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La fermentacién en cultivo sumergido utilizando como
sustrato jugo de guayaba tratado enziméticamente con tres
enzimas y posteriormente diluyéndolo hasta una concentracién
de sustrato fermentable def2%, proporciond menor cantidad
demicelio y, por ende, menor cantidad de protefna por gramo
de guayaba empleado, por lo que se conchuye que el proceso
fermentativo no es adecuado para realizarlo a nivel planta
piloto o industrial. Se logré obtener un rendimiento de0.12 y
unaproductividad de 0.34 g/I/dia, que son menores que las de
la fermentacién en estado solido.

INTRODUCCION

La problemética actual que viven los productores de

guayaba respecto a la produccién y principalmente la co- .
alternativas que

mercializacion ha dado pauta al desarrollo de
pﬂnﬂvﬂhymnpmmmmhm
de produccitn, yaque la guayaba contiene una buena cantidad
de azlicares que son fermentables. Algunas de estas alternativas
son: a) La fermentacién en estado sélido de 1a guayaba de
desecho (proyecto anterior 1991); b) Fermentaci6én en cultivo
liquido utilizando la guayaba de desecho (proyecto actual
1993), y ¢) Proyecto para 1994 “Utilizacién de la guayabade
baja clase para la obtencion de productos alcoh6licos”.

Muchas de las fermentaciones que en sus inicios se
realizaron utilizando la fermentacién en estado s6lido han
sido llevadas a fermentacitn en cultivo sumergido utilizando
fermentadores o biorreactores de gran volumen con la finalidad
de: Producir mis o menor precio, aumentar el rendimiento,
disminuir la mano de obra y asi bajar costos, tratar de
automatizar el proceso, medir y controlar mejor las variables
del proceso y disminuir los problemas de contaminacion del

Es por todo lo anterior que, como ya se habia realizado el
proceso de fermentacion en estado s6lido, se vishambraba in-
teresante investigar cudles serian los resultados al someter a
fermentacion aerbbica en un biorreactor de cultivo sumergido
¢ljugo que seobtendria de moler y prensar la guayaba, claro,
utilizando el mismo microorganismo empleado en la fer-
mentacion en estado s6lido y poder hacer una vilida com-
paracion,

Se considerd que si el sustrato sobre el cual acta el
Aspergillus niger son los azicares de la guayaba, una vez
obtenido el jugo se podria implementar en proceso fermen-
tativo similar al usado para la protluccién de icido citrico
usando una variedad diferente del mismo tipo de micro-
organismo a un nivel industrial.

Alguno de estos proyectos en un momento dado podria
ayudaradisminuirel problemadel qué hacer con los excedentes
de guayaba que en el mercado se encuentran a bajo precio y
que el productor mejor los deja perder en vez de darles mayor
valor agregado.

Objetivos del trabajo

1.- Se obtendra un in6culo de Aspergillus niger en uh
medio de cultivo sumergido usando un matraz agitado,

2.- Se encontrard la concentracion Optima de azhicares
disueltos fermentables en elmedio de cultivo usando matraces

3.- Se encontrarin las condiciones 6ptimas para el
crecimiento del hongo (flujo de aire, velocidad de agitacion
y tiempo de fermentacion).

4.- Se separaré la biomasa producida y se realizara la
cuantificacion de la proteina microbiana.

5. Se realizarin varias fermentaciones para obtener los
datos cinéticos del crecimiento del Aspergillus niger.

6.- Se obtendrén datos de cinética del crecimiento.

7.- Se compararén los resultados obtenidos con los de la
fermentacién en estado s6lido.

MATERIALYMETODOS

Material biolégico utilizado.

Se empled guayaba de desecho adquirida en el Centro
Comercial Agropecuario y el microorganismo empleado fue
Aspergillus niger.

Pretratamiento delsustrato.

La guayaba se tratd enzimiticamente utilizando tres
diferentes enzimas. La primera enzima usada fue Viscosime
(enzima pectolitica) la segunda fue Termamil (enzima
amilolitica termoresistente) y la tercera una Glucoamilasa
(degradadora de oligosacaridos de glucosa obtenidos de la
hidr6lisis con amilasa). El producto obtenido fueun jugo con
baja viscosidad y un mayor contenido de azticar.
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Andlisis de jugo deguayaba
Losandlisis practicados fueron: concentracion de aziicares fermentables (seempled el método de Miller, 1959), proteinas,
grasa, cenizas y fibra cruda. Se usaron los métodos oficiales de A.0.A C. (1980).

Preparacién del indculo

Las esporas fueron propagadas en un medio deagar-jugo de guayaba y posteriormente transferidas a un tubo estéril usando
solucion acuosa de twen 80 al 10% estéril. Las esporas se cuantificaron empleando cuenta directa al microscopio, y
posteriormente se inocul6 con éstas un matraz con jugo de guayaba al 2% y se incubé a 28°C en una cAmara y se empled un
agitador orbital de matraces para mantenerlo en agitacion constante a 100 rpm.

Desarrollo del proceso fermentativo

Seempled un biorreactor de 2 litros de volumen total esterilizable, agitado con control de temperatura y agitacion, el cual
fue cargado con 1 litro de jugo de guayaba al 2%y se inoculaba con los pelet obtenidos en la etapa anterior, Las condiciones
dela fermentacion fueron: temperatura 28°C., agitacion 75 rpm, flujo de aire 1.5 vvm, pH 3.5 y tiempo de fermentacion 7 dias.

Separacion y cuantificacién del producto final

Pmmhmemdmomfammudosemmehampmccsodcﬁhmﬁnpmmelmho el cual es secado y se
le determina el contenido de proteina y su peso seco. En el filtrado (liquido residual de la fermentaci6n) se cuantifican los
aziicares residuales disueltos. :

Cinética de crecimiento del hongo

Para realizar ésta se prepard una corrida enel biorreactor y se tomaron muestras dos veces al dia del caldo de fermentacién
y se analizaron los mismos compuestos que en el producto final. Esto se realizb varias veces manteniendo las mismas
condiciones, para asi conocer el comportamiento del microorganismo.

RESULTADOS
1.- Los primeros resultados obtenidos son:
Esquema general del tratamiento enzimético que se dio a las guayabas, ver el diagrama presentado en la figura 1.

mﬂ
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Pc-rmneuﬂnhd Molerutilizando Ajustar pH= 5.5 incubar a 50°C y
conocidade guayaba > molino manual o licuadora > adicionar0.01% de Viscosime

AjustarelpHa 6 < Enfriara 30°C Sostener el 2 Calentara 90°C
. calentamiento por 1 hr. adicionar 0.3% de
‘ Termamil (enzima)

(enzima) : I
AjustarelpHa3.5

Figura 1.-Esquema del tratamiento enzimético del jugo de guayaba.

El rendimiento obtenido por este método enzimético es del 72%.



2.- Andlisis del jugo de guayaba.

Los valores promedio de los diferentes componentes del
jugo de guayaba con el tratamiento enzimético se muestran
en latabla 1.

r———

COMPONENTE %ENPESO
Axzficares fermentables 16.%
Proteina 0.3%
Grasa 0.2%
Fibra Cruda 0.0%
Cenizas 0.6%
pH (original) y 3

Tabla 1. composicion promedio deljugo de guayaba
e —— e

3 .- Fermentacién en matraces agitados.
Seutilizé el jugo de guayabaa diferentes concentraciones
para saber qué concentracion de aziicares era lamés optima.

Utilizando métodos estadisticos se calculé ladesviacion
estandar, la varianza, la media de los datos obtenidos del

imiento del micelio y a continuacién se presentan los
resultados.

valormedio =2.43101 g/t
desv. estandar =0.0267
varianza=0.000713

4.- Cinética del crecimiento

Resultados de la cinética de crecimiento de A. niger
utilizando las mismas condiciones que en los experimentos
anteriores. Las muestras fueron tomadas cada 24 hrs, durante
los 7 dias que dura el experimento y se analizaron los
siguientes pardmetros: a) cantidad de micelio producido, b)
lacantidad de aziicar residual en el medio, y ¢)el % deproteina
en el micelio. Los resultados se muestran en latabla No. 4 y

éstos fueron graficados para conocer el comportamiento en

En latabla No. 2 se muestran dichos resultados. funcion del iempo.
— W

No. de Cone. inicial de Cong. final de % Prot. Tiempo Concentracion Concentracitn de
matraz  azlicaresgr/100ml.  azGcares gr/100 ml. en dias biomasamg/ml aziicar residual mg/ml

1 14 1.5 4.7 0 0 20

2 10 35 48 1 0.15 17

3 8 1.5 4.6 2 0.76 138

4 6 08 4.1 3 1415 12

- 4 0.55 3.9 4 1.956 9.8

6 2 0.25 387 5 2.275 13

7 1 0.0 1.50 6 2352 375

7 2431 5

Tabla 2. obtencidén de laconc. dptima de azticar, con 300
ml de medio, agitacion de 75 rpm y 1 vvm de aire.

Enbase a los resultados mostrados en latabla anterior se
procedi6 a escalar el proceso anivel de 1000 mlutilizando un
fermentador para cultivo batch con agitacién mecénica,
medicion de pH, control de temperatura. Los resultados
obtenidos a este nivel fueron los mostrados en latabla No. 3.

No. de Experimento

Cantidad de Micelio
obtenidaen gr.

24338
24981
24294
24300
24155
24285
23905
24350
24425
24068

OOV d N E WM -

Tabla 3. produccién de micelio de A. niger, utilizando
1000 mldejugo de guayabaal 2% en fermentador agitado. Con
un tiempo de fermentacion de 7 diasa 28° C de temperatura,

Tabla 4. datos de la cinética de crecimiento y consumo de
sustrato.

Las grificas | y 2 se muestran en las siguientes piginas.
La grifica | muestra el comportamiento de la concentracion
de biomasa en funcion del tiempo y la grifica2 muestracoémo
varia la concentraciébn del sustrato (azlicar) también en
funcién del tiempo.

LagréficaNo. 3 muestralos datos cinéticos del crecimicnto

de A. niger expresados como %de proteinaal crecer sobreel
sustrato sOlido.

Lagrafica No. 4 muestra las grificas comparativas de los
dos tipos de fermentaciones.

Elrendimiento fuedel 0.12 y laproductividad fuede (.34
g/lVdia.

Enlas fotografias | y 2 se muestran los equipos utilizados
para la preparacion de inbeulo y el biorreactor usado.
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Grdfica 1.- CINETICADE CRECIMIENTO.
A. niger en jugo de guayaba 2%

Grifica 2.- CINETICA DE CONSUMO DE AZUCAR.
A. niger en jugo de guayaba 2%




Grifica 3.- CINETICA DE CRECIMIENTO DE

- A. niger. sobre guayaba y por fermentacién sélida

e T T 1
3 4
Tiempo en dias

J

Grifica4.- GRAFICACOMPARATIVA DE LAFERMENTACION

en sustrato sélido y liquido

"

19 9

a9

8~

17



Fotografia 2.-BIOREACTOR EMPLEADO EN EL PROCESO FERMENTATIVO.



ANALISIS Y DISCUSION DERESULTADOS

1.- El tratamiento enzimético que recibe la pasta de
guayaba, permite la obtencion de un jugo ficil de filtrar y
ademas con un incremento del tres al cuatro por ciento mis
de azicares fermentables. Respecto al rendimiento éste
también se incrementd, obteniéndose menor cantidad de
residuos después de la filtracion.

2.- La produccién de biomasa se debe realizar con la
concentracion de sustrato més adecuada, de manera que la
cantidad residual de éste sea minima y permita obtener la
mayor cantidad de micelio. El valor de la concentracién
escogido fue el de dos por ciento, en el reporte de avance se
comentd que laconcentracion Gptima era seis por ciento, pero
pruebas posteriores y anlisis de mis muestras nos dieron el
de dos por ciento. Asi, conun litro de medio con dos por ciento
de sustrato dard igual cantidad de micelio que 125 ml dejugo
con 16%de sustrato, en caso de no haber inhibicion por sustrato
o algin metabolito.

3.- La fermentacién en matraces agitados en forma orbi-
tal, permiti6 obtener una buena cantidad de biomasay conocer
qué cantidad de aire himedo a emplearse, asi como la
velocidad de agitacion.

4 - Respecto alacantidad de micelio obtenido, el proceso
resulté con bastante éxito ya que éstos son muy cercanosa los
reportados con otros sustratos.

5.- La comparacion de los datos cinéticos de ambos

pmemnfummﬁvmbnmummm
observar que la fermentacion en sustrato sélido da mejores

imi y:qayugww&vidndqmc!pmuodemﬁm

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Del trabajo realizado podemos concluir:

1.- Es indispensable darle ¢l tratamiento enzimético a la
guayabcmoﬁthpumbmueljugoyadmhquumhﬁcﬂ

debombear, filtrar y 1a fermentacion se realiza en condiciones
bien asépticas.

2.- La fermentacion en estado slido de la guayaba de
desecho es més conveniente ya que se logra un mayor
incremento de la cantidad de proteina que en la fermentacion
en cultivo sumergido, como lo muestra la grifica No. 4. Por
lo que la hip6tesis planteada fue parcialmente falsa, ya que
hay que realizar otras fermentaciones con otras condiciones.

3.- Se recomienda realizar la fermentacion utilizando la
adicion de cloruro férrico que en trabajos anteriores ha per-
mitido incrementar la cantidad de micelio y por lo tanto la
cantidad de proteinatambién,

4.- Se recomienda también el cambio del mbvil de
agitacion, ya que en el fermentador donde se realizb el
experimento se tenia que dejar de agitar pues clmicelio crece
en elmovil de agitacion (turbina Ruhston 6 paletas), se debe
cambiar por un agitador de helicoidal.
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