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RESUMEN

El raquis de la palma africana (Elaeis guineensis) es considerado uno de los subproductos obtenidos en las
plantas extractoras de aceite, el mismo provoca contaminacion ambiental, sin embargo, con los avances bio-
tecnologicos se puede aprovechar este residuo, al utilizarlo como sustrato para el crecimiento de microorga-
nismos y a su vez aumentar la concentracion de proteinas en el mismo. Fueron formulados cuatro medios a
partir del raquis previamente secado y triturado e inoculado Aspergillus niger a una concentracion de 5000 y
50000 conidios/g de medio por un tiempo de 8 y 12 dias. Mediante un disefio factorial 22, se determiné que la
concentracion del indculo y el tiempo de fermentacion influyeron significativamente sobre el enriquecimiento
proteico del raquis, resultando que en el cultivo donde se inoculd una concentracion de 50000 conidios/g con
una duracion de 8 dias se alcanzaron valores de 15,5 mg/ml de proteinas.

Palabras claves: hongo filamentoso, fermentacién microbiana, fermentacion en estado sélido
ABSTRACT

The rachis of the African palm (Elaeis guineensis) is considered one of the by-products obtained in oil
extraction plants; it causes environmental pollution; however, with biotechnological advances, this residue
can be used by using it as a substrate for the growth of microorganisms and in turn increase the concentration
of proteins in it. Four media were formulated from the rachis previously dried and crushed and inoculated
Aspergillus niger at a concentration of 5000 and 50000 conidia/g medium for a time of 8 and 12 days. Through
a factorial design 22, it was determined that the concentration of inoculum and fermentation time significantly
influenced the protein enrichment of the rachis, resulting in the culture where a concentration of 50000 conidia
/g was inoculated with a duration of 8 days values of 15.5 mg/ml of proteins were reached.

Keywords: filamentous fungi, microbial fermentation, solid-state fermentation

INTRODUCION

La palma africana (Elaeis guineensis) es una oleaginosa originaria de las costas occidentales de Africa, de
donde se puede extraer aceite. En los tltimos afios ha tenido un aumento en su produccioén a nivel mundial,
superando al aceite de soja, ya que se emplea para producir biodiesel. Ademas, el aceite extraido de la palma
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es utilizado para elaborar cosméticos, alimentos, cremas y jabones, lo que significa que su demanda va
incrementando, siendo el 27,58% de la produccion de aceites vegetales y el 51% de las exportaciones de
aceites y grasas, representando un incremento del 8% desde 1996 hasta el 2017".

E. guineensis es un cultivo tropical considerado uno de los principales sembrios agroindustriales en el Ecuador,
con gran importancia econdmica, dado el aumento de la demanda de aceite de palma. Segun el INEC en el
ano 2020 la superficie plantada fue de 256854 hectareas, mientras que la superficie cosechada fue de 188469
hectareas, la produccion en ese afio fue de 2446312 toneladas y las ventas de 1983890 toneladas?.

La extraccion de aceite de E. guineensis conlleva varios procesos que son: recepcion de los racimos de fruta
fresca, esterilizacion de los racimos, desfrutacion, digestion, prensado y clarificacion, donde se purifica el
aceite separando los materiales solidos existentes y el agua. De este procedimiento se obtienen desechos
agroindustriales como el raquis, especificamente en la etapa de desfrutacion, ya que genera el racimo vacio®.
El raquis es un residuo lignocelulodsico, que puede ser aprovechado por los microorganismos como los hongos,
porque poseen la capacidad de degradar la celulosa y la lignina mediante enzimas que son secretadas al medio,
por lo que puede emplearse en los procesos productivos, contribuyendo al mejoramiento ambiental®.

Los microorganismos que se utilizan para generar sustratos enriquecidos con proteinas deben poseer las
siguientes caracteristicas: bajos requerimientos nutricionales, crecimiento rapido y un sistema de facil
procesamiento. Estos requisitos los cumplen ciertos hongos como Aspergillus niger y levaduras como
Saccharomyces cerevisiae, aunque el microorganismo a utilizar depende del sustrato y del proceso al que se
someterd’.

Se ha evidenciado el éxito del enriquecimiento proteico a través de la fermentacion en estado solido utilizando
A. niger en diferentes sustratos, por ejemplo con desechos agroindustriales de camote y sandia, se ha alcanzado
medios ricos en proteinas con valores mayores al 70% en 14 dias de fermentacion en estado s6lido®.

En este trabajo se evalud la concentracion del indculo a utilizar de Aspergillus niger, asi como el tiempo de
fermentacion con el objetivo de aumentar la concentracion de proteinas en el raquis de Elaeis guineensis.

MATERIALESS Y METODOS

Obtencion del sustrato

Se recolectd el raquis prensado de E. guineensis de la extractora de aceite “San Daniel”, el cual fue
transportado dentro de saquillos, hacia los laboratorios de la Unidad Operativa de la Direccion de
Investigacion y Desarrollo (UODIDE) de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia
de la Universidad Técnica de Ambato.

El raquis fue sometido a un proceso de secado empleando un secador de bandejas a la temperatura de 72 °C
por 24 horas y se trituré utilizando un molino manual’.

Proceso fermentativo

Se inocularon 5000 y 50000 conidios/g de medio de A. niger en el sustrato obtenido a partir del raquis seco y
molido. Se incub¢ utilizando un agitador orbital a la temperatura de 30 °C con una velocidad de agitacion de
130 rpm durante 8 y 12 dias. La concentracion de proteinas se determiné por el método de Biuret, a partir de
la lectura de absorbancia en el espectrofotometro a una longitud de onda de 540 nm, utilizando una curva
patron de albumina de suero bovino.
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La concentracion de biomasa fue estimada por el método gravimétrico de peso seco, se determin6 la masa del
tubo de centrifuga vacio, seguidamente se colocd 5 mL de la muestra del fermentado y se centrifug6 a 4000
rpm por 10 minutos. El pellet obtenido se lavd con agua destilada y colocé en la estufa a 60 °C durante 24
horas. Se calculo la concentracion celular a partir de la relacion entre la masa de la muestra seca y el volumen
del cultivo utilizado®.

Para el analisis estadistico se empled el software Statgraphics Centurion version XVIII, donde se realizé un
analisis de varianza (ANOVA) con un disefio experimental 22, para determinar la influencia de la
concentracion del inoculo (5000 y 50000 conidios/g de medio) y el tiempo de fermentacion (8 y 12 dias) sobre
el incremento proteico y la concentracion de biomasa del Aspergillus niger en el raquis de la palma africana.

RESULTADOS

Determinacion de la concentracion de proteinas

En el anélisis de varianza (ANOVA) para la concentracion de proteinas se puede observar que los factores:
concentracion del indculo (A) y tiempo de fermentacion (B) presentaron un Valor-P menor a 0,05 para un
nivel de confianza del 95% (Anexo 1), estos resultados demuestran que ambos factores influyeron
significativamente sobre la concentracion de proteinas’.

Para la concentracion de proteinas en el Diagrama de Pareto (Figura 1) se puede evidenciar que la
concentracion del indculo incide positivamente sobre esta variable, sin existir influencia significativa entre la
interaccion de ambos factores.

A:Concentracion del inéculo

B:Dias de fermentacién

AB

0 1 2 3 4 5
Efecto estandarizado

Figura 1. Diagrama de Pareto Estandarizado para Concentracion de proteinas

Con respecto al Grafico de Efectos Principales (Figura 2) se puede indicar que en el cultivo donde se inoculd
una mayor concentracion del indculo (50000 conidios/g), la concentracion de proteinas fue mayor, mientras
que al aumentar el tiempo del cultivo la concentracion de proteinas disminuye. La sintesis de proteinas esta
relacionada a la division celular y esta se produce mayormente durante el crecimiento exponencial'”.

Durante la fermentacion sumergida existe degradacion proteolitica causada por la accion de proteasas
intracelulares y extracelulares producidas durante el crecimiento fungico, si estas no se eliminan, las proteinas

son degradadas, disminuyendo su concentracion a medida que transcurre el proceso fermentativo!l.
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Figura 2. Efectos principales para la concentracion de proteinas

Determinacion de la concentracion de biomasa

Los resultados obtenidos en el andlisis de varianza (ANOVA) para la concentracion de biomasa demuestran
que los factores: concentracion del indculo y tiempo de fermentacidon influyen significativamente sobre la
concentracion de biomasa (Valor-P obtenido menor a 0,05) (Anexo 2).

En el Diagrama de Pareto (Figura 3) se puede observar que el factor de concentracion del indculo incide
positivamente sobre la concentracion de biomasa ademas, ambos factores superan la linea de valor critico en
la distribucién ¢ de Student, considerandose que poseen una influencia significativa sobre la concentracion de
biomasa, confirmando los resultados del analisis de varianza.

i

'+

A:Concentracion del inéculo

B:Dias de fermentacion

AB

0 1 2 3 4 5 6
Efecto estandarizado

Figura 3. Diagrama de Pareto Estandarizado para Concentraciéon de biomasa

Efectos Principales (Figura 4) muestra que existe disminucion en la concentracion de biomasa cuando aumenta
el tiempo de fermentacion. Al ser una fermentacion sumergida tipo batch los nutrientes son adicionados al
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inicio del cultivo, después del crecimiento celular, se comienzan a agotar los nutrientes, a acumular sustancias
toxicas que inhiben el crecimiento celular, por lo que el nimero de células disminuye ya que solo va a persistir
un nimero muy pequefio de estas'!.

1,11 .
1,07 -
1,03 -
0,99 - .

0,95

Concentracion de biomasa

5000,0 50000,0 8,0 12,0

Concentracion del inéculo Dias de fermentacion

Figura 4. Efectos principales para la concentraciéon de biomasa

La Superficie de Respuesta Estimada (Figura 5) muestra que con una concentracion del indculo de 50000
conidios/g y un tiempo de fermentacion de 8 dias se obtuvieron los mayores valores de concentracion de
proteinas y biomasa.

Deseabilidad

12

g 1 2 3 4 5 io8m;?o de fermentacion

Concentracion del in6culo (X 10000,0)

Figura 5. Diagrama de Superficie de Respuesta Estimada

Los valores 0ptimos obtenidos para ambas variables respuestas fueron de 15,48 mg/mL para la concentracion
de proteinas y 1,20 g/mL para la concentracion de biomasa (Tabla 1).
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Respuesta Optimo
Concentracion de proteinas (mg/mL) 15,48
Concentracion de biomasa (g/mL) 1,20

Tabla 1. Valores 6ptimos de concentracion de proteinas y biomasa

DISCUSION

A partir de los resultados obtenidos en esta investigacion, se han comparado con enriquecimientos proteicos
en otros sustratos como la pulpa de la yuca mediante fermentacion en estado solido utilizando cepas de 4.
niger, obteniendo incrementos proteicos de 21.54% en 8 dias de cultivo, coincidiendo este tiempo de
fermentacion con el empleando en esta investigacion'?. También se han utilizado residuos lignoceluldsicos de
maiz empleando biorreactores de tanque agitado con la accion de varios microorganismos obteniendo en un
tiempo de 96 horas (4 dias) valores superiores al 28%, lo que demuestra que el tiempo de fermentacion es una
variable de gran utilidad a estudiar en el proceso de fermentativo, asi como la composicion del sustrato lo que
puede contribuir a disminuir los costos en este proceso’.

El A.niger también se ha utilizado para el incremento proteico en sustratos como lo es la papa, la sandia y la
pina donde en 14 dias de cultivo se obtuvieron porcentajes mayores al 70%, lo que demuestra el potencial
biotecnologico que tienen los desechos agroindustriales en el enriquecimiento proteico®.

CONCLUSIONES

Se increment6 la concentracion de proteinas en el raquis de E. guineensis al utilizar A. niger, a valores desde
2,94 a 15,48 mg/mL. Los factores concentracion del inoculo y tiempo de fermentacion influyeron
significativamente sobre el crecimiento de 4. niger en el raquis de E. guineensis. Es decir con la mayor
concentracion del inoculo (50000 conidios/g) utilizada en esta investigacion y el menor tiempo (8 dias) se
logrd enriquecer con proteinas este sustrato.

La concentracion de biomasa estimada en el crecimiento fungico presentd un comportamiento similar a la
concentracion de proteinas en cuanto a la incidencia de los factores concentracion del indculo y tiempo de
fermentacion.

Existe relacion entre la concentracion de biomasa y la concentracion de proteinas ya que a medida que
trancurre el proceso fermentativo la poblacion celular aumenta y con esta la sintesis de proteinas necesarias
para el metabolismo celular.

Adicionalmente este estudio destaca el potencial del raquis de la palma africana como un sustrato alternativo
para el enriquecimiento proteico, contribuyendo a la valorizacion de este residuo agroindustrial, ademas la
utilizacién de microorganismos como Aspergillus niger para el enriquecimiento proteico ofrece una alternativa
sostenible y eco-amigable frente a métodos tradicionales que podrian generar impactos ambientales.

Esta investigacion podria contribuir al desarrollo de nuevas fuentes de proteinas para la alimentacion animal,
lo que tendria un impacto positivo en la seguridad alimentaria.

Se identificaron limitaciones que pueden ser consideradas para futuras investigaciones como lo fue el nimero
pequeiio de muestras, asi como factores que no fueron controlados como la composicion quimica del raquis
utilizado, el pH, la humedad del medio, el consumo de sustrato y oxigeno por el microorganismo.
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Como recomendaciones a futuras investigaciones se pudiera evaluar estos factores, ademas de aumentar la
masa de sustrato, asi como analizar la combinacién con otros residuos organicos como medio para el

crecimiento de A. niger.

Es importante continuar investigando en esta linea para comprender mejor los mecanismos involucrados en el
enriquecimiento proteico y para desarrollar tecnologias eficientes y sostenibles que permitan aprovechar el

potencial del raquis de la palma africana y otros residuos agroindustriales.

ANEXOS
Fuente Suma de Gl | Cuadrad | Razén-F | Valor-P
Cuadrados 0 Medio
A: Concentracion del indculo 4,16541 1 4,16541 2490 0,0011
B: Dias de fermentacion 1,47701 1 1,47701 8,83 0,0178
AB 0,063075 1 | 0,063075 0,38 0,5563
Error total 1,3384 8 0,1673
Total (corr.) 7,04389 11
Anexo 1. Analisis de Varianza para la concentracion de proteinas
Fuente Sumade | Gl | Cuadrado | Razon- | Valor-P
Cuadrados Medio F
A: Concentracion del inodculo 0,1083 1 0,1083 29,74 0,0006
B: Dias de fermentacion 0,0261333 1 0,0261333 7,18 0,0280
AB 0,0012 1 0,0012 0,33 0,5817
Error total 0,0291333 8 | 0,00364167
Total (corr.) 0,164767 11

Anexo 2. Analisis de Varianza para la concentracion de biomasa
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