como variable de respuesta a la proteina bruta en % y se determina
ademas la concentracion de azucares reductores totales (ART).

Los experimentos se realizan por triplicado, ademas se incluye la aleatoriedad de los
mismos. En la tabla 2.1 se puede observar el disefio experimental con la combinacion

de los factores a evaluar. Se disefian un total de 48 experimentos.

Tabla 2.1: Disefio experimental obtenido

Numero | Blogue | Concentracion inicial | Temperatura | Velocidad de
de sustrato (g/L) (°C) agitacion (rpm)

1 1 30 30,5 131,8

2 1 40 28 400

3 1 20 33 400

4 1 30 30,5 468,2

5 1 30 30,5 300

6 1 30 26,3 300

7 1 40 33 200

8 1 20 33 200

9 1 46,8 30,5 300

10 1 13,2 30,5 300

11 1 30 34,7 300

12 1 20 28 400

13 1 40 28 200

14 1 40 33 400

15 1 20 28 200

16 1 30 30,5 300

17 2 30 30,5 131,8

18 2 40 28 400
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19 2 20 33 400
20 2 30 30,5 468,2
21 2 30 30,5 300
22 2 30 26,3 300
23 2 40 33 200
24 2 20 33 200
25 2 46,8 30,5 300
26 2 13,2 30,5 300
27 2 30 34,7 300
28 2 20 28 400
29 2 40 28 200
30 2 40 33 400
31 2 20 28 200
32 2 30 30,5 300
33 3 30 30,5 131,8
34 3 40 28 400
35 3 20 33 400
36 3 30 30,5 468,2
37 3 30 30,5 300
38 3 30 26,3 300
39 3 40 33 200
40 3 20 33 200
41 3 46,8 30,5 300
42 3 13,2 30,5 300
43 3 30 34,7 300
44 3 20 28 400
45 3 40 28 200
46 3 40 33 400
a7 3 20 28 200
48 3 30 30,5 300
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Fuente: Elaboracién propia

Para la realizacion del disefio de experimentos se pesan 20 g de tallos de yuca que se
han hidrolizado y secado y se introducen en un Erlenmeyer de 500 mL. Aparte, se
prepara el medio de fermentacion con las sales nutrientes que se requieren en funcion
de la levadura potencial, la cantidad necesaria de hidrolizados de tallos-raiz de yuca
para alcanzar la concentracion inicial de sustrato, el in6culo y la cantidad de agua que
asegura la humedad del 70 %. La mezcla se homogeniza bien y se introduce en el
Erlenmeyer. Nuevamente se realiza la homogenizacién del medio de fermentacién con
los tallos de yuca y se coloca en la zaranda orbital marca HDL con una agitaciéon y
temperatura en dependencia del disefio de experimentos. De esta manera se procede

para ejecutar los 48 experimentos.

2.6.1 Variables medidas en el disefio experimental.

Las variables que se miden en la experimentacion se describen a continuacion.
e Azlcares reductores totales (ART)

Se determinan mediante el método colorimétrico usando el acido 3,5-dinitrosalicilico
como desarrollador de color (Miller, 1959), y se lee la absorbancia a 542 nm en un
espectrofotometro (Rayleigh VIS 723G, China).

e Porciento de proteina bruta
Se determina mediante andlisis volumétrico mediante el método de Kjeldahl.

Se toma una muestra de 1 g del producto obtenido, se afiade 10 g de sulfato de potasio
(K2S04), 1 g de sulfato de cobre (CuSOa4) y 25 mL de acido sulfarico al 98%. Se afladen
a un balon Kjeldahl y se quema con mechero de gas hasta que la muestra tome un
color verde. A esta muestra verde se le aflade 250 mL de agua destilada y 70 mL de
hidroxido de sodio al 50% y posteriormente se destila mezclando el destilado con 50
mL de acido sulfarico al 0,1 N. Al destilado se le afiade el indicador rojo de metilo y se

valora con hidréxido de sodio 0,1 N.
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e Conteo en camara de Neubauer

Se realiza para ajustar el tamafo de inoculo. Para contabilizar las levaduras totales se
calcula la media aritmética de levaduras contenidas en varios grupos de cuadros y para
determinar la cantidad de levaduras que hay por cada mL de muestra se emplea la

ecuacion 2.8.

X levaduras # cuadros cimara 1000mm3 .
* * = x millones de levaduras/mL (2.8)

Y cuadros Volumen camara imL

2.7 Balances de materiales en las etapas de hidrdélisis enzimatica y fermentacion

en estado solido.

El balance permite contabilizar las necesidades de cada materia prima, la fibra
resultante del proceso de hidrdlisis y la necesaria para que cumpla con el requisito de
proteina bruta, por lo que se realizan balances de materiales en las etapas de hidrolisis
y fermentacién para diferentes combinaciones de materia prima, sobre la base de
producir 100 kg de biomasa. Las combinaciones raiz- tallo de yuca son:

- 90% de tallos de yuca residuales; 10% de raiz
- 80% de tallos de yuca residuales; 20% de raiz
- 66% de tallos de yuca residuales; 34% de raiz

- 50% de tallos de yuca residuales; 50% de raiz
La masa de almidén se determina mediante la ecuacion 2.9.
Mym = MS * %alm (2.9)
Donde:
My, Masa de almidon
MS: materia seca
%alm: porciento de almidén

La masa de glucosa se determina mediante la ecuacion 2.10.
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Mgiyue = Mam * 1,11 (2.10)
Donde:

Mgy, Masa de glucosa

La masa de biomasa se determina mediante la ecuacion 2.11.

Mpiom = Mgruc * 0,5 (2.11)
Para determinar el porciento de proteina bruta se emplea la ecuacion 2.12.

%PB = — (2.12)
Donde:

%PB: porciento de proteina bruta

P: proteina

ST: masa de solidos totales

La proteina se determina mediante la ecuacion 2.13.

P =0,5*Mpiom (2.13)

2.8 Conclusiones parciales del capitulo
Se propone como estrategia a seguir para la obtencion de los parametros de operacion

de la fermentaciéon en estado sélido de tallos de yuca, la siguiente:

1. Determinacion de la composicién de los tallos de yuca residuales.
Realizacion de la hidrélisis enzimatica de los tallos y la raiz de yuca.

3. Determinaciéon de los pardmetros Optimos para la obtencién del sustrato
proteico, a partir de la fermentacion en estado solido, mediante un disefio de
experimentos.

4. Realizacion de los balances de materiales requeridos para obtener las
combinaciones de tallo y raiz de yuca que garanticen el indicador de proteina

bruta.
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Conclusiones

Se definen las técnicas para la determinacion de la composicion de los tallos de
yuca residuales, lo que permite establecer los componentes principales que lo
forman, especialmente el contenido de almidén, que es el punto de partida para
obtener alimento animal proteico.

El procedimiento para la hidrolisis enzimatica de la raiz y de los tallos de yuca
detalla los pasos para lograr la transformacién del almidon en los azlcares
reductores que se requieren en el proceso de fermentacion.

El disefio de experimentos central compuesto determina los valores Optimos de
temperatura, agitacion y concentracion inicial de sustrato con los que se
desarrolla la levadura Candida utilis durante la fermentacién en estado sélido.
Los balances de materiales propuestos permiten establecer las combinaciones
de tallos y raiz de yuca que aseguran el cumplimiento del indicador de proteina

bruta en el alimento animal, y las cantidades de materia prima que se requieren.
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Recomendaciones

1. Desarrollar experimentalmente la investigacion para asi demostrar los resultados
esperados.

2. Evaluar el efecto del producto en la nutricién animal.
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Anexo

Anexo 1: Disponibilidad de los tallos de yuca en Matanzas (Campafia 2016-2017)

Total Variedad de yuca
Municipio —
(ha/a) C-6329 CMC-40 C-74-725 Senorita
Matanzas 34,3 6,8 7,7 8,6 11,2
Cardenas 47,9 17,1 10,6 9,7 10,5
Marti 59,5 11,3 - 28,2 20,0
Colén 68,4 14,8 9,8 19,5 24,3
Perico 108,7 21,5 14,7 29,6 42,9
Jovellanos 171,5 16,6 21,3 78,4 55,2
Pedro 51.6 87 105 16,3 16,1
Betancourt
Limonar 72,0 10,3 - 41,7 20,0
Union de 473.0 71.8 31,7 173.4 196,1
Reyes
Ciénaga de 115 2.7 . 5,8 3,0
Zapata
Jaguey Grande 127,1 31,7 20,5 23,3 51,6
Calimete 31,6 6,9 3,3 11,8 9,6
Los Arabos 19,3 4.6 1,8 4,9 8,0
Total 1276,4 224.8 131,9 451,2 468,5

Fuente: Ministerio de Agricultura Provincial
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