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Resumen

Se determind del residual de café la humedad, proteina, nitrégeno y lignina. Se evaluaron los efectos de la temperatura y
el tiempo de exposicion del pre-tratamiento alcalino en la disminucion de polifenoles totales y taninos, obteniendo un
mejor resultado a una temperatura igual a 73 °C y un tiempo de 20 min. Posteriormente, se obtuvieron las condiciones
Optimas de fermentacion mediante la evaluacion de los efectos del pH y la temperatura sobre la actividad de la lipasa.
Como resultado, se obtuvo que los valores dptimos de pH y temperatura fueron 3,5 y 35 °C respectivamente, obtenien-
do una actividad de lipasa de 99,44 + 3,47 U-gS™, demostrando el uso de los sélidos del beneficio del café como sustra-
to en la obtencion de lipasa.
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Abstract

Reduction of total polyphenols and tannins in solid residues from coffee processing for lipase production. Mois-
ture, protein, nitrogen and lignin from the coffee residual were determined. The effects of the temperature and the expo-
sure time of the alkaline pretreatment in the reduction of total polyphenols and tannins were evaluated. A better result at
a temperature equal to 73 ° C and a time of 20 min was found. Subsequently, the optimal pH and temperature conditions
effects on lipase activity were evaluated. As a result, the optimal pH and temperature values were 3.5 and 35 ° C respec-
tively, obtaining a lipase activity of 99.44 + 3.47 U-gS™, proving these the use of coffee processing solids as a substrate
in obtaining lipase.

Keywords: Aspergillus niger; Biomass; Lipase; Polyphenols; Tannins

Introduccién

Uno de los efectos negativos que acompafia el crecimiento de
la agroindustria es el aumento de residuos organicos. Algunos
de estos residuos son tratados inadecuadamente, lo que produ-
ce contaminacion ambiental y molestias por presencia de olo-
res, proliferacion de roedores e insectos, entre otros efectos
negativos'. Una posible respuesta a esta problemética, ademés
de las alternativas de tratamientos de residuales, es su aprove-
chamiento a través de procesos biotecnoldgicos, como la fer-
mentacion en estado sélido, para la obtencidn de productos de
interés econdmico como enzimas u otros metabolitos®.

La agroindustria del café genera un gran volumen de residuos,
que en la actualidad constituyen una problemética a nivel
ambiental, ademas, de ser un tema de investigacion’. Los
residuos solidos de la etapa del beneficio del café representan
alrededor del 50% de la masa total®. Estos residuos estan

compuestos por la cascara, la piel y la pulpa del café®, los
cuales son productos ricos en materia organica, lo que podrian
hacerlos adecuados para la elaboracion de productos de interés
cientifico y comercial, como la elaboracién de bioetanol’ o la
produccion de enzimas® como la lipasa, la cual tiene importan-
tes aplicaciones en la industria alimentaria, como la produc-
cion de grasas con propiedades fisicas y quimicas deseables®.
Para que estos residuos sean aptos para el proceso de fermen-
tacion en estado solido, es necesario someterlos a pre-
tratamientos para la disminucion de su contenido de lignina.
SegUin Ortiz", para lograr la hidrélisis de este compuesto se
han propuestos diversos pre-tratamientos, entre los cuales se
encuentran los fisicos como: mecéanicos y térmicos; y los qui-
micos empleando éacidos, bases o la combinacion de ambos.
El pre-tratamiento alcalino es un método eficaz para la remo-
cion de lignina, que consiste en la separacion de las uniones
estructurales entre la lignina y los carbohidratos, una rotura de
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la estructura de la lignina y en la solubilizacion, redistribucién
y condensacion de la lignina™.

Por otro lado, una caracteristica de estos residuos es que con-
tienen sustancias como polifenoles, taninos y cafeina en su
composicién®. Entre estas sustancias, los polifenoles y tani-
nos son los mas dafinos, atribuyéndoles propiedades recalci-
trantes durante la biodegradacion del residual* y efectos in-
hibidores en las enzimas®™. Estas caracteristicas conllevan a
que los pre-tratamientos quimicos o biol6gicos también ten-
gan como objetivo la transformacion de la composicion de
estos residuales, en cuanto al contenido de taninos.

La presente investigacion tiene como objetivo, determinar las
transformaciones que ocurren en la composicion del residual
solido del beneficio del café, durante el pre-tratamiento alcali-
no, y la propuesta de las condiciones de temperatura y pH mas
favorables para la actividad de la lipasa, implicada en la fer-
mentacion del residual.

Materiales y métodos
Procedencia y manejo del residuo de café

El residual consiste en pulpa y cascara de café de la especie
Coffea arabica L., procedente de la etapa de beneficio del
fruto, recolectada en el sitio San Pablo (zona rural), cant6n
Jipijapa en la provincia de Manabi. Posterior a la colecta, el
residual se almaceno en bolsas plasticas herméticas a 4 °C,
hasta su empleo en la experimentacion.

El residual se seco, en un secador con circulacion de aire a una
temperatura de 60 °C'°, hasta obtener una humedad inferior a
13%"". El contenido de humedad se determiné mediante un
analizador marca Boeco, modelo BMA 150. El material seco
se triturd y tamizO para obtener particulas con un tamafio
promedio de 11,5 mm*®,

Caracterizacion del residual

El residual se caracterizd en cuanto al contenido de proteinas
y nitrégeno por el método Kjeldahl, de acuerdo a el método
oficial descrito por la AOAC™ y contenido de lignina median-
te el método de Klason, descrito por Godoy® y por
Schwanninger®.

Pre-tratamiento alcalino

El pre-tratamiento alcalino se desarrollé segin la metodologia
descrita por Menezes®. Para cada tratamiento, se procedi6 a
mezclar 100 g de muestra del residual sélido y 1 L de hidrdxi-
do de sodio, durante un tiempo, una concentracion de hidroxi-
do de sodio y temperatura de exposicion, definido por el dise-
fio experimental (tablas 1 y 2). En el pre-tratamiento de la
tabla 1, se evaluaron dos factores: el tiempo y la temperatura
de exposicion al pre-tratamiento a una concentracion de
hidroxido de sodio al 6% y, en el pre-tratamiento de la tabla 2,
se evaluaron los factores concentracion de hidréxido y tiempo
a una temperatura de 121 °C. El residual pre-tratado se recu-
peré mediante filtracion y lavado con 1,5 L de agua destilada

a 70 °C, de acuerdo al método propuesto por Chen®. Después
del lavado, el residual pre-tratado se sec6é en una mufla
(Thermo Scientific THERMOLYN 48010) a una temperatura
de 60 °C por 6 horas, para eliminar el exceso de agua.

Tabla 1. Pre-tratamiento alcalino temperatura-tiempo

Variable -1 0 1
Temperatura (°C) 25 73 121
Tiempo (min) 20 40 60

-1 nivel bajo (25 °C, 20 min), 0 nivel medio (73 °C, 40 min), 1
nivel alto (121 °C, 60 min)

Tabla 2. Pre-tratamiento alcalino tiempo-concentracion

Variable -1 0 1
[NaOH] (%p/p) 2 4 6
Tiempo (min) 20 40 60

-1 nivel bajo (25 %, 20 min), 0 nivel medio (4 %, 40 min), 1
nivel alto (6 %, 60 min)

Se realizaron pruebas de normalidad y homocedasticidad, en
las que se constat6 que los datos cumplen con una distribucién
normal y que la varianza de los errores de la variable respuesta
es constante. Posteriormente se efectud un andlisis de varian-
za (ANOVA), con la finalidad de determinar si existian dife-
rencias en el efecto de los pre-tratamientos. Las diferencias
entre las medias de los tratamientos se calcularon mediante la
prueba de rangos multiples de Tukey (P < 0,05) utilizando el
software estadistico software Statgraphics Centurion XV.

Determinacion de polifenoles totales

La extraccion de polifenoles se realizd del residual sélido,
antes y después del pretramiento, de acuerdo a las condiciones
Optimas reportadas en investigaciones anteriores®. Para la
cuantificacion de polifenoles totales, se midieron 60 pL de la
muestra a la que se agregaron 4,74 mL de agua destilada y
300 pL del reactivo Folin & Ciocalteu’s phenol reagent, la
mezcla se homogeniz6 utilizando el Pulsing vortex mixer
(Fisher Scientific 022L.5375), se esperd el tiempo de reaccién
(méximo 8 min).

Se afiadieron 900 pL, de una solucién de carbonato de sodio
anhidro granular al 20%, y la solucién resultante se almacen6
a 20 °C durante dos horas. El blanco se prepard de igual for-
ma, pero empleando agua destilada en lugar de muestra, co-
rrespondiendo a un volumen de 4,8 mL, para luego leer su
concentracion a 730 nm en un Espectrofotometro UV-Vis
(Thermo Fisher Scientific — Evolution 60S). Los resultados se
expresaron en equivalentes de cido galico (mg GAE.g™).

Cuantificacion de taninos totales

La cuantificacion se realizé por diferencia de polifenoles tota-
les y polifenoles no tanicos. Se mezclaron 100 mL del extrac-
to del residual solido del beneficio de café, con 50 mL de
solucién de gelatina al 0,25%/100 mL de solucién acida de
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cloruro de sodio y 20 g de caolin en polvo. La mezcla se agit6
durante 15 min. Este método fue aplicado de acuerdo a lo
mencionado por Bajaj®. Seguidamente el sobrenadante se
centrifugd (Eppendorf Centrifuge 5804 R) a 5000 rpm durante
5 minutos y 25 °C.

Posteriormente a la centrifugacion se observé un precipitado
que corresponde a los compuestos tanicos de la muestra y en
el sobrenadante los polifenoles no tanicos; por lo tanto, a la
muestra sobrenadante se le aplica el método descrito ante-
riormente para cuantificacion de polifenoles totales, lo cual
correspondera al valor de polifenoles no tanicos presentes en
el residual.

Preparacion de la solucién de esporas para la fermentacion

La solucién de las esporas se obtuvo siguiendo la metodologia
descrita por Gutiérrez?®, con algunas modificaciones. Se tomd
el microorganismo (Aspergillus niger) y se inoculé en varios
matraces Erlenmeyer de 250 mL que contenian como medio,
30 mL del agar papa dextrosa (PDA). Posteriormente se pro-
cedi6 con la incubacién (Incubadora MEMMERT SN30) a
30°C durante siete dias, hasta que se observo la superficie del
agar completamente cubierta de esporas. Posteriormente, a
cada matraz se le afiadieron aproximadamente 20 mL de una
solucién de elementos trazas, previamente esterilizada, com-
puesta por FeSO,7H20 0,005 g/L, CuSO,-5H,0 0,001 g/L,
MnSO,4-7H,0 0,0015 g/L, ZnSO,7H,0 0,003 g/L y 1 g/L de
aceite de oliva.

Luego, los matraces se colocaron en una zaranda a 120 rpm
por 30 minutos. El contenido de cada matraz se filtrd a través
de papel de @=125 mm vy filtros de jeringa (Thermo Scienti-
fic™ PTFE Target2™) de 0,45 um. El filtrado se recogi6 en
un recipiente estéril y almacend a 4 °C. El conteo del nimero
de esporas por mL se llevé a cabo en la cAmara de Neubauer.

Fermentacidn en estado solido

Las condiciones de pre-tratamiento, a las que se somete el
residual previo a la fermentacion, se determinaron previamen-
te?’. Se empled una solucién de NaOH a una concentracion de
6%, 60 min de exposicion al pre-tratamiento y una temperatu-
ra de proceso de 35,67 °C. Para la preparacion de la fermenta-
cién en estado sdlido se sigui6 la metodologia descrita por
Vilcacundo-Alcivar”’. La preparacion del inoculo del A. niger
para la fermentacion en estado solido se realizé inoculando el
hongo en matraces Erlenmeyer de 50 mL, que contenian 5
gramos del residual hidrolizado, 1,5% (p/p solido seco) de
aceite de oliva como inductor para la produccion de enzimas
lipasas, una solucion de 10" esporas/g sélido seco y sulfato de
amonio suficiente para tener una relacion C/N 12:1, necesario
para el crecimiento del A. niger, el medio tenia un rango de
humedad relativa entre 78 — 85%.

Para la fermentacion sélida se evalu6 disefio experimental
factorial n*, con 2 factores y 3 niveles, disefiado por medio del
software Statgraphics Centurion XV. Los factores que se ana-
lizaron fueron pH y temperatura en la fermentacion en estado

s6lido. Como variable de respuesta, se midid la actividad de
lipasa. El pH fue regulado mediante la adicién de &cido clorhi-
drico 1 N. El disefio experimental se describe en la tabla 3.

Tabla 3. Fermentacién en estado sélido

Variable -1 0 1
pH 35 55 75
Temperatura (°C) 25 35 45

-1 nivel bajo (3,5; 25 °C), 0 nivel medio (5,5; 35°C min), 1 nivel alto
(7,5; 45 °C)

Determinacion de lipasas

Para la determinacién de lipasas se siguid la metodologia
descrita por Nema”. En general, la actividad enzimética se
puede expresar en términos de unidades por mililitro o unida-
des por gramo de sustrato seco y puede ser calculada mediante
la siguiente ecuacion:

AxC

U
Actividad de lipasa (—) ==z

gS
donde A = mL de NaOH consumido por minuto; C = concen-
tracién de NaOH [mM]; E = concentracion de la muestra en
g/ml; U/gS = umol de &cidos grasos liberados por minuto por
gramo de sustrato sélido seco del que se ha extraido la enzi-
ma.

(Ec. 1)

Resultados y discusion
Caracterizacion del residual

El contenido de humedad del residual fue de 74,4502 +
2,35%. El contenido de nitrégeno y proteinas 1,32 + 0,00 % y
8,28 + 0,02 %, respectivamente, siendo estos resultados simi-
lares a los reportados en estudios anteriores”®. El porcentaje
de lignina en el residual fue de 13,13 £ 0,06 %, un valor cer-
cano a los reportados por Girotto® y Gurram®. Las diferen-
cias que se encuentran en la literatura en cuanto a la composi-
cion del residual, se deben a diferentes factores entre ellos el
tiempo de cosecha, condiciones de cultivo, la variedad del
café utilizado o a las diferentes propiedades del residual debi-
do a las diferencias de suelo y clima.

Pre-tratamiento alcalino

En la tabla 4 se muestran los resultados, donde se evalud el
efecto de la temperatura, la concentracion de NaOH vy el tiem-
po de exposicion del residual al pre-tratamiento alcalino en la
disminucion de la concentracion de polifenoles y taninos. Los
resultados del ANOVA (tablas 5y 6) presentaron una diferen-
cia estadisticamente significativa (P < 0,05) y, mediante la
prueba de rangos multiples de Tukey, se demostrd que existen
diferencias significativas en la concentracion de polifenoles y
taninos entre las medias de la variantes temperatura (25, 73 y
121 °C), concentracion de NaOH (2, 4 y 6%) y tiempo de
exposicion (20, 40 y 60 min), utilizando un nivel de confianza
del 95%. Se demostro la existencia de diferencias significati-
vas entre las variantes de tiempo y concentracion de hidroxido
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de sodio; sin embargo, en el caso de la temperatura no hubo
una diferencia significativa entre 25y 73 °C.

Tabla 4. Efecto del tiempo de exposicién, concentracion de Na(OH)
y la temperatura en la concentracion de los polifenoles totales y
taninos del residual sélido del café

. t NaOH Taninos* Polifenoies
VAraNEs o) min)  (0)  (MGGAEGY e
(mgGAE.g™)
Inicial - - - 10324147 12,66+176
1 25 20 6 381+065 472+068
2 25 40 6 396+034  4,82+0,33
3 25 60 6 4264021  507+0,23
4 32 6 3155022  4,08£048
5 73 40 6 411£018  515+021
6 73 60 6 566£021  6,84+0,26
7 121 20 6 5184033 624025
8 121 40 6 610£021 833001
9 121 60 6 883+066 1206+0,56
10 121 20 4 649+002  7.97+002
11 121 40 4 656+028 880001
12 121 60 4 730£059  951+104
13 121 20 2 697+016  9,16+001
14 121 40 2 766+157 931152
15 121 60 2 789+086 10884097

*Los valores corresponden al promedio de tres determinaciones + la
desviacion estandar

Tabla 5. Anlisis de varianza para los taninos en el pre-tratamiento
alcalino.

FACTOR GL FVALOR PVALOR
A 2 27,17 3,48x10™
B 2 12,66 1,03x10™
C 2 5,30 0,01
AB 4 6,55 6,52x10*
A.C 0 - -
B:C 4 6,92 4,54x10™
AB:C 0 - -

A: Temperatura, B: Tiempo, C: Concentracion

Tabla 6. Anélisis de varianza para los polifenoles en el pre-
tratamiento alcalino

FACTOR GL F VALOR P VALOR

A 2 113,415 1,03x10™

B 2 20,806 2,15x10%

C 2 7,436 2,38x10%

AB 4 15,172 6,86x107
A:C 0 - -

B:C 4 12,153 5,45x10%
AB:C 0 - -

A: Temperatura, B: Tiempo, C: Concentracion

Segun el andlisis estadistico, en cuanto a la disminucion en la
concentracién de polifenoles y taninos, el tratamiento méas
efectivo fue la variante 4 (temperatura de 73 °C y un tiempo
de exposicion de 20 min), con una disminucion de polifenoles
totales de 12,66 + 1,76 a 4,08+ 0,478 mg GAE-g™ y de tani-
nos de 10,32 + 1,47 a 3,151+ 0,217 mg GAE-g'l. Con estos
resultados se puede sugerir que el pre-tratamiento alcalino
influye sobre la composicién del residual, provocando la re-
duccidn del contenido de polifenoles totales y taninos. Esta
reduccion podria afectar en forma positiva a procesos de bio-
degradacion, debido que los polifenoles y taninos son com-
puestos resistentes a la descomposicion microbiana'. Sin
embargo, este tratamiento también demostro tener un porcen-
taje de remocion de lignina igual a 28,32%%, el cual es signi-
ficativamente mas bajo que el de otros estudios similares®,
esto se debié principalmente porque la condicion de pre-
tratamiento en la que se obtuvo una mayor disminucién de
polifenoles y taninos no fue tan agresiva.

Fermentacidn en estado solido

Los resultados del efecto de la temperatura y el pH sobre la
actividad enzimatica se muestran en la tabla 7. Mediante el
andlisis de varianza ANOVA (tabla 8), realizado a los valores
de las variables respuesta de un total de 27 muestras de los
diferentes tratamientos, se constato que el pH y la temperatura
afectan de manera estadisticamente significativa (P < 0,05) a
la actividad enzimética. Mediante la prueba de rangos malti-
ples de Tukey (tablas 9 y 10) se determind que no existen
diferencias de medias cuando la temperatura es de 25 0 45 °C,
teniendo una actividad enzimatica mayor a la temperatura de
35 °C. En el caso del pH, se determin6 que existen diferencias
entre las medias, siendo el pH de 3,5 el que logré mayor acti-
vidad enzimaética. El valor de pH obtenido se encuentra dentro
del rango esperado ya que un pH extremadamente acido (me-
nor a 1,5) puede producir una inhibicién en el crecimiento
fangico. Por el contrario, un pH muy alcalino podria disminuir

Tabla 7. Efecto de la temperatura y el pH en la actividad enzimatica
(lipasa).

Variants TEMPERATURA PH  ACTIVIDAD
°C) ENZIMATICA
(U/GS)
1 45 75 44,44 + 5,09
2 45 55 56,67 + 6,67
3 45 35 72,22 45,09
4 35 75 50,56 % 3,47
5 35 55 61,44 + 4,67
6 35 35 99,44 + 3,47
7 25 75 50,89 + 1,17
8 25 55 60,22+ 0,38
9 25 35 64,00 £ 0,67

Los valores corresponden al promedio de tres determinaciones +
la desviaci6n estandar
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Tabla 8. Andlisis de varianza para la fermentacion en estado s6lido

FACTOR GL FVALOR P VALOR
TEMPERATURA 2 24,11 8,10x10°%
PH 2 107,86 9,53x10™
TEMPERATURA:PH 4 26,43 2,54x10""

Tabla 9. Prueba post-hoc para la temperatura en la fermentacion en
estado sdlido.

TEMPERATURA N SUBCONJUNTO
(°C) 1 2
DHS de Tukey*® 45 9 57,78
25 9 61,37
35 9 70,48
Sig. 0,17 1,00

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
2 Utiliza el tamario de la muestra de la media arménica = 9,000. ® Alfa = 0,05

Tabla 10. Prueba post-hoc para el pH en la fermentacion en estado
solido.

oH SUBCONJUNTO
1 2 3
DHS de Tukey?®® 75 9 51,63
5,5 9 59,45
35 9 78,56
Sig. 100 100 1,00

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
3 Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 9,000. ® Alfa = 0,05

la actividad lipolitica, puesto que un medio con este caracter,
junto con la acumulacion de las proteasas produce inestabili-
dad en la enzima®. Por otro lado, en el caso de la temperatura,
si la temperatura es muy alta podria provocar una desnaturali-
zacion de la enzima®, lo que podria explicar que la actividad
de lipasa sea menor a una temperatura de 45°C.

En la figura 1 se muestra el diagrama de Pareto estandarizado
para la fermentacion en estado sélido. Esta herramienta identi-
fica los factores que exhiben un mayor efecto acumulativo

.+
B:pH

BB

0 2 4 6 8

Efecto estandarizado

Fig. 1: Diagrama de Pareto.
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Fig. 2: Diagrama de superficie respuesta.

sobre la variable respuesta y representa graficamente los efec-
tos estandarizados para cada factor. La figura muestra que, al
modificar los valores del pH, por el efecto cuadratico de la
temperatura y las interacciones pH-temperatura, existe un
efecto inversamente proporcional sobre la variable respuesta;
la actividad enzimética. Por lo tanto, se establecio que a medi-
da que aumenta el pH y la temperatura, disminuye la actividad
enzimética.

La actividad enzimatica disminuye a la vez que el pH se vuel-
ve mas alcalino, mientras que para el caso de la temperatura el
mejor valor se encuentra cerca de 35 °C (Fig. 2). Los resulta-
dos muestran que la actividad enzimética es mas eficiente en
un pH de 3,5 y a una temperatura alrededor de 35 °C.

La mejor condicion de fermentacion fue la combinacion de un
pH de 3,5 y una temperatura de 35 °C, obteniendo 99,44 +
3,47 U/gS. Este resultado fue mayor al reportado por Dama-
s0*, utilizando residuos agroindustriales suplementados con
subproductos del proceso de refinado de aceite de maiz o
aceite de oliva como sustrato, y A. niger como microorganis-
mo. Sin embargo, la actividad enzimatica obtenida fue menor
a la reportada por Mohseni®, al utilizar salvado de arroz como
sustrato y el microorganismo A. niger. Estas diferencias entre
los resultados se deben al sustrato empleado, al método de
pre-tratamiento que se uso y las condiciones de fermentacion
utilizadas en cada experimento.

Conclusiones

El pre-tratamiento alcalino mostro tener un efecto en la dismi-
nucion de los polifenoles, se observé que a una temperatura de
73 °C y un tiempo de 20 minutos mostro tener una mayor
disminucion en la concentracion de polifenoles y taninos; sin
embargo, el pre-tratamiento antes mencionado también de-
mostrd tener una remocion de lignina menor a la esperada, en
comparacion con los pre-tratamientos a una temperatura y
tiempo mayor.

Por otro lado, el pH y temperatura dptimos para tener una
mayor actividad enzimatica fue de 3,5 y 35 °C, respectiva-



86 J Ponce, A Vilcacundo, F Macias, E Rosero, Y Gomez / Avances en Quimica, 15(3), 81-87 (2020)

mente, obteniendo un resultado de 99,44 + 3,47 U/gS, valor
que confirma el posible uso de los residuos solidos del benefi-
cio del café como sustrato para la obtencién de lipasa, aprove-
chando un subproducto que de otra manera seria desechado
ocasionando un grave dafio al medio ambiente.
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