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RESUMEN

El café es uno de los principales productos agricolas exportados en Ecuador, produciendo una gran cantidad de residuos
como pulpay céscara (46 %) que se generan durante el proceso de post-cosecha de granos verdes de café. Estos residuos,
de naturaleza lignocelul6sica pueden ser aprovechados para la obtencion de enzimas lipasas, segun investigaciones de los
Gltimos afios. Sin embargo, para la produccién de enzimas, se requieren etapas de pretratamiento del residuo. Este trabajo
se centro en establecer las variables de operacién del proceso de hidrélisis, previo la obtencién de enzimas lipasas a partir
de la fermentacion de residuales sélidos del café en la etapa del beneficio, utilizando un hongo filamentoso Aspergillus
niger como agente biolégico de transformacion. Dentro del trabajo se efectud el pretratamiento alcalino del residual en
dos corridas experimentales, para un total de 15 variantes: en la primera (9 variantes) se evalu6 la concentracion de NaOH
y tiempo, en la segunda (6 variantes) temperatura y tiempo. Al residual hidrolizado se determiné rendimiento masico,
lignina, nitrégeno y proteinas. Los resultados demostraron que el pretratamiento con NaOH al 6 %, 60 min y 121 °C
remueve mayor porcentaje de lignina (69,26 + 2,92 %) y 6 %, 60 min, 25 °C el mayor contenido de nitrégeno (1,52 +
0,03 %). Mediante ANOVA y Prueba de Mdltiples Rangos se determind que no existen diferencias para 6 %, 60 min 'y
por superficie de respuesta se establecié una temperatura de 35,67 °C, condiciones utilizadas para la fermentacién,
obteniendo una actividad enzimatica de 37,67 £ 0,58 U/g.

Palabras clave: Coffea arabica L, hidro6lisis alcalina, lignina, fermentacién estado sélido, A. niger.

EVALUATION OF THE PROCESS OF HYDROLYSIS OF SOLID WASTE
FROM THE COFFEE BENEFIT FOR THE PRODUCTION OF LIPASE
ENZYMES

ABSTRACT
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Anlly Vilcacundo-Alcivar, Francisco Macias-Menéndez, Jessica Ponce-Rodriguez, Yunet Gomez-Salcedo, Ernesto
Alonso Rosero-Delgado

Coffee is one of the main agricultural products exported in Ecuador, producing a large amount of waste such as pulp and
peel (46 %) that are generated during the post-harvest process of green coffee beans. These residues, of a lignocellulosic
nature, can be used to obtain lipase enzymes, according to research in recent years. However, for the production of
enzymes, residue pretreatment steps are required. This work focused on establishing the operating variables of the
hydrolysis process, before obtaining lipase enzymes from the fermentation of solid coffee residues in the beneficiation
stage, using a filamentous fungus Aspergillus niger as a biological transformation agent. Within the work, the alkaline
pretreatment of the residual was carried out in two experimental runs, for a total of 15 variants, in the first (9 variants) the
NaOH concentration and time were evaluated, the second (6 variants) temperature and time. The hydrolyzed residual was
determined by mass yield, lignin, nitrogen, and proteins. The results showed that pretreatment with NaOH at 6 %, 60 min,
and 121 °C removes the highest percentage of lignin (69.26 + 2.92 %) and 6 %, 60 min, 25 °C the highest nitrogen content
(1.52 + 0.03 %). Through ANOVA and Multiple Range Test, it was determined that there are no differences for 6 %, 60
min and by response surface, a temperature of 35.67 °C was established, conditions used for fermentation, obtaining an
enzymatic activity of 37.67 £ 0.58 U/qg.

Keywords: Arabic coffee, alkaline hydrolysis, lignin, solid-state fermentation, A. niger.

AVALIACAO DO PROCESSO DE HIDROLISE DE RESIDUAIS SOLIDOS
DO BENEFICIO DE CAFE PARA A PRODUGAO DE ENZIMAS DE LIPASE

RESUMO

O café é um dos principais produtos agricolas exportados pelo Equador, produzindo grande quantidade de residuos como
polpa e casca (46 %), gerados na pds-colheita dos gréos de café verdes. Esses residuos, de natureza lignoceluldsica, podem
ser usados para a obtencdo de enzimas lipases, de acordo com pesquisas realizadas nos ultimos anos. No entanto, para a
producdo de enzimas, etapas de pré-tratamento de residuos sao necesséarias. Este trabalho teve como objetivo estabelecer
as variaveis operacionais do processo de hidrdlise, antes da obtencdo das enzimas lipases da fermentacao de residuos
solidos de café na etapa de beneficiamento, utilizando um fungo filamentoso Aspergillus niger como agente de
transformacgdo bioldgica. Dentro do trabalho, o pré-tratamento alcalino do residuo foi realizado em duas corridas
experimentais, para um total de 15 variantes, na primeira (9 variantes) foram avaliados a concentracdo de NaOH e o
tempo, a segunda (6 variantes) temperatura e tempo. O residuo hidrolisado foi determinado pelo rendimento de massa,
lignina, nitrogénio e proteinas. Os resultados mostraram que o pré-tratamento com NaOH a 6 %, 60 min e 121 °C remove
a maior porcentagem de lignina (69,26 + 2,92 %) e 6 %, 60 min, 25 °C o maior teor de nitrogénio (1,52 + 0,03 %). Através
de ANOVA e Multiple Range Test foi determinado que nao ha diferengas para 6 %, 60 min e por superficie de resposta
foi estabelecida uma temperatura de 35,67 °C, condi¢des utilizadas para a fermentacdo, obtendo uma atividade enzimatica
de 37,67 £ 0,58 U/qg.

Palavras-chave: Coffea arabica L, hidrélise alcalina, lignina, fermentacdo em estado solido, A. niger.
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EVALUACION DEL PROCESO DE HIDROLISIS DE RESIDUALES SOLIDOS DEL BENEFICIO DE CAFE
PARA LA PRODUCCION DE ENZIMAS LIPASAS

1. INTRODUCCION

La agroindustria ha venido experimentando un gran desarrollo en varias de sus actividades. Una de las
principales consecuencias de este desarrollo es el incremento en la generacion y acumulacion de los
desechos sélidos (Beltran et al., 2019), lo cual genera un problema tanto econdmico como ecoldgico.
En la busqueda de mitigar estos impactos en el ambiente se plantean estrategias que proponen
aprovechar estos residuos en nuevos procesos, llegandose a obtener una serie de compuestos que

resultan Gtiles por sus propiedades y ventajas en diversos campos (Saval, 2012).

Los residuos agroindustriales son considerados como uno de los mejores sustratos para los procesos de
fermentacion en estado sélido (FES) para la produccion de enzimas u otros metabolitos de interés, ya
que son abundantes, baratos y contienen fuentes ricas en carbono, nitrégeno y minerales (Ashok et al.,
2017). Se conoce que varios de los residuos generados para cultivar microorganismos en el proceso de
FES pueden aprovecharse para la produccion de enzimas, tal como se ha descrito para café, arroz, soja,

salvado de trigo y los efluentes de molinos de la industria de aceites vegetales (Fleuri et al., 2014).

Un residuo que merece especial atencion en Ecuador es el generado durante el procesamiento del café
(Nieto y Chegwin, 2010). El café predomina dentro de los principales productos de exportacion no
petrolera para Ecuador, de acuerdo con cifras del Banco Central del Ecuador (BCE, 2019). Existen tres
métodos de procesamiento para la obtencion de granos verdes a partir de los frutos maduros del café: i)
seco, ii) semi-seco y iii) himedo. Durante estos procesos se generan desechos como pulpa y cascara de
café (Vilela et al., 2010). Estos residuos han sido estudiados como materias primas en la produccion de
hongos, &cidos organicos, saborizantes, y alimentacion animal, ademés otra alternativa es su empleo

como sustrato en la produccion de enzimas (Sadh et al., 2018).

Para emplear los residuos lignocelulésicos en la FES es necesario realizar pretratamientos que aseguren
una remocion de lignina, facilitando a los microorganismos el aprovechamiento de los polisacaridos
presentes (Cuervo et al., 2009). El pretratamiento es de los pasos mas costosos y menos sofisticados en
la conversion de biomasa en azUcares fermentables (Badiei et al., 2014). Para lograr la hidrdlisis de la
biomasa lignocelul6sica se han propuesto pretratamientos los cuales se pueden clasificar principalmente
en pretratamientos fisicos (mecénicos y térmicos), quimicos (empleando &cidos o bases) y mixtos
combinando ambos tipos (Cortés, 2014).

Los pretratamientos reportados implican los siguientes pasos: (1) perturbacion y eliminacion de la
matriz, lignina y carcasa de hemicelulosa que encierra las fibras de celulosa; (2) rompimiento de los
enlaces de hidrégeno en las regiones cristalinas de la celulosa; y (3) aumento de la porosidad y la

superficie de area de la celulosa (Li et al., 2010).
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El tratamiento mecénico consiste en la reduccion del tamafio de particula de la biomasa lignocelul6sica,
esta reduccion conduce a un aumento de la superficie disponible y una reduccion del grado de
polimerizacion (Che Kamarludin et al., 2014). En el caso del pretratamiento térmico la biomasa
lignocelulosica se calienta. Si la temperatura aumenta por encima de 150-180 °C, en primera instancia,
la hemicelulosa y poco después la lignina, comenzard a solubilizarse (Sarip et al., 2016). El
pretratamiento &cido tiene como principal reaccién la hidrolisis de la hemicelulosa y lograr con esto

mejor acceso a la celulosa (Shafiei et al., 2015).

Los pretratamientos alcalinos aumentan la digestibilidad de la celulosa y son mas efectivos en la
solubilizacion de la lignina y ademas tienen un efecto limitado sobre la solubilidad de la celulosa y
hemicelulosa, en comparacion con pretratamientos acidos (Karimi y Taherzadeh, 2016). Los hidroxidos
de sodio (NaOH), potasio (KOH) y calcio (CaOH), asi como amoniaco (NHsOH) son adecuados para
su uso en procesos de pretratamiento alcalino (Bolado-Rodriguez et al., 2016). El hidroxido de sodio
(NaOH) ocasiona una expansion de la biomasa lo cual provoca un aumento en el flujo interno y del area
de superficie de la pulpa; asi mismo reduce el grado de polimerizacién de la celulosa, causando la

destruccion de la estructura de la lignina (Taherzadeh y Karimi, 2008).

Los hongos del género Rhizopus, Mucor, Rhizomucor, Geotrichum, Penicillium y Aspergillus son
organismos productores de lipasa (Geoffry y Achur, 2018). Entre ellos, el hongo Aspergillus niger, se
considera prometedor para la sintesis de lipasas con aplicaciones industriales, debido a su capacidad de
crecer rapidamente sobre un soporte solido y sintetizar grandes cantidades de enzimas extracelulares
(Cairns et al., 2018). En sustratos agroindustriales como la cascara de arroz, tortas de semillas de
algoddn y jatropha se ha estudiado su capacidad para la produccién de lipasas. (Nema et al., 2019; Putri
etal., 2020).

En el presente estudio se exploran las condiciones del pretratamiento quimico con hidréxido de sodio
en el residual sélido del beneficio de café, revelando su potencial uso en el proceso de produccion de

enzimas, empleando el hongo Aspergillus niger como organismo fermentador.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Residuo de café

El residual sélido del beneficio de café (Coffea arabica L.) compuesto por pulpa y céscara, se obtuvo
en el poblado San Pablo, Parroquia Pedro Pablo Gémez, Canton Jipijapa en la Provincia Manabi,

cosecha del afio 2019.
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Figura 1. Ubicacion del sitio San Pablo. Mapa obtenido de los datos de Google Maps 2020. Las
coordenadas geogréaficas son latitud 1°34'00.2"S longitud 80°35'57.1"W y lat/long (dec): -1.566710,
-80.599184

El material (residual) se almaceno en bolsas plésticas herméticas a 4 °C en un congelador durante una
semana. El residual se sometid a un proceso de secado en un sistema de bandejas (UCK) a 60 °C durante
6 horas (Serna-Jiménez et al., 2018), hasta alcanzar una humedad del 7 % (Bermudez et al., 2014). El
material seco se trituré en una licuadora industrial (SKYMSEN TA-04) para obtener un tamafio
promedio de particula de 11,5 mm (Shi et al., 2008).

2.2.  Caracterizacion Microbiolégica

La caracterizacion del residual (seco y triturado) en cuanto al contenido de humedad, lignina, nitrégeno
y proteina se realizo en el Laboratorio de Investigacion Cientifica de la Universidad Técnica de Manabi.
El contenido de humedad se determiné mediante una termobalanza BOECO Germany, modelo BMA.
Para la determinacion de lignina se aplico el método de Klason, de acuerdo a lo descrito por
Schwanninger y Hinterstoisser (2002); Alvarez Godoy et al. (2007). Se agregd 15 ml de &cido sulfarico
(H2S04) de 72 % de concentracion a 1 g de muestra seca. La mezcla se dejo reaccionar durante dos
horas en un bafio de agua a 20 °C con agitacion constante. Posteriormente se disminuyd la concentracion
del &cido sulfurico (H2SO4) al 3 %'y se llevé al autoclave durante 60 min a 120 °C. El material insoluble
se recupero, tras un tiempo de asentamiento y filtracién con un crisol tipo Gooch de porosidad fina, y
se lavd con agua caliente. El crisol se llevo a una estufa a 105 + 3 °C hasta alcanzar un peso seco

constante (TAPPI, 2006). El contenido de lignina se calculé mediante la ecuacion (1):
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L 4 100 1
= — %
B @)

Donde L: representa el contenido de lignina (%). A: es el peso seco de lignina y B: es el peso de la

muestra inicial. Para calcular el porcentaje de lignina removida (RL) se procedié con la ecuacion (2).
RL =100 - L (2)

El contenido de nitrégeno y proteinas se realiz6 mediante el método de Kjeldahl, descrito en el folleto
de la compafila BUCHI (2010), el cual esta basado en las reglamentaciones AOAC 945.39. Para el
contenido de proteinas (P), expresado en porcentaje, se emplea la ecuacion (3), donde se multiplica el
porcentaje de nitrégeno (N) por el factor 6,25 (Fia et al., 2010).

P =N 6,25 (3)
2.3.  Pretratamiento alcalino

Se realizaron dos ensayos de hidrolisis basica, donde se empleé NaOH como sustancia alcalina. En el
primer ensayo se evaluo la concentracion alcali, establecida en base a lo reportado por Menezes et al.
(2014) y el tiempo de exposicion en la autoclave (BIOBASE Autoclave BKQ-B75 II), a una
temperatura de 121°C (Menezes et al., 2014; Rodriguez, 2013). Se disefié un experimento factorial 3
y cada variante se realizé por triplicado. En la Tabla 1 se exponen los niveles bajo, medio y alto (-1, 0
y 1, respectivamente) de cada factor. En el segundo ensayo se considero evaluar el efecto de la
temperatura y el tiempo de exposicion sobre el proceso, en un experimento factorial como el descrito

anteriormente. Los niveles de cada factor se muestran en la Tabla 2.

Tabla 1. Primer ensayo

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

-1 nivel bajo (2 %, 20 min), 0 nivel medio (4 %, 40 min), 1 nivel alto (6 %, 60 min)

Tabla 2. Segundo ensayo

FACTOR -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)
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PARA LA PRODUCCION DE ENZIMAS LIPASAS

En cada variante se emple6 100 g del residual sélido de café y 1 L de solucién alcalina. El residual
pretratado se recuperd mediante filtracion y lavado con 1,5 L de agua destilada a 70 °C de acuerdo al
método propuesto por Chen et al. (2007). Después del lavado, se secd en una mufla (Thermo Scientific

THERMOLYN 48010) a una temperatura de 60 °C por 6 horas, para eliminar el exceso de agua.

Para la evaluacion de los pretratamientos se realizo la caracterizacion del residual pretratado en cuanto
al contenido de lignina, para calcular la remocion de lignina (RL), y de nitrégeno (N) y proteina (P)
remanente. También se calculé el rendimiento masico del pretratamiento alcalino (Y+g) por medio de

la ecuacion (4):

Vus = 100 4
= — %
HB Mi ( )
Donde M es la masa final del residual después del pretratamiento (g) y Mi la masa inicial del residual

de café secado y triturado (Menezes et al., 2014).

Una vez definidas las condiciones de pretratamientos (tiempo, temperatura y concentracion de alcali)
que se utilizaria previo a la fermentacion, se realizé el andlisis elemental al residual pretratado para
determinar su contenido de carbono y nitrogeno. Esta determinacién analitica se efectud en el
laboratorio del Departamento de Petrdleos, Energia y Contaminacion de la Universidad Central del
Ecuador, empleando un analizador elemental SERIES 11 CHNS/O ANALYZER 2400, marca PERKIN
ELMER, bajo la técnica de separacion por cromatografia frontal con detector TCD (Thermal
Conductivity Detector), modo de operacion CHNS (Pregl-Dumas), gas transportador helio, exactitud <
0,3% y precision < 0,2%. Se procedid a pesar 5 mg de muestra, se coloco en el analizador elemental y
se selecciond el modo CHN/S con un tiempo de analisis de 8 min por cada una de las 3 réplicas. Por

ultimo, se obtuvieron los resultados mostrados por el equipo (porcentaje en peso de cada componente)

2.4. Fermentacion en estado solido

El A. niger se inoculd y replicd en placas de Petri que contenian 30 mL del agar papa dextrosa (PDA)
solidificado, mismos que fueron incubados (MEMMERT SN30) a 30 °C durante un periodo de 5 dias
(Colla et al., 2015). La solucion de esporas se obtuvo mediante la siembra del microorganismo en
matraces Erlenmeyer de 250 mL, que contenian como medio PDA y se incubaron a 30 °C por 7 dias.
La forma de muestreo se realiz6 afiadiendo en cada Erlenmeyer 20 mL de una solucién de elementos
traza compuesta por 0,005g/L de FeSO4.7H.0, 0,001g/L de CuSO4.5H,0, 0,0015 g¢/L de
MnSO04.7H0, 0,003 g/L de ZnSO4.7H20 y 1 g/L de aceite de oliva. Posteriormente los Erlenmeyer se
colocaron en una zaranda a 120 rpm durante 30 min con el fin de arrastrar las esporas del agar. El

contenido de cada Erlenmeyer se paso por filtros de papel de 125 mm vy filtros de jeringa (Thermo
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Scientific™ PTFE Target2™) de 0,45 um. El conteo del numero de esporas se realizé a través de la

camara de Neubauer (Gutiérrez et al., 2008).

Se preparo6 un inoculo de Aspergillus niger para la fermentacion en estado sélido, empleando matraces
Erlenmeyer de 250 mL, que contenian 5 g del residual hidrolizado, 1,5 % (p/p s6lido seco) de aceite de
oliva como inductor para la produccion de enzimas lipasas (Falony et al., 2006), una solucion de 10’
esporas/g sélido seco (Lagunas et al., 2006) y sulfato de amonio para establecer una relacion C:N de
12:1, necesaria para el crecimiento del A. niger (Reyes-Ocampo et al., 2013). La humedad relativa del

medio estuvo entre 78 — 85 % para contribuir en el metabolismo del microorganismo (Pandey, 2003).

Segun Cujilema-Quitio et al. (2018), la actividad de enzimas lipasas se obtiene méas facilmente al
emplear pH ligeramente acidos, ya que en medios muy acidos el desarrollo de los microrganismos no
es favorable, trayendo también una disminucion de su actividad enzimatica, por lo tanto, en este estudio
se establecié un pH de 5,5 (Bernabé et al., 2006) durante un tiempo de fermentacion de 3 dias a

temperatura de 30 °C en matraces Erlenmeyer de 250 mL (Cujilema-Quitio et al., 2018).

Determinacion de lipasas. El ensayo se realizé de acuerdo a lo propuesto por Fu et al. (1995). La

emulsion fue homogenizada durante 3 minutos a 18000 rpm (Watanabe et al., 1977). Una unidad de
actividad de lipasa (U) es definida como la cantidad de enzima que produce 1 umol de acidos grasos

por minuto en las condiciones del ensayo y se calcula a traves de la ecuacion 5 (Nema et al., 2019).

Actividad de li (U)—A*C 5
ctividad de lipasa 9ds) = E (5)

Donde A = ml de hidréxido de sodio (NaOH) consumido por minuto; C = concentracién de NaOH
[mM]; E = concentracion de la muestra en g/ml; U/gds = pmol de &cidos grasos liberados por minuto

por gramo de sustrato solido seco del que se ha extraido la enzima.

2.5.  Andlisis Estadistico

El procesamiento estadistico de los datos se realizd mediante el programa STATGRAPHICS
CENTURION XVIL.I. a través de un andlisis de varianza (ANOVA), con la finalidad de determinar si
existian diferencias en el efecto de los pretratamientos. Posteriormente, se realizo la Prueba de Rangos
Multiples para determinar cuales medias son estadisticamente significativas de otras. Se utiliz6 un nivel
de confianza del 95%. Por otra parte, con el Diagrama de Pareto Estandarizado se analizo el efecto
positivo 0 negativo que tienen las variantes en el proceso de hidrolisis. Por ultimo, se realizd una
optimizacion de mualtiples respuestas con el fin de maximizar el contenido del nitrégeno en el residual

hidrolizado. Mediante estos analisis se establecio la variante a utilizar en el proceso de fermentacion.
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3.1.  Caracterizacion del residual solido de café

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La humedad del residual resulté de 72,83 £ 2,35 % siendo un valor cercano al reportado por Gurram et

al. (2016); y por Figueroa y Vargas (2016). El porcentaje de lignina fue de 13,13 + 0,06 %, cercano a
los que reportan Chala et al. (2018), de la Cruz-Martorellz et al. (2019), y Murthy y Madhava (2012)

(15,5 %; 17,5y 16,5 %, respectivamente). Las variaciones en la concentracion de lignina, y de otros

compuestos, en este residual se deben a varios factores como condiciones de cultivo, estado de madurez,

procesamiento (Puerta y Rios, 2011; Reales et al., 2016), la variedad de planta de café, el origen del

residual, la naturaleza heterogénea (pulpa y cascara) y del método de extraccion o aislamiento de lignina

empleado (Chavez y Domine, 2013; Lu y Ralph, 2010). El contenido de lignina que presentd el residual

se considera alto e impide el facil acceso a las fibras celuldsicas, por lo tanto, esta debe ser hidrolizada

0 pre-tratada con hidroxido que permite romper la estructura de la lignina (Torres Jaramillo et al., 2017).

El contenido de nitrogeno y proteinas resultante fue de 1,32 + 0,00 %y 8,28 + 0,02 %, respectivamente,

valores similares a los obtenidos por Encalada et al. (2017).

3.2.  Pretratamiento alcalino
3.2.1. Primer ensayo

En el primer ensayo se evalu0 el efecto del tiempo de exposicion y la concentracion del alcali (Tabla

3).

Tabla 3. Efecto de la concentracion de NaOH vy el tiempo de hidrolisis en el contenido de lignina y

nitrogeno del residual sélido del café (T = 121 °C)

Variantes  [NaOH] Tiempo Yue RL N P
(%) (%) (%) (%)
1 1 1 33,62 +2,47 69,26 + 2,92 0,77 £ 0,00 4,84 + 0,00
2 1 0 34,69+ 1,45 43,87 + 1,28 0,71+0,00 4,42 +0,00
3 1 -1 32,58 +5,79 31,00 + 4,19 0,85 £ 0,00 5,29+0,01
4 0 1 34,52+1,31 54,16 + 5,61 0,60 £+ 0,03 3,74+0,21
5 0 0 29,09 £ 0,28 36,09 + 7,31 0,57 £ 0,00 3,53+0,00
6 0 -1 33,60+ 2,31 10,57 £ 4,85 0,85+ 0,00 5,30+0,00
7 -1 1 35,24+ 0,93 24,28 + 3,76 0,92 £ 0,00 5,74 £ 0,00
8 -1 0 39,93+0,76 22,00+ 1,97 0,61 +0,02 3,83+0,15
9 -1 -1 33,95+ 5,58 3.28+1,19 0,74 £ 0,03 4,62 £ 0,20

Rendimiento masico de pretratamiento alcalino (Y xg), Remocién de lignina (R L), Nitrégeno (N) y Proteina (P) remante. Los valores corresponden al

promedio de tres determinaciones + la desviacion estandar.
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Mediante las pruebas-F en un anélisis de varianza (ANOVA) realizado a los valores de las variables
respuesta de un total de 27 muestras del ensayo 1, se constatd que la concentracion y el tiempo en el
que se aplica el pretratamiento afectan de manera estadisticamente significativa el contenido de lignina
del residual, puesto que los valores-P son menores que 0,05. A través del analisis de la Prueba de
Multiples Rangos se determind que las medias son significativamente diferentes de otras. EI método
empleado para discriminar las medias es el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de
Fisher. En el ANOVA para el contenido de nitrégeno, debido a que la concentracion y el tiempo poseen
valor-P < 0,05 se establecid que son significativamente diferentes. En el andlisis de la Prueba de
Multiples Rangos, se determind que no existen diferencias de medias cuando la concentracion de
hidroxido de sodio (NaOH) fue de 2 %y 6 %'y en tiempo de 20 min y 60 min. Por lo tanto, se establecio
que la mejor condicion de pretratamiento resulto ser la combinacion de 6 % de NaOH y 60 min. Para
estas condiciones la remocion de lignina y contenido de nitrogeno son 69,26 + 2,92 % y 0,77 + 0,00 %,
respectivamente (variante 1, Tabla 3). Estudios realizados por Nifio Lépez et al. (2013) y Reales et al.
(2016) corroboran el efecto de la concentracion de hidroxido de sodio empleada en pretratamientos
alcalinos, obteniendo una remocion de lignina de 74 % al emplear NaOH al 5 % y de 33,95 % al usar
el hidroxido al 3,91%.

La Figura 2 muestra el Diagrama de Pareto Estandarizado para la remocion de lignina, que presenta
los valores absolutos de los efectos estandarizados desde el mas grande al mas pequefio, con un nivel
de significancia de o = 0,05. Se demostré el efecto positivo (color gris) que tiene el tiempo (B),
concentracion (A) y la interaccion de estos dos factores (AB) sobre la remocion de ligninaen el residual,

siendo estadisticamente significativos al cruzar la linea de referencia.

B:Tiempo

A:Concentracion+bloque

AB+bloque

|l
|

AA+bloque

0 3 6 9 12 15
Efecto estandarizado

Figura 2. Diagrama de Pareto estandarizada para remocion de lignina

También, se pudo observar que la interaccion tiempo-tiempo (BB) y concentracion-concentracion (AA)

poseen un efecto negativo (color azul) que no son estadisticamente significativos. Por lo tanto, se
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establecio que a medida que la concentracion de NaOH y tiempo de hidrdlisis incrementan, se obtiene

una mayor remocion de lignina, lo cual facilita el acceso a los aztcares monoméricos.

En la Figura 3 se muestra el efecto estandarizado del pretratamiento sobre el contenido de nitrégeno.
Se observa que la interaccion tiempo-tiempo (BB) y la concentracion (AA) tienen un efecto
estadisticamente positivo (color gris) con un a = 0,05 para mantener el contenido de nitrogeno en el
residual. La interaccion concentracion-tiempo (AB) y tiempo (B) tienen un efecto negativo (color azul)
siendo Unicamente AB significativa. La concentracion (A) posee un efecto estandarizado positivo (color
gris) pero no es estadisticamente significativa en el nivel de 0,05. Este analisis permite determinar la
magnitud e importancia de los efectos, pero no establece cudles efectos aumentan o disminuyen la
variable respuesta. Sin embargo, mantener el contenido de nitrégeno en el residual es primordial para
el proceso de fermentacion y su posterior produccion de enzimas lipasas, debido a que el nitrogeno

favorece el desarrollo y el metabolismo microbiano (Sanchez, 1999; Téllez-Mora et al., 2012).

= +
88 —

AA+bloque

AB+bloque

B:Tiempo

A:Concentracion+bloque

0 1 2 3 4 5 6
Efecto estandarizado

Figura 3. Diagrama de Pareto estandarizada para contenido de nitrégeno

3.2.2. Segundo ensayo
En la Tabla 4 se describen los resultados del segundo ensayo, donde se evalud el efecto del tiempo de
exposicion y la temperatura, con una concentracion inicial constante de alcali (6 %), en el

pretratamiento teniendo como variable respuesta la remocion de lignina 'y la concentracién de nitrégeno.

Enel ensayo 2 se realizo un ANOVA con los resultados de las 27 muestras, se determino que los valores
de remocion de lignina con las variantes de temperatura y tiempo presentaron un efecto estadisticamente
significativo, debido a que los valores-P < 0,05 y mediante la Prueba de Multiples Rangos se constatd
que no existen diferencias con respecto a la media de la variante temperatura 25, 73 y 121 °C, pero si
muestran diferencias de media en cada uno de los tiempos establecidos 20 min, 40 min y 60 min,
utilizando un nivel del 95 % de confianza. En el caso del contenido de nitrégeno en el residual, mediante

ANOVA se identifico que los valores son estadisticamente significativos (valor-P < 0,05) y por medio
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de un andlisis de Prueba de Multiples Rangos se observo diferencias entre las medias para 121 °C y con

respecto al tiempo, cuando se efectuo el pretratamiento durante 40 y 60 minutos.

Tabla 4. Efecto de la temperatura y el tiempo de hidrolisis en el contenido de lignina y nitrégeno
del residual sélido del café (NaOH=6 %)

Variantes Tiempo Temperatura YHB RL N P
(%) (%) (%) (%)
10 1 0 46,61 + 2,33 46,11 + 0,68 1,31+£0,04 8,16 £0,22
11 0 0 44,22 + 3,10 42,76 + 3,45 1,30 £0,03 8,12+0,21
12 -1 0 50,96 + 7,62 28,32 +2,24 1,27 +0,00 7,94 +0,00
13 1 -1 4421 + 4,67 44,28 + 2,69 1,52 +0,03 9,50 £ 0,22
14 0 -1 44,21 + 4,52 40,91 +£3,39 1,20 £ 0,00 7,49 £ 0,00
15 -1 -1 45,93 + 1,37 26,54 + 3,29 1,34 +0,21 8,39+1,23

Rendimiento mésico de pretratamiento alcalino (Ysg), Remocién de lignina (R L), Nitrégeno (N) y Proteina (P) remante. Los valores corresponden al
promedio de tres determinaciones + la desviacién estandar. Las codificaciones de -1, 0 y 1 representan al tiempo de 20 min, 40 min, 60 min y la
temperatura de 25 °C, 73 °C y 121 °C. Nota: Los resultados correspondientes a las variantes a T=121°C se exponen en la tabla 3 (Variantes 1, 2 y 3)
debido a que estas se encuentran en las mismas condiciones realizadas anteriormente de 121 °C, 6 %y en los tres tiempos.

La Figura 4 presenta el Diagrama de Pareto de efectos estandarizado, se constato que el efecto positivo
més grande (color gris) es el tiempo (B), seguido de la temperatura (A) y la interaccion tiempo-
temperatura (AB), debido a que cruzan la linea de referencia por lo que se evidencia que son
estadisticamente significativas en la remocion de lignina para un nivel de significancia de 0,05, también
se refleja, aungque en menor magnitud, el efecto positivo (color gris) que tiene al interactuar temperatura-
temperatura (AA) y el efecto negativo (color azul) que tiene la interaccion tiempo-tiempo (BB), sin
embargo estos no son significativos. Este diagrama ayuda a determinar los efectos positivos o negativos
que tienen estds variantes, pero no se puede establecer si aumentan o disminuyen los valores de

remocion de lignina

B:Tiempo+bloque g '_"
A:Temperatura+bloque
AB+bloque
AA+bloque
BB+bloque

0 2 4 6 8 10 12
Efecto estandarizado
Figura 4. Diagrama de Pareto estandarizada para remocién de lignina
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En la Figura 5 se presentan los factores temperatura (A), interaccion temperatura-temperatura (AA)
con efecto negativo (barras azules) que cruzan la linea de referencia y son estadisticamente
significativos en el nivel de 0,05. La interaccion tiempo-tiempo (BB) tiene un claro efecto positivo
(color gris) y la interaccién temperatura-tiempo (AB) muestran un efecto negativo (color azul) y son
significativos, también se observa, aunque en menor magnitud el variante tiempo (B) que tiene un efecto

positivo (color gris) pero no es significativo al no cruzar la linea de referencia del efecto estandarizado.

: — +
A:Temperatura+bloque —

AA+bloque

BB+bloque

B:Tiempo+bloque

0 3 6 9 12 15
Efecto estandarizado

Figura 5. Diagrama de Pareto estandarizada para contenido de nitr6geno.

En esta investigacion la mayor remocion de lignina (69,26 + 2,92 %) se obtuvo cuando se trato el
residual con NaOH al 6% durante 1h. Sin embargo, en otros residuos lignocelulosicos se puede remover
porcentajes de lignina similares empleando alcalis a menor concentracion, como es el caso de Xu y
Cheng (2011) que al estudiar el pretratamiento de pastos utilizando NaOH a diferentes concentraciones,
con tiempos entre 15 min'y 1 h, obtuvieron una remocion maxima de (85,8 %) usando NaOH al 2 %
durante 1 h. Por otra parte, Silverstein et al. (2007) investigaron el tratamiento quimico de tallos de
algodan, e informaron que, entre los métodos empleados, el tratamiento con NaOH fue el més efectivo
con una remocién de lignina de 65,63 % para las condiciones de NaOH al 2 % durante 90 minutos a
121°C. En cuanto a contenido de nitrégeno, Braham y Bressani (1978) en su investigacién sobre la
composicion y utilizacion de pulpa de café, estudiaron el efecto de la hidrolisis alcalina durante 24 horas
con soluciones de hidréxido de sodio de 2,5 %, 5,5 %y 7,5 %, en las cuales reportaron concentraciones
de nitrégeno de 1,78 %, 1,76 %y 1,79 % en peso seco respectivamente, valores similares a los obtenidos

en el presente estudio.

En ambos ensayos se calcul6 el rendimiento en masa del pretratamiento alcalino (Yng), el cual en
conjunto con todas las variables respuestas permitiria seleccionar las condiciones de pretratamiento. Sin
embargo, se debe considerar en la produccion de enzimas lipasas la influencia del nitr6geno en el medio

de fermentacion, debido a su funcién en el desarrollo del microrganismo (Sanchez, 1999). Por otra
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parte, se conoce que bajos rendimientos en masa, pueden generar altas tasas de remocion de lignina 'y
en consecuencia proporcionar una masa suficiente para hidrolisis (Menezes et al., 2014) como se
presentd en los resultados de la Tabla 3, mientras que en el segundo ensayo (Tabla 4) se observd

rendimientos masicos mayores, con una menor remocion de lignina y mayor contenido de nitrégeno.

Las condiciones de concentracion y tiempo empleadas en el pretratamiento del residual para su posterior
fermentacion se establecieron mediante ANOVA y la Prueba de Multiples Rangos siendo de 6 % y 60
min, respectivamente. En el segundo ensayo las variantes 10 y 13 fueron las mas adecuadas para el
valor de nitrdgeno presente en el residual con concentraciones de 1,31 £ 0,04 % y 1,52 + 0,03 %, se
constatd que los tratamientos mas agresivos para una mayor remocién de lignina demostraron tener un
efecto negativo sobre el contenido de nitrégeno. Mediante este criterio se descartaron tratamientos con
remocion de lignina elevada, pero baja concentracion de nitrégeno, es decir, los resultados del primer
ensayo. A partir de las condiciones experimentales del ensayo 2 se realiz6 la optimizacion de respuesta
para el contenido de nitrégeno. Se obtuvo como resultado una temperatura de proceso de 35,67 °C, 60

min de exposicion al pretratamiento y solucion de NaOH a una concentracion de 6 %.
3.3.  Fermentacion en estado sélido

El residual hidrolizado a través de las condiciones establecidas anteriormente (6 %, 60 min, 35,67 °C)
fue empleado en el proceso de fermentacion solida. El residual pretratado bajo estas condiciones fue
caracterizado en cuanto a contenidos de carbono y nitrégeno. Los valores fueron de 35,80 %y 1,22 %,
respectivamente, resultando una relacion C/N de 29:1, la cual luego se llevo a una relacion C/N 12:1
mediante la adicién de sulfato de amonio, necesaria para el crecimiento del microrganismo. La
fermentacidn en estado sélido se realiz6 durante 3 dias y la actividad enzimatica (lipasa) fue de 37,67
+ 0,58 U/g. Este valor es superior, comparado con otros estudios como el realizado por Serrat et al.
(2019) quienes presentan una actividad maxima de 2,01 U/g en pulpa de café. Colla et al. (2015)
utilizaron salvado de trigo y cascara de arroz obteniendo valores de 12,20 U/g, resultados similares a
los presentados por Costa et al. (2017). Sin embargo, estas actividades son menores de acuerdo a los
publicados por Cujilema-Quitio et al. (2018) quienes obtuvieron una actividad maxima de 210,45 U/g
empleando como sustrato bagazo de cafia y miel de cafia, esto puede deberse a que el medio de
fermentacion empleado fue especifico para lipasas. Considerando que ninguno de estos estudios realiz6
algln pretratamiento quimico para disociar el complejo formado por la hemicelulosa, celulosa y lignina
en el sustrato, se observo que la actividad enzimatica alcanzada en las condiciones establecidas en este

trabajo permitio obtener un valor mayor de actividad en comparacion a los reportados en la literatura.
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4. CONCLUSIONES

El hidroxido de sodio es efectivo en la remocidn de lignina, llegdndose a obtener valores de remocion
hasta del 69,26 + 2,92 %; sin embargo, altas concentraciones y tiempos prolongados del pretratamiento
alcalino, pueden disminuir el contenido de nitrégeno presente en el residual, perjudicando un posterior
proceso bioldgico. Las mejores condiciones determinadas en este trabajo, para adecuar el residual sélido
del beneficio de café al proceso de FES, fueron: 6 % de NaOH durante 60 minutos y una temperatura
aproximada de 35,6 °C. La actividad enzimatica de las lipasas fue de 37,67 + 0,58 U/g, valor que
confirma el posible uso de este residual pretratado como sustrato para un proceso de fermentacién sélida

con Aspergillus niger.
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