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ABSTRACT

The use of citrus by-products was evaluated through the fermentation of the orange peel by means of
Aspergillus niger van Tieghem strain, 1867, which was obtained by inoculation in a petri dish, at a
temperature of 35°C and a pH of 4,3. The crushed orange peel was used as a substrate, partially
dehydrated, spread on trays, dried in cardboard trays and without heat pretreatment, adding only
components and mineral nutrients, and 4. niger was cultivated at different fermentation temperatures
between 8°C and 40 °C. Upon completion of the fermentation process of the pretreated orange peel,
maximum percentages of transformation of mineral nitrogen to organic nitrogen of 34.5% were obtained,
for a value of the thermal integral between 0°C and 320°C per day, obtaining 1 kg of dry matter, 6.6%
protein for 600 g of product (feed) with 18% protein. Finally, the variation of the pH of the substrate was
correlated as a function of the thermal integral of the feedstock; the performance of the transformation of
mineral to organic nitrogen as a function of the thermal integral of the feedstock and the evolution of the
organic nitrogen content of the orange peel fermented by A. niger compared to the thermal integral. The
results show high correlation coefficients. It is concluded that it is possible to take advantage of citrus by-
products by fermentation of the orange peel by 4. niger-.
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RESUMEN

Se evaluo el aprovechamiento de los subproductos citricos mediante la fermentacion de la corteza de
naranja por medio de Aspergillus niger van Tieghem, 1867, el que fue obtenido por inoculacion en placa
Petri, a temperatura de 35°C y aun pH de 4,3. Se utiliz6 como substrato la corteza de naranja triturada,
parcialmente deshidratada, extendida en bandejas, secada en bandejas de carton y sin pretratamiento
térmico, anladiéndole, inicamente, componentes y nutrientes minerales, y se cultivd a 4. niger a diferentes
temperaturas de fermentacion entre 8°C y 40°C. Al culminar el proceso fermentativo de la corteza de
naranja pretratada se obtuvieron porcentajes maximos de transformacion de nitrégeno mineral a
nitrégeno orgénico de 34,5 %, para un valor de la integral térmica entre 0°C y 320°C por dia, obteniendo
para un kg de materia seca, 6,6 % de proteina para 600 g de producto (pienso) con 18 % de proteina.
Finalmente, se correlacion¢ la variacion del pH del sustrato en funcion de la integral térmica del cultivo; el
rendimiento de la transformacion del nitrégeno mineral a organico en funcion de la integral térmica del
cultivo y la evolucién del contenido de nitrégeno organico del sustrato de naranja fermentado por el A.
niger frente a la integral térmica. Los resultados muestran altos coeficientes de correlacion. Se concluye
que es posible aprovechar los subproductos citricos mediante la fermentacion de la corteza de naranja por
A. niger.

Palabras clave: Aspergillus niger — corteza de naranja — fermentacion — nitrégeno inorganico y organico

INTRODUCCION  aplicacién de las cepas de dicho hongo en la
fermentacion de la corteza de residuos citricos
(Saezetal.,2002; Ahmedetal.,2016).

La produccién de alimentos proteicos no
tradicionales a partir de residuos y subproductos Uno de los métodos mas prometedores para la
agricolas, tanto para la alimentacion humana como  produccion de proteina no convencional lo
para animales, como el ganado, han experimentado  constituye la Fermentacion en Fase Solida (FFS)
un incremento progresivo en los ultimos afios. Se  de los residuos lignocelulésicos (Santos et al.,
han empleado los residuos de la cafia de azacary  2020), lo cual estd determinado en primera
luego la azucar refinada como materia prima para  instancia, a los grandes volumenes de estos
la obtencion de acido citrico en residuos de frutas  residuos que se producen anualmente en el mundo,
citricas, generando un alto costo de produccion, y, en segundo lugar, por las ventajas que tiene el
donde con el transcurrir de los afios se han buscado  sistema de FFS sobre las fermentaciones
nuevas alternativas de produccién mas sumergidas convencionales; complementando que
econdmicas; logrando cultivar a Aspergillus niger ~la cafia de azGcar como sus residuos
van Tieghem strain, 1867 con azucar morena, agroindustriales se utilizan en la producciéon de
obteniéndose buenos resultados, pero conun costo  alimento animal enriquecido en proteina por FFS
aun alto (Séez et al., 2002; Roukas & Kotzekidou, (Julian & Ramos, 2007).
2020).

El crecimiento en estado sélido, normalmente
Es importante conocer las caracteristicas de 4. sobre una placa de agar en una caja Petri, permite
niger para su identificacion, las cuales son: cabezas  medir la cantidad de biomasa producida para
conidiales de tonos negro a negro grisaceo, negro  diversas concentraciones iniciales de glucosa, pero
café, negro purpura y negro carbon. La mno es facil la determinacion de los productos
caracterizacion morfologica de la cepa de 4. niger  excretados, como en un medio liquido, por lo que
ALO1 confirma que la cepa empleada se tratadeun  solo se obtiene un conocimiento limitado acerca
A. niger var. niger, y muestra las caracteristicas del metabolismo de A. nmiger Los estudios
principales detalladas para la identificacion y realizados en sustratos solidos, como es el caso de
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la cascara de naranja parcialmente deshidratada, no
han incorporado ninguna informacion basada en el
conocimiento de las rutas metabodlicas de este
microorganismo, lo que nos permitiria describir el
crecimiento de A4. niger de una forma menos
empirica (Reyes-Ocampo et al., 2013; Abdullah ef
al.,2020; Sepulveda et al.,2020).

Es necesario plantear alternativas de alimentacion
animal basada en fuentes y alimentos no
convencionales y es aqui, donde opciones
biotecnoldgicas como las fermentaciones y en
especial la fermentacion en estado sélido (FES) se
consolidan como una alternativa para la generacion
de alimentos proteico-energéticos de buena calidad
y de bajo costo, evaluando el pH y el contenido de
nitrogeno organico, situacion que mejorara la
rentabilidad del agronegocio ganadero y en general
de las producciones pecuarias, dando una
alternativa econdémicamente viable vy
ambientalmente sostenible (Borras-Sandoval &
Torres-Vidales, 2016).

En la actualidad los altos indices de contaminacion
han llevado a los gobiernos de todo el mundo a
exigir a las industrias de productos citricos una
produccioén limpia, lo cual hace que las empresas
planteen soluciones para disminuir sus cargas
contaminantes, en virtud que la industria
alimenticia genera una gran cantidad de residuos
organicos e inorgdnicos, de caracteristicas
contaminantes y la biotecnologia y la fermentacion
son una excelente alternativa en la biodegradacion
de estos desechos, convirtiéndolos en materias
primas para la obtencidén de importantes productos
de consumo. En la produccién de piensos con A.
niger los niveles de los nutrientes y las condiciones
ambientales, como pH, agitacion, temperatura,
iones metalicos, concentracion de fosfato, fuente
de nitrégeno y carbono, alcoholes y aditivos, son
factores importantes que regulan la morfologia del
microorganismo y el proceso fermentativo (Lopez
etal.,2005).

Los modelos cinéticos para la produccion de
celulasas son escasos, especialmente para procesos
de fermentacion en fase sélida, en la que solo se ha
hallado trabajos relacionados que presentan un
modelo cinético simple para describir la dindmica
de la actividad de varias enzimas en un crecimiento
modélico del hongo A. niger en placas Petri, en
cuyo modelo no se establecen relaciones
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matematicas con varias variables del proceso, todo
lo cual limita su aplicacion y, que el modelo
cinético (polinomial) propuesto por los autores de
este trabajo esta estructurado de forma que se tiene
en cuenta la desnaturalizacion de la enzima por la
hidrolisis de la celulasa por las proteasas, y la
inhibicion de las enzimas debido al mdaximo
crecimiento del microorganismo, en la que ocupa
todo su espacio vital y deja de crecer (Ledn-Revelo
etal.,2018).

El platano Dominico Harton en estado maduro es
un fruto abundante en carbohidratos, por lo que se
empled como sustrato en un proceso de
fermentacion al agente 4. niger (Veldsquez et al.,
2010). La cascara de naranja puede convertirse en
un material esencial para la elaboracion de
biopeliculas debido a su contenido en fibras de
celulosa, pectina y aceites esenciales; donde la
composicion de la cascara de naranja varia de
acuerdo con la especie y a las condiciones de su
cultivo, reportandose que la naranja contiene 14,27
% masico de cascara; a su vez, la cdscara seca
contiene 53,27 % masico de carbohidratos; y que a
su vez, los residuos de naranja contienen los
porcentajes masicos siguientes: pectina, 29,8;
celulosa, 18,7; y, hemicelulosa, 20,9; vale decir que
el contenido de celulosa es cercano al 20% (Alata et
al.,2019).

Las enzimas pépticas se utilizan en la industria de
alimentos, debido a que la degradacién de Ia
pectina disminuye la viscosidad de los jugos,
facilitando asi procesos como clarificacion,
filtracion y concentracion de los extractos de frutas
y vegetales. Numerosas compaiiias producen
comercialmente enzimas pépticas a partir de
hongos, en especial del género Aspergillus,
mediante fermentacion en sustrato sumergido o en
sustrato sélido (Lozano & Lopez, 2018; Ozdal &
Kurbanoglu, 2019).

El propdsito del presente trabajo fue utilizar y
aprovechar los residuos y subproductos de Ia
industria citricola (corteza de naranja) por accion
de A4. niger para obtener piensos proteinizados para
animales y evaluar el pH en funcién de la integral
térmica (°C x dia), el rendimiento de nitrogeno en
funcién de la integral térmica (°C x dia) y la
cuantificacion del nitrégeno organico (% base
seca) en funcion de la integral térmica.
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MATERIALES Y METODOS

Sustrato

Se utiliz6 el residuo de corteza de naranja
procedente de los mercados aledafios (Santa Rosa,
Vencedores y Corazon de Jesus), Lima, Perti, y de
los vertederos de algunas plantas procesadoras de
frutas citricas. Se realizaron algunos procesos de
tratamiento de residuos solidos, entre ellos el de un
secado convenientemente. El subproducto
obtenido se triturd y paso a un proceso de molienda
mecanico. Al subproducto proveniente de la
molienda, por cada kg de materia seca de substrato
se le adicion6 como nutriente 60 g de nitrato
amonico, 4 g de fosfato potasico y 4 g sulfato de
magnesio; que, segin técnica disefiada, no se
aplica tratamiento térmico previo alguno. Las
condiciones de proceso fueron mantenidas
constantes o con minima variacion del pH (4,3) y
de latemperatura (32 °C).

Integral térmica

La integral térmica, en °C x dia se define como la
temperatura acumulada e integrada, que es
necesaria para completar un estado fenologico
(plantas), un estadio larvario (artropodos) o el
ciclo completo de un ser vivo como es el caso del 4.
niger. Este concepto es utilizado en biologia,
procesos fermentativos, procesos biologicos y para
realizar modelos matemadticos de prediccion de
desarrollo microbiano. Asi mismo, la integral
térmica corresponde a un indice de disponibilidad
de calor para el desarrollo y maduracion de
especies vegetales (corteza de naranja,
previamente deshidratada). Si desde el momento
que se produce la germinacion de un cultivo se
suman las temperaturas medias de cada dia hasta el
momento de madurez, la suma total es siempre la
misma.

Condiciones y aspectos del proceso

El proceso fue llevado a cabo en condiciones de no
esterilidad en todas las etapas de la investigacion,
dado que las cepas del 4. niger no permiten el
desarrollo y proliferacion de microorganismos.
Aun en estas condiciones se realizaron los
controles microbianos respectivos, durante las 24 h
y en toda la investigacion. Asi mismo, se evaluo el
pH por medio de medicion elemental simple
usando pH metro, la cuantificacion del nitrégeno
por el método micro Kjeldahl y la variacion de
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materia seca por método de constancia de masa
(Romero-Fernandezetal.,2019).

Relacion de las variables dependientes y la
independiente

La variacion del pH en funcidon de la integral
térmica (°C x dia), el rendimiento (en %) de
nitrégeno inorganico transformado a nitrégeno
organico en funcion de la integral térmica (°C x
dia) y el nitrogeno organico (% base seca) en
funcion de la integral térmica (°C x dia).

Elindculo

Con respecto al indculo, se empled una cepa de 4.
niger, procedente del laboratorio de microbiologia
de la “Farmacia Universal” de Lima, Peru. Las
caracteristicas principales de las cepas de 4. niger,
para su identificacion fueron: cabezas conidiales
de tonos oscuros a negro grisaceo, de formas
radiadas o divididas formando columnas de
cadenas de conidios irregulares o bien definidos.
La cepa se mantuvo en extracto de malta al 2%. Se
prepar6 una suspension de esporas por extraccion
con una solucion de sulfato sédico al 0,01% en
agua estéril (tratada a 100°C por 10 min) sobre
placas del cultivo esporulado, presentando una
concentracion de 4,5 x 10° esporas por cm’,
sirviendo para inocular el substrato de corteza de
naranja a razon de 20 mL de substrato por cada kg
de materia seca. Se realizo la determinacion de
aflatoxinas, por inoculacion en placa Petri durante
24 hy durante el periodo de la fase fermentativa.

Cultivo

El substrato inoculado para el cultivo fue extendido
en bandejas de plastico de 25x40x 10 cm’, conuna
densidad de carga de 25 kg de corteza de naranja
fresca por m’ de bandeja, las cuales se cultivaron a
8°C, 18°C, 26°C y 37°C, respectivamente. En
cuanto a los métodos analiticos, la materia seca se
determino por desecacion en estufa (equipo que
estd provisto de una capacidad de 5 kg y
temperatura de hasta 130 °C) a 104°C, hasta peso
constante; el pH, nitrdgeno total, y el nitrogeno
mineral.

Materia seca

El contenido en materia seca (MS) o contenido en
extracto seco, es la proporcion porcentual de
solidos en una mezcla sélida (cascara de naranja
parcialmente deshidratada) y, cuanto mas alta sea
esta proporcion, mas seca serd esta mezcla solida.
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La unidad del contenido MS es [% p/p] y el
procedimiento para determinar el contenido MS
fue medida en el laboratorio donde para ello se
extrajo una muestra de cascara de naranja
parcialmente deshidratada (que en algunas
ocasiones es llamada materia fresca) que fue
calentada en la mufla por encima de 100 °C para
que la humedad residual (en su mayoria, agua) se
evapore. El residuo seco restante se pesd y
pondero; ello dio como resultado el contenido de
sustancia seca de la mezcla de corteza de naranja
parcialmente deshidratada.

Analisis de datos

Los datos obtenidos se trataron estadisticamente
realizando un analisis de regresion cuadratica,
validado por su coeficiente de regresion de Person.
Para el coeficiente de correlacion » de Pearson se
utilizé la férmula siguiente:

Donde y, representa los valores calculados por el
modelo de estimacion, y representa la media
elemental de los datos experimentales y y
representa a los datos experimentales.

Aspectos éticos: Los autores sefialan que se
cumplieron todos los aspectos ¢€ticos a nivel
nacional e internacional.

Fermentation of the orange bark by Aspergillus

RESULTADOS

Los cultivos, como se resefia en la parte
experimental, se realizaron sin tratamiento térmico
previo buscando con ello que el aporte energético y
proteico al proceso fuera el menor posible. A pesar
de las condiciones no estériles, no se detectd
desarrollo de microorganismos diferentes a A.
niger, ni la presencia de aflatoxinas (analisis
realizado por inoculacion en placa Petri durante 24
h y durante el periodo de la fase fermentativa) en
los diferentes controles realizados a los cultivos.

Periddicamente se evaluo6 el pH del substrato, el
contenido de nitrégeno y la variacion de materia
seca de los cultivos, como el indice de
metabolizacion de la materia organica, y se analizo
su relacion con los factores de tiempo, temperatura
e integral térmica.

La fermentacion de cortezas de naranja y de
cualquier subproducto citrico, mediante cepas del
A. niger, manteniendo condiciones de proceso
estables, es una excelente alternativa en la
biodegradacion de estos desechos, convirtiéndolos
en materias primas para la obtencion de
importantes productos de consumo animal, como
son los piensos para animales mayores,
especialmente vacunos.

Los wvalores del pH, el rendimiento (nitrogeno
transformado/nitrogeno transformable) y el
nitrogeno organico (% base seca) en funcion de la
integral térmica (°C x dia) se presentan en las tablas
1,2y 3; respectivamente.

Tablal. Valores del pH vs la integral térmica (°C x dia).

Integral térmica (°C X dia)

pH

50
80
100
130
150
200
250
300
350
400
450
500

3,7
34
3,5
3,5
34
32
3,5
3,7
43
5,0
6,1
6,2
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Correlacionando los datos de la tabla 1, se llega a
determinar la relacion de orden cuadratica con su
coeficiente de correlacion correspondiente. La
relacion de orden cuadratica, que hace la
estimacion respectiva de la dependencia del pH en
funcidn la integral térmica es el modelo expresado
porlaecuacion (1)

pH = 4,0632 — 0,0091 x (IT) + 2,8145 x 10 5(IT)%... (1)

conun coeficiente de correlacion de Person igual a:

11,99
—=0,98
12,44

Marin et al.

Correlacionando los datos de la tabla 2, se llega a
determinar la relacion de orden cuadratica con su
coeficiente de correlacion correspondiente. La
relacion de orden cuadratica, que hace la
estimacion respectiva de la dependencia del
rendimiento Grmroma x 100) en funcidn la integral
N N transformable K g
térmica es el modelo expresado por la ecuacion (2)

Rendimiento = 0,6913 — 0,3304 X (IT) — 5,6253 x 10~*(IT)2... (2)

conun coeficiente de correlacion Person igual a

1585,99
r= |———=0,96
1708,85

Tabla 2. Valores del rendimiento vs integral térmica (°C x dia).

Integral térmica

Rendimiento (

N transformado
x 100)

(°C x dia) N transformable
50 18
75 15
100 30
150 32
180 40
200 44
220 46
250 49
270 50
300 48
350 42
400 43
450 31
500 26

Tabla 3. Valores del nitrégeno orgéanico vs la integral térmica (°C x dia).

Integral térmica
(°C x dia)

Nitrégeno organico

(% base seca)

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500

1,7
2,6
3,0
35
3,5
3,6
3,7
3,7
3,5
3,5
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Correlacionando los datos de la tabla 3, se llega a
determinar la relacién de orden cuadratica con su
coeficiente de correlacion correspondiente. La
relacion de orden cuadratica, que hace la
estimacion respectiva de la dependencia del
nitrogeno organico (% base seca) en funcion la
integral térmica es el modelo expresado por la
ecuacion (3)

Oxigeno organico = 1,2317 + 0,01432 x (IT) — 2,0151 x 10~3(IT)?... (3)

conun coeficiente de correlacion de Personigual a

= /ﬂ = 0,97
3,66

r =

DISCUSION

El proceso de fermentacion de la corteza de naranja
por accion del 4. niger, los cuales se realizaron sin
tratamiento térmico previo, condujeron a un aporte
energético y proteico considerable. Es facil medir
la cantidad de biomasa producida para diversas
concentraciones iniciales de glucosa, en la cual no
se detectdo desarrollo de microorganismos
diferentes a pesar de las condiciones no estériles y
sin presencia de aflatoxinas (Reyes-Ocampo et al.,
2013; Khalil etal., 2020).

Al evaluar el pH del substrato y el contenido de
nitréogeno como el indice de metabolizacion de la
materia organica, se ha determinado que existe
mejorias sustanciales en la calidad y rentabilidad
del pienso producido y en general de las
producciones pecuarias, dando una alternativa
econdmicamente viable y de un desarrollo
sostenible por un periodo largo de tiempo (Borras-
Sandoval & Torres-Vidales, 2016).

La corteza de naranja fermentada mediante cepas
del 4. niger previamente triturada y deshidratada y
cualquier subproducto citrico, es una excelente
alternativa en la biodegradacion de estos desechos,
convirtiéndolos en materias primas para la
obtencion de importantes productos como son los
piensos para animales mayores (Lopez et al., 2005;
Anandetal.,2017; Vidyaetal.,2018).

El pH representado en funcion de la integral
térmica va a presentar un comportamiento
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logistico, llegando a describir expresiones que
estiman fenomenos para valores de pH
referenciales adecuados optimos (Ledn-Revelo et
al., 2018). La dispersion estadistica de la relacion
entre nitrogeno transformado y el nitrogeno
transformable frente a la integral térmica sera un
fenomeno de transferencia de tipo no lineal; la
misma que fue validada estadisticamente. Al
correlacionar el pH con la integral térmica tiene un
comportamiento concavo hacia arriba similar una
expresion analitica logistica, siendo necesario
desarrollar expresiones de que describan
fenomenos para valores de pH Optimos
referenciales adecuados. En este estudio se llego a
determinar expresiones polindmicas de segundo
grado, que no son modelos ni expresiones
logisticas y llegando a tener diferencia a lo
reportado por otros autores (Ledn-Revelo ef al.,
2018).

Las cantidades numéricas de pH, rendimiento
(nitrogeno transformado/nitrégeno transformable)
y de nitrégeno organico (% base seca) en funcion
de la integral térmica (°C x dia) se correlacionaron
adecuadamente, concluyendo que dichos valores
se pueden representar por modelos algebraicos
elementales y, por ser modelos, Unicamente
bivariables, tienen un valor del coeficiente de
correlacion r Pearson igual o mayora 0,96.
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