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RESUMEN

Se evalud las condiciones ambientales y el pre-tratamiento de pulpa de café para

su fermentacién en medio sélido con Penicillium commune a nivel semi-piloto.

El reactor semi-piloto utilizado tiene una capacidad maxima de aproximadamente
26 Kg de pulpa humeda. Cuenta con un sistema interno de mezclado formado por
dos listones helicoidales. Las condiciones ambientales estudiadas fueron: hume-
dad inicial, tamafno del indculo y temperatura. También se estudio el efecto del pre-
tratamiento térmico del sustrato, expresado como la energia recibida por Kg de
pulpa. La produccion de CO, se utiliz6 como medicion indirecta del crecimiento y el
pH final como indicador de la degradacion de cafeina. Se realizaron fermentacio-

nes en el reactor semi-piloto con el siguiente intervalo de condiciones ambienta-
les: humedad, 62.1-71.3%; tamafo del indculo, 2.9 X10° - 9.2 X10° esporas por g

de materia humeda inicial; y temperatura inicial, 30-33 °C. La pulpa recibié un trata-
miento térmico de 5519-9597 KJ/Kg. Cuando estas condiciones se evaluaron en el
reactor semi-piloto se favorecié preferentemente el crecimiento de la microflora ori-
ginal (principalmente Aspergillus) sobre el crecimiento de la cepa de Penicillium.
Para superarlo se estudiaron estas condiciones ambientales a nivel laboratorio
(columnas de fermentacion de 100 g). Los valores seleccionados son los siguien-
tes: humedad inicial 65%, concentracion del inéculo 1X10” esporas/g materia hu-
meda inicial y temperatura de incubacién de 25 °C. Los resultados sugieren que el
tratamiento térmico no debe exceder un valor de 1272 KJ/Kg de pulpa, para evitar la

inhibicion del crecimiento de Penicillium commune. La temperatura éptima de ger-
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minacion de las esporas de Penicillium commune es 25 °C. Sin embargo, para el

crecimiento del micelio se obtuvo 33.6 °C como temperatura 6ptima.

La segunda seleccion de condiciones ambientales permitié realizar fermentacio-
nes a nivel semi-piloto sin presencia de contaminaciones. Se observo una alcalini-
zacion de la pulpa lo que sugiere la degradacion de cafeina por parte del microor-
ganismo. Los resultados obtenidos en fermentacion estatica indican un mejor cre-
cimiento comparado con el obtenido a nivel laboratorio. EI mezclado de los sdli-
dos, después de la germinacion de las esporas, redujo la temperatura de la pulpa
y la produccion de CO,. De esta forma, el estudio de la fermentacion a nivel labora-

torio permitié superar los problemas encontrados a nivel semi-piloto.
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ABSTRACT

The environmental conditions and the pretreatment of coffee pulp for solid-state Peni-

cillium commune fermentation at semi-pilot scale were studied.

The semi-pilot reactor used had a capacity of nearly 26 Kg of wet pulp, and an internal
mixing system consisted of two helicoidal ribbons. The environmental conditions stu-
died were: initial moisture, inoculum size and temperature. The effect of thermal pre-
treatment of substrate, expressed in terms of received energy per kg of wet pulp was
also studied. The CO, production was the indirect measure of growth and final pH was

the indicator of caffeine degradation. The following conditions were tested in semi-pi-
lot reactor: moisture, 62.1-71.3%; inoculum size, 2.9 x10°-9.2 x10° spores/g initial wet

pulp; and initial temperature, 30-33 °C. The coffee pulp received 5519-9597 KJ/Kg wet
pulp as thermal treatment. Under these conditions the fermentations showed prefe-

rential growth of natural microflora (mainly Aspergillus) over Penicillium growth.

Therefore, it was decided to study the environmental conditions at laboratory scale
(fermentation columns of 100 g wet pulp). The chosen values are: initial moisture
65%. inoculum size, 1x10” spores/g initial wet pulp and initial temperature 25 °C. The
results suggest that thermal treatment must not exceed 1272 KJ/Kg wet pulp in order
to favor the Penicillium strain growth. A germination optimum temperature equal to 25
°C and a mycelium growth optimum temperature of 33.6 °C were estimated. In semi-

pilot scale, the selection of appropriate environmental conditions resulted in fermenta-
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tions without Aspergillus growth. The alkaline final pH observed suggests caffeine de-
gradation. The results of static fermentation suggest better growth at semi-pilot level
than obtained at laboratory level. The solid mixing after germination reduces the bed

temperature and the production of CO..
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1. INTRODUCCION

La produccion estimada de pulpa de café, un subproducto del procesamiento
humedo de las cerezas de café, en México durante la cosecha 2000-2001 fue de
182 mil toneladas. La pulpa de café es rica en nutrientes pero también contiene
compuestos como la cafeina, los taninos y los polifenoles. La presencia de dichos
compuestos impide el uso intensivo de este subproducto en la alimentacion
animal por sus caracteristicas antinutricionales y antifisiolégicas. Por lo cual, su
alta produccion representa un serio problema de contaminacion en las regiones

procesadoras del fruto de café.

La fermentacién en medio sdlido estd definida como el crecimiento de
microorganismos sobre materiales solidos en presencia de pequefas cantidades
de agua libre. Este tipo de fermentacion es atractiva porque simula la forma de vida
natural de muchos microorganismos y por su simplicidad. Sin embargo, se han
encontrado problemas en el control de los distintos parametros durante el proceso

y en su escalamiento; ambos necesarios para la aplicacién industrial.

La fermentacion en medio soélido puede llevarse a cabo en charolas o lechos
empacados. También puede realizarse en reactores en donde los sdlidos son

mezclados mecanicamente.



Introduccion

La fermentacién en medio sélido ha sido empleada para la descafeinizacion de la
pulpa de café como una alternativa a los métodos de extraccion de cafeina em-
pleados tradicionalmente en el grano de café. Se ha demostrado que el hongo Pe-
nicillium commune es capaz de degradar la cafeina presente en la pulpa cuando
crece en fermentaciones liquidas o solidas. Se ha trabajado a nivel laboratorio en
reactores de columna empacada y charolas. Sin embargo, no se ha estudiado el
escalamiento del proceso en reactores con mezclado a niveles superiores al labo-

ratorio.

El presente trabajo describe el estudio de parametros ambientales para la fermen-
tacion de pulpa de café con Penicillium commune a nivel laboratorio y su posterior

aplicacion a nivel semi-piloto.

El capitulo siguiente presenta una revisidon de la literatura cientifica relacionada con
la investigacién para la descafeinizacién de la pulpa de café, centrada en el em-
pleo de la fermentacién en medio sdlido. Las condiciones ambientales que influ-
yen en el desarrollo de la misma y el uso de reactores para la realizacion de dicha
fermentaciéon. Asi también se incluye el escalamiento de los procesos de fermen-
tacion. De esta revisidn surgen los objetivos planteados para el trabajo. Posterior-
mente, se incluye la descripcion del microorganismo, del sustrato, del sistema de
fermentacién y de la metodologia empleada para la medicion de las variables. El
cuarto capitulo también incluye la descripcidn de las fermentaciones a nivel semi-
piloto. Asi como la estrategia a nivel semi-piloto para el estudio de los parametros

ambientales de la fermentacion.



Introduccion

Los resultados y discusion del trabajo experimental se han dividido en tres seccio-
nes principales: estudios preliminares a nivel semi-piloto, efecto de las condicio-
nes ambientales a nivel laboratorio y estudios a nivel semi-piloto. Para finalizar, el

sexto capitulo incluye las conclusiones del trabajo.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

En este trabajo se utilizé pulpa de café como sustrato de la fermentaciéon en medio
solido. A continuacion se presenta una breve descripcion de las propiedades de
este sub-producto agricola. Ademas, se mencionan sus limitantes y los métodos
utilizados para su aprovechamiento. Posteriormente, se presenta la descripcion de
la fermentacion en medio sélido y algunas de las variables que influyen en este
proceso. Finalmente, se presenta informacién sobre las técnicas de escalamiento

y sobre algunos reactores empleados para este tipo de fermentacion.

2.1 Pulpa de café

La planta del café pertenece a la familia de las Rubiaceas, que tiene mas de 70
especies, 7 de ellas con importancia comercial significativa. Las especies cultiva-
das comercialmente son arabica (Coffea arabica) y robusta (Coffea canephora). La
produccion de café es una actividad econdmicamente importante en algunos pai-
ses latinoamericanos, incluyendo México. La Organizacion Internacional del Café
(ICO) reporté que en México se produjeron 6.2 millones de sacos de café durante

la cosecha 2000-2001.



Revision bibliografica
El objetivo del procesamiento industrial de las cerezas del café es llegar a obtener
el grano comercial. En general, el procesamiento consiste en una serie de opera-
ciones que eliminan las capas que rodean el grano. Existen dos métodos para el
procesamiento: el seco y el humedo. El método seco es el mas simple, tanto tec-
nolégicamente como en cuanto a problemas de residuos generados. Después de
la cosecha las cerezas son secadas a una humedad de hasta 10-11% y todas las
capas de material que cubren el grano son removidas simultaneamente. A este re-
siduo se le conoce como cascara (Adams y Dougan, 1987). EI método humedo
consiste en la remocion de la pulpa (exocarpio y la mayoria del mesocarpio) en
presencia de agua. Los granos obtenidos en esta forma estan rodeados de una
capa de material mucilaginoso de 0.5 a 2 mm de espesor, que debe ser removida
para facilitar el secado. Esto se logra por medio de una fermentacion en la que los
microorganismos disuelven la pectina del mucilago. El grano libre de mucilago es
secado hasta una humedad de 12%. Posteriormente, el pergamino (endocarpio) y
la pelicula plateada (testa) son removidos. Asi se obtiene el grano de café que ya

puede ser tostado y molido (Adams y Dougan, 1987; Avallone y col., 2001)

Las hojas del cafeto colectadas durante la cosecha, generalmente no son consi-
deradas residuo, pero crean dificultad en la manipulacién de la fruta. Ademas,
después de la preparaciéon de la infusion de café se genera otro sélido, el residuo
de extraccion. Asi, solo se utiliza el 6% de las cerezas frescas, mientras el 94%
restante esta constituido por los subproductos: 39% pulpa, 22% mucilago, 3% per-
gamino, 9.8% residuo de extraccion y 20.4% agua y compuestos volatiles (Zuluaga,

1989).

La pulpa de café es considerada el mayor agente contaminante de los rios y lagos
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Revision bibliografica
localizados cerca de las regiones procesadoras de café de Latinoamérica. En
base a los datos de la ICO sobre la cosecha 2000-01, y considerando el balance
de Zuluaga (1989), en México se produjeron, en ese periodo, al menos 137 000 to-

neladas de sélidos secos de pulpa de café.

La Tabla 2.1 muestra la composicion del residuo mas importante de cada tipo de
procesamiento. Puede existir diferencia en la composicion porcentual, segun la

eficiencia del método usado, la variedad del fruto, las condiciones del cultivo, etc.

Tabla 2.1 Composicion de los principales subproductos del

procesamiento del café (Pandey y col., 2000).

Pulpa Cascara
Componente (% en base peso seco)
Carbohidratos 44 >7.8
Proteinas 12 9.2
Fibra 21 )
Grasa ) .
Cafeina 1.25 130
Taninos i 4.2
Polifenoles 1.0 ]

La composicion porcentual de la pulpa y de la cascara son diferentes, aunque la
naturaleza de los compuestos presentes en ambas es muy similar. Ambos resi-
duos son ricos en material organico, ya que contienen de 9.2 a 12% de proteinas,
21% de fibras y de 44 a 57.8% de azucares totales junto con 4.5% de taninos y de
1.25 a 1.30% de cafeina, por lo que el empleo de pulpa y cascara de café como ali-

mento ha mostrado ser nocivo para los animales. Esto impone un limite de 10%
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de la racién, a su uso como alimento (Brand y col., 2001; Adams y Dougan, 1987).

Los taninos tienen un peso molecular relativamente grande (500-3000 daltons) y
forman complejos fuertes con carbohidratos y proteinas. Son factores antinutricio-
nales e inhibidores del crecimiento microbiano. Los taninos presentes en la pulpa
de café son algunas proantocianidinas, acido clorogénico, epicatequina y catequi-

na (Ramirez-Martinez, 1988; Gonzalez y col., 1998).

Los polifenoles estan ampliamente distribuidos en la naturaleza. Estan asociados
especialmente con las plantas, donde se encuentran como fenoles simples, aci-
dos fendlicos, derivados de acidos hidroxicinamicos, flavonoides y taninos. Son
responsables de muchas propiedades como color, oscurecimiento, amargura y
astringencia de frutas, jugos y bebidas fermentadas (Souquet y col., 2000; Wauters

y col., 2001).

Otros compuestos fendlicos presentes en los residuos del café son: rutina, acido

protocatecoico y acido ferulico (Ramirez-Martinez, 1988).

La cafeina, 1,3,7-trimetilxantina, es importante debido a sus propiedades fisiologi-

cas y a su caracter amargo, ya que es uno de los estimulantes del sistema nervio-

so central mas poderosos ademas de diurético (Ramalakshmi y col., 2000).

2.2. Descafeinizacion de pulpa de café

En las ultimas décadas, la tendencia hacia una mayor utilizacion de los residuos
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Revision bibliografica
agro-industriales ha permitido el desarrollo de bio-procesos que utilizan estos re-
siduos como materia prima para la produccion de quimicos y otros productos con
valor agregado como etanol, proteina unicelular, hongos comestibles, enzimas,
acidos organicos, aminoacidos, metabolitos secundarios biolégicamente activos,

etc. (Pandey y col., 2000)

Tradicionalmente, sélo se habian encontrado pocas aplicaciones a la pulpa y cas-
cara de café, tales como combustible, fertilizantes, alimento para ganado o en
composta. Sin embargo, estas aplicaciones utilizan sélo una fraccién de la canti-
dad disponible de los residuos, y no son técnicamente muy eficientes (Pandey y
col., 2000). Considerando que estos subproductos contienen una buena cantidad
de azucares fermentables, constituyen un sustrato adecuado para el cultivo de
hongos y levaduras. Por lo tanto, gran parte de la investigacion se ha centrado en
la aplicacién de los residuos de café en bio-procesos (Adams y Dougan, 1987; An-
tier y col., 1993a y 1993b; Minjares-Carranco y col., 1997; Boccas y col., 1994; Fan y
col.,, 2000a y 2000b; Shankaranand y Lonsane, 1994; Soares y col., 2000a y
2000Db).

El grano de café es descafeinado industrialmente por medio de solventes volatiles,
agua o dioxido de carbono supercritico (Katz, 1987; Udayashankar y col., 1986). Sin
embargo, Molina y col. (1974) encontraron que la descafeinizacion de la pulpa
usando como solvente agua no mejoraba su valor nutritivo cuando se incluye en
dietas de ratas. Ademas, los métodos fisicos y quimicos, aunque exitosos, no son
economicamente viables. Esto ha conducido a la busqueda de métodos biologi-
cos mas sencillos y baratos para la descafeinizacion de los residuos del beneficio

del café.
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La degradacion de la cafeina por microorganismos ofrece una alternativa al méto-
do de extraccion con solventes. Permite eliminar los problemas asociados con los
residuos de solventes volatiles, asi como los altos costos del proceso. Se ha re-
portado la degradacién de cafeina por hongos, levaduras y bacterias (Sideso y col.,
2001). En 1985, Pefialoza y col. probaron la fermentacién de pulpa de café en me-
dio sélido, usando una cepa de Aspergillus niger para mejorar su valor nutritivo y
reducir el nivel de cafeina y taninos. Porres y col. (1993) estudiaron la fermentacién
lactica de la pulpa de café (ensilaje) bajo diferentes condiciones, logrando una re-
duccidn entre 13 y 63% en el contenido de cafeina, entre 28 y 70% en los polifeno-

les totales y entre 51 y 81% en los taninos condensados.

Roussos y col. (1994) estudiaron la degradacion de cafeina por Penicillium verru-
cosum en fermentacion en medio sdlido, tanto con una fuente externa de nitrégeno
como sin ella. Los resultados indicaron que a pesar del crecimiento limitado del
cultivo sin adicion de nitrogeno, la degradacion de cafeina fue casi completa. Hakil
y col. (1998) reportaron el crecimiento de algunas cepas de los géneros Aspergi-

llus 'y Penicillium en un medio con cafeina como unica fuente de nitrégeno.

Por otra parte, Roussos y col. (1995) reportaron el aislamiento, a partir de mues-
tras tomadas en los sitios de produccion de café, de varias cepas de Penicillium
con gran capacidad para degradar cafeina. La cepa V33A25, identificada como Pe-
nicillium commune, es capaz de degradar cafeina en medios liquidos y sélidos en
niveles de hasta 97.7%, en 72 horas de cultivo. Ademas, otra caracteristica impor-
tante de esta cepa es su capacidad para degradar acido tanico, un tanino hidroliza-

ble (Gutiérrez, 2000).



Revision bibliografica
Se ha reportado que en Pseudomonas putida, la cafeina es convertida a xantina
por medio de tres desmetilaciones sucesivas. Posteriormente, ésta pasa a acido
urico (Sideso y col., 2001). En algunas especies de Aspergillus 'y Penicillium se
han detectado compuestos di y mono metilados de xantina cuando se cultivan en
un medio con cafeina como fuente de nitrogeno (Hakil y col., 1998). La degradacién
de acido urico en los microorganismos genera como productos finales urea y glio-
xilato (Figura 2.1). La presencia de urea provoca aumento en el pH del sustrato.
Brand y col. (2001) reportan el aumento en el pH de cascara de café de 4.5 a 7.5

cuando se degrada el 84% de la cafeina presente usando Aspergillus niger.

ii Q Q (lJ
CH H
3 3 JJ\ /I\[ N ) N
y——* - —_—
)\ j / ,.J\ ) // ’J\N/ ’% J\
(H‘; CH; CH; H
Cafeina Teofilina 3-metil xantina Xantina
o
(I) H COO" H,N—C—NH,
HN J \_o__ HaN \T o HaN NH, Urea +
- — - J= — - — -
0)\]\; —N ()'J\‘r\/ -N )\ N/L() 0O0OC—CHO
H H
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0
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Figura 2.1. Ruta de degradacién de la cafeina en hongos filamentos (Hakil y col., 1998).

2.3 Variables ambientales de la fermentacion en medio soélido

Los procesos que involucran el cultivo de microorganismos pueden ser clasifica-
dos en dos grupos: los de fermentacion sumergida liquida y los de fermentacién

en medio sélido. La fermentacion en medio solido (FMS) es un proceso general-
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mente por lote en el cual se pueden usar materiales naturales heterogéneos que
contienen polimeros complejos como lignina, pectina o lignocelulosa en un am-

biente con baja concentraciéon de agua libre.

La FMS ha sido reportada como una tecnologia de costo relativamente bajo. La fer-
mentacién en medio solido se ha usado en la produccion de alimento, enzimas hi-
droliticas, acidos organicos, giberelinas, sabores y biopesticidas (Tabla 2.2). La
FMS se ha aplicado en subproductos agro-industriales, como los residuos del be-
neficio del café, porque ofrece ventajas potenciales en el tratamiento y un valor

agregado a tales residuos.

Tabla 2.2. Principales aplicaciones de los procesos FMS.

Sector econdémico Aplicacién Ejemplo
Alimentos tradicionales Koji, tempeh, quesos fermentados
Industria alimentaria Produccion de hongos Agaricus y Pleurotus
Aditivos alimenticios Sabores y colorantes
Bioinsecticidas Beauveria
Agricultura Hormonas Giberelinas

Bioconversion de subproductos Bagazo de cafa y pulpa de café

Enzimas Amilasas, celulasas y proteasas
Fermentacioén industrial Antibidticos Penicilina
Acidos organicos Acido citrico y fumarico

Las bacterias, las levaduras y los hongos pueden crecer sobre sustratos sélidos, y
encontrar aplicacion en los procesos de FMS. Las bacterias estan principalmente
involucradas en la composta, el ensilaje y algunos procesos alimenticios. Las le-
vaduras pueden ser usadas para la produccién de etanol, alimentos o forraje.
Mientras que los hongos filamentosos son el grupo mas importante de microorga-
nismos usados en los procesos FMS debido a sus propiedades fisiologicas, enzi-

maticas y bioquimicas.
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La estructura macromolecular basica de los sustratos les confiere propiedades de
solido. La estructura macromolecular puede proporcionar simplemente una matriz
inerte dentro de la cual se absorben las fuentes de carbono y energia, pero gene-

ralmente proporciona también la fuente de carbono y energia.

El sustrato crudo no es adecuado para usarse directamente en la fermentacion.
Por lo tanto, el sustrato requiere de una preparacién o pre-tratamiento que puede
consistir en la reduccion del tamafio de particula, en la complementaciéon con nu-
trientes, en el ajuste del contenido de humedad o ajuste del pH, en un cocimiento
para la degradacion de la estructura macromolecular o para la reduccién de conta-

minantes.

Sin embargo, se presentan serios problemas como consecuencia de la heteroge-
neidad del cultivo, en el intercambio de calor, en la transferencia de oxigeno, en el
control los gradientes de humedad, pH, nutrientes y producto. Por lo que es impor-
tante conocer el efecto de las variables ambientales en el desarrollo de un cultivo

sobre un sustrato soélido.

2.3.1 Humedad inicial

El nivel de humedad del sustrato tiene un efecto pronunciado sobre sus propieda-
des fisico-quimicas, y éstas, a su vez, afectan el desempefio de la fermentacion en
medio sélido. Por ejemplo, el nivel de humedad 6ptimo para el cultivo de Aspergi-
llus niger sobre arroz es de 40%, mientras que sobre pulpa de café es de 80%

(Prior y Du Preez, 1992). Esto se debe probablemente a la mayor capacidad de re-
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tencion de agua del ultimo sustrato.

Por lo tanto, existe un contenido 6ptimo de humedad para cada fermentacion que
depende del sustrato y microorganismo utilizados. Por esta razon el contenido de
humedad del sustrato es uno de los factores clave que determinan el resultado de
un proceso de FMS. Varias estrategias han sido utilizadas para mantener constan-
te el contenido de humedad de los sdlidos, tales como aplicar altos contenidos de
humedad al principio de la fermentacién y humidificar la atmdsfera en el fermenta-

dor entre 90 y 98% (Lonsane y col., 1985).

Existen reportes que indican que cuando se emplea el hongo Penicillium commu-
ne para la FMS no es recomendable usar niveles iniciales de humedad superiores
a 80.5% para pulpa fresca, y 84% para pulpa ensilada, ya que son condiciones ad-
versas para el crecimiento. Ademas, durante el curso de la fermentacién, los nive-
les de humedad aumentan hasta 86 y 90% (Biopulca annual year report 1, 1999).
Sin embargo, Barreto (2001) no reporta problemas en las fermentaciones de pulpa

de café con 85% de humedad inicial.

Brand y col. (2000) estudiaron los niveles de degradacion de cafeina y de taninos
en cascara de café usando tres cepas de Rhizopus, Phanerochaete y Aspergillus'y
sefialan que los niveles 6ptimos de degradacidén se obtienen con contenidos ini-

ciales entre 60 y 65% de humedad del sustrato.
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2.3.2 Tratamiento térmico del sustrato

El tratamiento térmico del sustrato sélido para los procesos de FMS tiene un doble
objetivo: primero, la esterilizacién del sustrato y, segundo, su cambio fisico-quimi-
co. Casi siempre se aplica el calentamiento por lote. Como generalmente los sus-
tratos sdélidos son malos conductores de calor, las temperaturas interiores son
menores que las de la superficie. Por lo tanto, en los sistemas de FMS es impor-
tante considerar ademas, los tiempos de calentamiento y enfriamiento durante el

tratamiento térmico (Lonsane y col., 1992).

En el proceso de esterilizacién son importantes las siguientes consideraciones:

1. La velocidad de muerte térmica de los microorganismos es proporcional al
numero de células viables presentes en cualquier tiempo, y depende del es-
tado fisioldgico de las mismas.

2. La poblacioén inicial es extremadamente variable en tamano, su determina-
cion es tardada y el resultado es poco confiable.

3. Los microorganismos presentes en el sustrato, tienen diferentes sensibilida-
des al calor.

4. La magnitud del criterio de esterilizacién (el logaritmo de la relacion de la po-
blacion final sobre la inicial) aumenta linealmente respecto al logaritmo del

volumen del medio de cultivo.

En cuanto al cambio de las propiedades quimicas del sustrato, debe considerarse
que los sustratos generalmente contienen materiales organicos complejos

(polisacaridos, proteinas, compuestos fendlicos, etc.). Estos materiales son pro-
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pensos a transformarse por la accién del calor y pueden interactuar unos con otros
para formar una gran variedad de productos. Por ejemplo, la caramelizacion se
presenta cuando los azucares se calientan por encima de su punto de fusion, pro-
vocandose una deshidratacion de los mismos hasta transformarse en furfural y
derivados insaturados capaces de polimerizarse hasta formar melanoidinas. Por
otra parte, las reacciones de Maillard también producen melanoidina pero por la
reacciéon de un azucar reductor y un grupo amino libre. Estas reacciones disminu-
yen el valor nutritivo ya que se pierden aminoacidos y azucares y se generan com-

puestos que pueden ser toxicos (Badui, 1999).

Gaime-Perraud y col. (1993) establecieron que la poblacion microbiana presente
en la pulpa de café inmediatamente después de la operacién de despulpado esta
constituida en su mayoria por levaduras. Sin embargo, el numero de bacterias au-
menta considerablemente cuando la pulpa es expuesta a la intemperie para ser
secada. Posteriormente, se determiné que la pulpa de café, ensilada o fresca, re-
quiere un tratamiento térmico para disminuir la microflora natural presente y permi-
tir el desarrollo aceptable de Penicillium commune (Biopulca annual report year 1,
1999). Durante la fermentacion en medio sélido de pulpa de café con esta cepa, la
degradacion de cafeina fue completa en pulpa fresca, y 94.4% en pulpa ensilada,
ambas con tratamiento térmico. La degradacion fue inferior en pulpa sin tratamien-
to térmico. Asimismo, el tratamiento térmico de los sustratos aumenté la actividad
metabdlica del cultivo, es decir, aumentd la velocidad de produccion de CO, y dis-
minuyé las pérdidas nutricionales debidas a las pérdidas de peso seco (Biopulca

annual report 2, 2000).
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2.3.3 Concentracion del inéculo

Generalmente se usan altas proporciones de inéculo en la mayoria de los proce-
sos de fermentacion al producir metabolitos. Esto es con el propésito de lograr el
nivel deseado de producto en un periodo corto. De igual manera, en la mayoria de
los procesos FMS se usa una alta proporcion de inéculo, en este caso ademas
con el propdsito de prevenir la contaminacion durante la fermentacion. Comun-
mente se emplean esporas de hongos por su facilidad de produccion y de mez-

clarse uniformemente con los sustratos solidos humedos.

Pefnaloza y col. (1992) estudiaron el efecto de la densidad del in6culo en un rango
de 3.5 X10° a 3.5 X10° UFC ¢, y observaron que el tamafo del inéculo tienen un
efecto substancial en el desarrollo de la fermentacién tempeh. En el caso de la fer-
mentacion de pulpa de café ensilada, el empleo de concentraciones entre 10°y 10°
esporas de Penicillium commune g pulpa hiumeda, permite un alto nivel de de-
gradaciéon de cafeina (94%). En cambio, para la pulpa fresca el rango es un poco
mas amplio, de 10* hasta 10° esporas de Penicillium commune g* pulpa hiumeda

con un 100% de degradacién de cafeina (Biopulca annual report year 1, 1999).

El desarrollo del in6culo a gran escala involucra un numero mayor de subcultivos,
los cuales, en algunos casos, conducen a la degeneracion del cultivo. Por lo tanto,
en las fermentaciones a gran escala es esencial mantener un minimo numero de

subcultivos durante el desarrollo del in6culo (Lonsane y col., 1992).

16



Revision bibliografica

2.3.4 Temperatura de incubacion

La temperatura es una variable importante en los procesos de fermentacion, ya
que para cada microorganismo hay una temperatura optima de crecimiento. La
temperatura 6ptima para el crecimiento no es necesariamente la misma que para
la produccion 6ptima de un metabolito (Mudget, 1986). Por ejemplo, durante el ais-
lamiento de las cepas presentes en la pulpa de café, se observa que la temperatu-
ra tiene un papel importante. Una temperatura de incubacion de 35 °C, permite el
desarrollo de cepas principalmente del género Aspergillus (68% de la poblacion
total). Pero a 25 °C solo constituye el 25% de la poblacién total. Las cepas predo-
minantes a 25 °C son del género Humicola. Ademas, las cepas obtenidas a 35 °C
no son capaces de degradar mas de 30% de la cafeina presente en un medio li-

quido aunque se presente buen crecimiento (Roussos y col., 1995).

Generalmente, en los estudios del efecto de la temperatura sobre la velocidad de
crecimiento de los microorganismos se han empleado cultivos isotérmicos. La re-
lacién de la velocidad especifica de crecimiento y la temperatura puede ser descri-
ta por la ecuacién de Arrhenius (2.1) u otras ecuaciones (lkasari y col., 1999). Dicha
relacion es esencial para el modelamiento de la FMS, pero a pesar de su impor-
tancia, las ecuaciones exactas de la influencia de la temperatura sobre las cinéti-

cas en FMS son escasas (Smits y col., 1998).

E,

U= ART 2.1

La ecuacion global estequiométrica de la respiracion muestra que ésta es alta-

17



Revision bibliografica
mente exotérmica, y los altos niveles de actividad de los hongos dentro de los soli-
dos conduce a gradientes térmicos por la limitada capacidad de transferencia de
calor de los sustratos soélidos (Raimbault, 1998). En los bio-reactores a escala la-
boratorio, el calor es removido, usualmente colocando el recipiente de cultivo en
una habitacién, o en un bafio de agua, a temperatura controlada, o bien, pasando
agua fria a través de los bafles y/o por una chaqueta del fermentador (Lonsane y
col., 1992). Sin embargo, en los sistemas de FMS a gran escala los microorganis-
mos no experimentan condiciones isotérmicas. El crecimiento o germinacion co-
mienza a temperatura Optima y pronto se presenta un aumento en la temperatura a
niveles cercanos a la temperatura maxima para el crecimiento. Es posible que el
comportamiento de un hongo a temperaturas elevadas, después de un crecimien-
to a temperatura optima, sea diferente al que se presenta cuando el microorganis-
mo es sujeto a una temperatura elevada desde el comienzo de la fermentacion

(Ikasari y col., 1999).

La adaptacion de los hongos a la temperatura depende de su habilidad para man-
tener la fluidez de la membrana, de formar proteinas o enzimas estables, y de re-
emplazar rapidamente las macromoléculas termolabiles cuando la temperatura
aumenta. El crecimiento puede disminuir durante la adaptacion a los cambios de

temperatura, puesto que la adaptacion misma consumiria energia.

En FMS, donde la medicion directa de la biomasa no es facil, los cambios de velo-
cidad de crecimiento debido a variaciones en la temperatura pueden ser dificiles
de observar. Sin embargo, el consumo de oxigeno y la produccion de diéxido de
carbono, procesos asociados a la respiracion aerdbica, son dos actividades meta-

bdlicas que pueden usarse para estimar la velocidad de sintesis de biomasa.
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2.4. Escalamiento de los procesos de fermentacion en medio sélido

El escalamiento ascendente (scale-up) es el procedimiento por el cual se disefia
un sistema a gran escala en base a resultados obtenidos con sistemas modelo a
escala menor. El escalamiento es el paso crucial en el desarrollo de un proceso.
Determina si dicho proceso operara de una manera viable a escala comercial.
Rara vez el ejercicio del escalamiento logra el mismo desemperfio global a gran

escala que el que se logra en el laboratorio.

Las técnicas usadas para el escalamiento en fermentaciones sumergidas pueden

ser clasificadas en cinco grupos (Mitchell y col., 1992):

a. Técnica fundamental. Aplica la resolucién de las ecuaciones fundamentales
de momento y transferencia de masa y calor.

b. Técnica semifundamental. Utiliza ecuaciones y relaciones simplificadas para
evitar la complejidad de la técnica fundamental.

c. El analisis dimensional. Mantiene constantes los grupos dimensionales de
parametros durante el aumento de escala.

d. Reglas empiricas. Intentan mantener la similitud geométrica, y mantener
constante un parametro de proceso como la potencia por unidad de volumen,
el Kla, la velocidad del impulsor o la concentracion de oxigeno disuelto.

e. Escalamiento descendente. Involucra el uso de sistemas a escala pequefia

para imitar las condiciones que podrian ser alcanzadas a gran escala .

La FMS ha sido aplicada en procesos industriales a gran escala, principalmente

en Japoén. La produccion tradicional de koji, antes manufacturado en charolas pe-
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quenas de madera o bambu, ha cambiado gradualmente a procesos mas sofisti-
cados: fermentaciones de lecho fijo del tamafio de una habitacién, procesos de
tambor giratorio y camaras de acero automaticas con microprocesadores, senso-
res electronicos y agitacion, carga y descarga servomecanica. La escala usual en
las fabricas de sake o miso es alrededor de 1 6 2 toneladas métricas por lote

(Raimbault, 1998).

Kumar y Lonsane (1987a) reportaron la producciéon de pectinasas a escala inter-
media. Raimbault (1998) reporta que en Francia, una nueva empresa fue creada
para comercializar un proceso de produccion de pectinasa a partir de pulpa de re-
molacha. La produccion de queso Roquefort en Francia esta siendo modernizada
con mejoras mecanicas en el acondicionamiento de los quesos, la producciéon de
las esporas de hongos, y el control de las condiciones ambientales. En Europa y
Estados Unidos se ha modernizado y escalado el proceso para preparar compos-
ta que anteriormente se usaba en la produccidon a pequefia escala de hongos co-

mestibles (Raimbault, 1998).

Es vital desarrollar criterios de escalamiento bien fundamentados para la comer-
cializacién de los sistemas de fermentacion en estado sélido. La informacion dis-
ponible sobre tales estrategias de escalamiento es escasa. Se han usado enfo-
ques empiricos debido al desconocimiento del efecto que tienen el disefio y la
operacion de los bio-reactores sobre el desempefio de la FMS (Oostra y col.,
2000). Entre las estrategias de escalamiento usadas hasta ahora en los sistemas
FMS, sélo dos tienen bases cientificas: el mantenimiento de los balances de calor
y agua, y la técnica de disminucion de escala. Estas técnicas son simples, confia-

bles y practicas (Lonsane y col., 1992).
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2.4.1 Método de escalamiento descendente

Los pasos necesarios para llevar un proceso de escala laboratorio a escala in-

dustrial por el método de escalamiento descendente, son los siguientes:

1. Seleccion del disefio de reactor mas eficiente a escala industrial

2. Simulacién a escala laboratorio

3. Estandarizacion de condiciones ambientales y de estrategia de operacion del
reactor a escala laboratorio, e

4. Implementacion a escala industrial directamente, o a través de un estudio de

planta piloto.

La seleccion del disefio a escala industrial puede estar basada en informacion ge-
neral de la cepa microbiana que sera usada, del metabolito microbiano que se
pretende producir, o basada en la comparacion de un disefio de reactor en proce-
sos similares. La seleccion del disefio permite estimar el rango de condiciones
ambientales mas adecuadas para aplicarse a escala laboratorio e industrial. Las
condiciones ambientales que pueden ser consideradas en el método de disminu-
cion de escala incluyen: velocidad de transferencia de oxigeno, tiempo de mezcla-
do, fuerza de corte y composicién del sustrato. Una vez que el proceso esta estan-
darizado a escala laboratorio, el escalamiento del proceso involucra un aumento

en el tamafno del reactor manteniendo similitud geométrica (Lonsane y col., 1992).
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2.4.2 Reactores con mezclado

Uno de los mayores problemas por superar en la FMS a gran escala es la acumu-
lacion excesiva de calor. Deben evitarse las altas temperaturas en el reactor por-
que afectan la actividad microbiana. Las posibles estrategias de eliminacién de
calor son el enfriamiento conductivo a través de la pared, el convectivo y el evapora-

tivo. Estos ultimos por accién de una corriente de aire (Oostra y col., 2000).

En los reactores a nivel laboratorio puede lograrse un control adecuado de la tem-
peratura por enfriamiento a través de la pared. Sin embargo, conforme el tamafio
del reactor aumenta, el enfriamiento conductivo se vuelve insuficiente y se requiere
ademas enfriamiento convectivo y evaporativo. La cuantificacion de las pérdidas de
agua en diversas condiciones de operacion es importante ya que grandes pérdi-
das pueden secar el sustrato, y esto tiene un efecto adverso sobre el metabolismo

microbiano.

El mezclado de los sélidos puede mejorar significativamente el enfriamiento con-
ductivo de un reactor, porque aumenta el coeficiente de transferencia de calor de
los sélidos a la pared. La mejora del enfriamiento conductivo puede reducir las ne-
cesidades de enfriamiento evaporativo y asi evitar los problemas de desecacion.
Sin embargo, no todos los hongos y sustratos sélidos pueden tolerar las fuerzas
que resultan del mezclado. Varios autores han reportado que la agitacion impide el
crecimiento de los hongos (Desgranges y col., 1993), mientras que otros obtuvie-
ron buenos resultados en los sistemas agitados (de Reu y col., 1993; Marsh y col.,
1998; Oostra y col., 2000). Parece que la sensibilidad al estrés mecanico (debido

al esfuerzo cortante) depende del tipo de microorganismo, de su morfologia y del
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tipo de sustrato usado. Hasta ahora no ha podido predecirse cdmo se comportara

un hongo en los sistemas agitados (Oostra y col., 2000).

El tipo de proceso, el disefio del reactor, y el producto relacionado, determinan las
caracteristicas de la agitacién en los sistemas FMS. Varios productos, como las
aflatoxinas, la ocratoxina y las enzimas, son obtenidos en sistemas agitados con
rendimientos mayores. La agitacion puede suprimir la esporulacién. En algunos
sistemas agitados se reporta un crecimiento mas pobre de Rhizopus oligosporus
y una produccion menor de alcohol por Saccharomyces cerevisiae (Kargi y Curme,
1985). También se sabe que la agitacion tiene efectos adversos sobre la porosi-
dad del sustrato debido a la compactacion de las particulas, el rompimiento de las
uniones del hongo con los sdlidos, y el dafio del micelio del hongo debido a las
fuerzas de corte en los sistemas FMS. Sin embargo, no se han reportado efecto
sobre la produccién de acido giberélico (Kumar y Lonsane, 1987b) y alfa amilasa
bacteriana. Ademas, la agitacién puede promover la formacién de agregados de la
masa en fermentacién, o bien, prevenirla, dependiendo de la naturaleza de los so-
lidos. Se ha reportado que la agitacidon previene la unién de particulas de sustrato

por la accion del micelio (Lonsane y col., 1992).

El escalamiento de los sistemas de agitacion en procesos FMS puede no presen-
tar problemas, porque en la mayoria de los procesos las velocidades de agitacion
son bastante bajas. El uso de agitacion intermitente, en lugar de continua, sera
mas apropiado para prevenir el dafio a los micelios y el rompimiento de las unio-
nes del micelio con los sélidos. Se ha reportado que el mezclado periédico es ca-
paz de mantener las velocidades maximas de transferencia de gas al mismo nivel

que usando agitacién continua. Similarmente, es importante considerar la selec-
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cion de la velocidad de agitacion que permita el mezclado y la remocion de calor de

los sélidos (Lonsane y col., 1992).

Ademas de lo anterior, los problemas de contaminacion son experiencias usuales
durante el escalamiento del proceso si las precauciones debidas no son tomadas.
En muchos procesos FMS se adopta la estrategia de usar altas concentraciones
de in6culo para controlar la contaminacién. Un bajo contenido de humedad, asi
como el pH del medio, son utiles en la reduccion del crecimiento de los contami-

nantes, pero no si afectan el crecimiento y metabolismo del cultivo.

A gran escala, la contaminacién puede ser controlada con efectividad seleccionan-
do el tipo adecuado de fermentador. Por ejemplo: los fermentadores cerrados,
como los tambores giratorios, los recipientes y columnas cubiertas pueden contro-
lar la contaminacion. En contraste, los bio-reactores de tipo abierto, como la fer-
mentacidon en charola, son mas propensos a la contaminacion. El conocimiento de
la fuente de contaminacion sera util. Asi, el uso del bio-reactor adecuado, una gran
proporcién de indculo y buenas practicas de mantenimiento pueden superar los

problemas de contaminacion (Lonsane y col., 1992).

24



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar las condiciones de fermentacion de pulpa de café con Penicillium

commune a nivel laboratorio (100 g) para aplicarlas a un proceso de fermentacion

a nivel semi-piloto (10 Kg).

3.2 Objetivos particulares

Evaluar el efecto de la humedad inicial, la concentracién del indculo, la

temperatura de incubacion y el tratamiento térmico de la pulpa de café sobre el

crecimiento de Penicillium commune a nivel laboratorio.

Evaluar las condiciones ambientales y de tratamiento térmico en la

fermentacion de pulpa de café a nivel semi-piloto.

Comparar estrategias para el mezclado de los soélidos durante la

fermentacion a nivel semi-piloto.
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4. MATERIALES Y METODOS

41 Microorganismo y preparacion del inéculo.

Se utilizé la cepa Penicillium commune V33A25 perteneciente a la coleccién de mi-
croorganismos IRD-UAM. Este microorganismo fue aislado de muestras tomadas
en sitios de produccién de café (Roussos y col., 1995). La cepa ha sido usada pre-
viamente en estudios de descafeinizacién, en los que mostré una alta eficiencia de

degradacion de cafeina (Hakil y col., 1998; Gutierrez, 2000; Barreto, 2001).

Para la preparacion del indculo y el mantenimiento de la cepa se utilizé el medio
infusion de café-sacarosa-agar (Tabla 4.1). Los nutrientes y el agar fueron disuel-
tos en una infusion preparada con 40 g de café molido y 1000 ml de agua destila-
da. La infusion fue filtrada en papel Whatman No. 41 y el volumen perdido se repu-

so con agua destilada. El medio fue esterilizado a 121 °C durante 15 minutos.

Se realizaron subcultivos de la cepa en matraces Erlenmeyer o en botellas Roux
sobre 100 o 400 mL de medio respectivamente. Se inocularon con una suspen-
sion de esporas para alcanzar una concentracion de 1x10° esporas/mL de medio.
Los subcultivos fueron incubados a 30 °C por 6 dias para asegurar el crecimiento y

la esporulacion.
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Tabla 4.1. Composicién del medio infusién de café-
sacarosa-agar (Biopulca annual report year 1, 1999)

Concentracién

Componente (g/L infusién de café)
Sacarosa 2.00
KH2PO4 1.30
Na2HPO4 0.12
MgSO4 7 H20 0.30
CaClp 2H20 0.30
Agar bacterioldgico 20.0

Para la inoculacién de las fermentaciones en medio sélido se preparé una sus-
pensidon de esporas al cubrir las placas de agar con una solucion de Tween 80 al
0.1% y agitar suavemente con una barra magnética. Se determiné la concentracién
de esporas en dicha suspension con una camara de Malassez (Larroche y col.,

1994).

4.2 Sustrato y su tratamiento térmico

Se utilizé pulpa de café como sustrato. Se empled un lote de pulpa seca (5.9-8.4%
de humedad) proporcionado por la compafia GESOL (Torredn, Coahuila). La com-
posicion aproximada del sustrato fue: cenizas, 5.5 %; proteina, 8.6%; grasa, 2.03%;

extracto libre de nitrogeno 65.1%; fibra 12.8% en base seca (Barreto, 2001).

El pre-tratamiento térmico de la pulpa fue realizado en condiciones estaticas o con
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mezclado. La pulpa seca fue humedecida con agua destilada para obtener una hu-

medad cercana al 50%. Para el tratamiento estatico, la pulpa fue empacada en

bolsas de plastico y calentada con vapor de agua hasta que éste alcanzara 15 psi

empleando diferentes tiempos de mantenimiento. En la Tabla 4.2 se muestra la

descripcion general de los tratamientos estaticos.

Tabla 4.2. Condiciones de tratamiento térmico estatico

Tratamiento Pulpa (kg) Mantenimiento
1 6.9 90 min
2 1.0 10 min
3 1.0 20 min
4 1.0 30 min
5 1.0 40 min

Para el pre-tratamiento con mezclado, la pulpa se mezclé continuamente a una ve-

locidad de 1 rpm durante el calentamiento de la pulpa. Las temperaturas maximas

obtenidas se encontraron en un rango de 60.5 a 75.1 °C. Generalmente, se aplica-

ron uno o dos tratamientos estaticos adicionales con la misma presion durante el

Tabla 4.3. Condiciones de los tratamiento térmico combinados

Tratamiento Pulpa (kg) Estatico Con mezclado
1 8.8 121 °C 30 min 60.5 - 65.4 °C
| (2 veces) 2 horas
5 8.4 121 °C 30 min 60.7 - 63.0 °C
: (2 veces) 1 horas
3 9.2 121 °C 60 min 75.1 - 76.0 °C
| (1 vez) 2 horas
72.7 - 73.8 °C
4 4.3 3 horas
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periodo de mantenimiento. La Tabla 4.3 presenta la descripcion general de este

tipo de pre-tratamientos combinados.

Ambos tipos de tratamiento fueron expresados como la cantidad de energia recibi-
da por unidad de masa de pulpa (Tabla 4.4); y fue calculada a partir del perfil de
temperatura estimada de la pulpa durante el calentamiento (ver Anexo).

Tabla 4.4. Valores de energia recibida en KJ/Kg de pulpa en los
tratamientos térmicos estaticos y combinados

Tratamiento Estatico Combinado
1 554 5519
2 1158 5687
3 1272 9597
4 1398 13610
5 1541

4.3 Reactor a nivel semi-piloto

Se empled un reactor a nivel semi-piloto provisto de un sistema de mezclado inter-
no. El tanque de fermentacion del reactor tiene las siguientes dimensiones: longi-
tud, 75.6 cm; ancho, 32.6 cm; profundidad, 38 cm. La capacidad total es 83.4 litros
(26 Kg de pulpa humeda). El reactor esta equipado con una chaqueta y puertos
para la inoculacién, descarga de solidos y toma de muestra (Figura 4.1). El siste-
ma de mezclado (Figura 4.2) consiste en un eje horizontal unido a un par de listo-

nes helicoidales concéntricos, que cubren toda la longitud del tanque. El sistema
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de mezclado permite obtener velocidades de mezclado entre 0.25 y 1 rpm. El siste-
ma puede manejar mezclado continuo o mezclado intermitente. La tapa del reactor
esta equipada con dos termopozos para la medicién de temperatura dentro del

tanque.

Figura 4.1. Reactor con sistema interno de mazclado para fermentacién en medio sélido a
nivel semi-piloto (capacidad de trabajo: 26 Kg de pulpa). 1. Entrada de aire; 2. Chaqueta; 3.
Escotilla; 4. Motor; 5. Entrada de inéculo; 6. Puerto de muestras; 7. Puerto de descarga.

— —

Figura 4.2 Tanque de fermentacién del reacor a nivel semi-piloto. 1. Listones externos; 2.
Listones internos; 3. Entrada de inéculo; 4. Boquillas para aspersion.
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El diagrama del dispositivo empleado para la fermentacién a nivel semi-piloto se
muestra en la Figura 4.3. Una columna de humidificacién proporciona el aire hu-

medo que se introduce al reactor a través de unos orificios distribuidos en el fondo.

Cromatdgrafo Aire Aire humedo
de gases de salida
\ 4 .
Registro de
temperatura Col_ur_"rjr‘la Qe
A A || humidificacion
Termopozo
Reactor
Chagueta
Rotametro
Ajre seco

Figura 4.3. Diagrama del dispositivo usado para la fermentacian a nivel semi-piloto.

La chaqueta y columna comparten un bafo que controla la temperatura del agua.
Cuenta con una lampara de luz UV. Las paredes de todo el sistema se encuentran
cubiertas con material aislante. La corriente de agua que fluye a través de la cha-
queta del reactor cumple dos funciones: transferir calor a través de la pared y aislar

el reactor del ambiente.

Este sistema permite disminuir el efecto de la temperatura ambiente sobre la tem-
peratura interior del reactor. Por ejemplo, en mediciones previas, la temperatura in-

terior del reactor tuvo una fluctuacién maxima de 2.21 °C, mientras que la tempera-
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tura ambiente llegd a variar hasta 9.21 °C. Asi, el sistema permiti6 mantener un
promedio de 29.5 °C mientras que la temperatura ambiental promedio era 21.9 °C.

Este sistema se utilizé en todas las fermentaciones a nivel semi-piloto.

4.4 Fermentacion en medio sélido

Los estudios de fermentacion en medio sdélido de la pulpa de café con Penicillium

commune fueron realizados en dos niveles: laboratorio y semi-piloto.

Nivel laboratorio. A nivel laboratorio se estudio el efecto de cuatro parametros am-
bientales por separado. Los parametros estudiados fueron: (1) humedad inicial,
(2) efecto del tratamiento térmico, (3) concentracion del inéculo y (4) temperatura

de incubacion. La Tabla 4.5 muestra los niveles empleados en cada estudio.

Para la fermentacién a nivel laboratorio se utilizaron columnas de fermentacion si-
milares a las reportadas por Saucedo-Castafieda y col. (1994), en las cuales pue-
de lograrse una temperatura constante por medio de un bafio de agua con convec-
cion forzada. Ademas, puede fijarse el flujo de aire deseado en cada columna por
medio de valvulas independientes, generalmente con un valor de 1 mL de aire por
g de pulpa humeda. En todos los casos se usoé aire saturado para la aereacion de
las columnas. En cada columna se colocaron 100 g de pulpa humeda e inoculada.
La inoculacion del sustrato se efectué al mezclar la pulpa con una suspension de
esporas. La humedad se ajust6 agregando agua destilada estéril. EI pH promedio

inicial fue 4.3 + 0.01. Los experimentos fueron realizados con dos repeticiones y
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Tabla 4.5. Disefio experimental para el estudio del efecto de las variables a nivel laboratorio

:xperimento Condicién ambiental Niveles Valores
1 Humedad inicial (%) 4 50, 55, 60, 65
, Tratamiento térmico* 5  A) 554, 1158, 1272, 1398, 1541

(KJ/Kg pulpa)
? 4 B) 5519, 5687, 9597, 13610

Concentracion del in6culo
(esporas/g pulpa humeda) 4 1x10° 1x10° 1x107, 1x10°

4 Temperatura (°C) 6 20, 25, 28, 30, 32, 35°C

" A)Estatico; B)Combinado

los resultados presentados son el promedio de las repeticiones. La pulpa fermen-
tada fue desempacada, mezclada y almacenada en refrigeracion hasta su anali-

Sis.

El estudio del tratamiento térmico a nivel laboratorio fue dividido en dos partes: tra-
tamiento en autoclave o en reactor. Los tratamientos aplicados estaticos genera-
ron valores de energia recibida de 554, 1158, 1272, 1398 y 1541 KJ/Kg de pulpa. El
tratamiento de la pulpa con mezclado proporcioné valores de 5519, 5687, 9597 y

13610 KJ/Kg pulpa.

Asimismo, el estudio del efecto de la temperatura se dividié en dos partes. La pri-
mera se realizd con cultivos isotérmicos. En la segunda, los cultivos fueron incuba-
dos bajo varios regimenes de temperatura, como se describe a continuacién. En

todos los niveles la temperatura de incubacién durante las primeras 20 horas fue
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30 °C. Posteriormente, las columnas fueron expuestas a otras temperaturas de in-
cubacion (25, 28, 30, 32 y 35 °C) y mantenidas asi hasta el final de la fermentacion.
Estos regimenes de temperatura fueron usados para eliminar el efecto de la tem-
peratura sobre la germinacion de las esporas y evaluar unicamente su efecto so-

bre el crecimiento del hongo (lkasari y col., 1999).

Nivel semi-piloto. A nivel semi-piloto se emplearon 10 Kg de pulpa de café humeda
por lote y comprendié dos étapas: la primera incluye una serie de fermentaciones
preliminares, a partir de los datos reportados en la bibliografia; y la segunda, con-

siste en la aplicacion de los resultados obtenidos a nivel laboratorio.

Ademas, se evaluaron dos estrategias de mezclado de los sdlidos durante la fer-
mentacion: intermitente y continua. Ambas se compararon con una fermentacion
estatica. La estrategia intermitente consistié en agitar a 1 rpm durante 50 segun-
dos cada 2 horas. La estrategia continua utilizé una velocidad constante de 0.25

rom. Ambas estrategias comenzaron 20 horas después de la inoculacién.

Antes de cada fermentacién, el tanque del reactor fue tratado con una corriente de
vapor hasta alcanzar una temperatura interior de 93.8 °C que se mantuvo por 3 ho-
ras. Después de alcanzar la temperatura ambiente, el reactor fue cargado con la
pulpa humeda. La inoculacion se logré al mezclar los solidos con la suspension
de esporas asperjada sobre ellos. El contenido de humedad se ajusté en la mis-
ma forma usando agua destilada. Durante la fermentacién se circulé por la cha-
queta una corriente de agua a temperatura constante. El flujo de aire saturado fue

mantenido constante en un nivel de 1 litro de aire/Kg pulpa humeda por minuto.
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Las muestras del reactor fueron tomadas en la region central después del mezcla-
do completo de los sélidos (10 minutos a 1 rpm) y se mantuvieron en refrigeracion

hasta su analisis.

4.5 Meétodos analiticos

4.5.1 Humedad

El contenido de agua de las muestras, expresado como porcentaje en base hume-
da, fue determinado por un método gravimétrico basado en la pérdida de peso
después de colocar las muestras en una estufa a 60 °C durante 24 horas. Se reali-

zaron al menos dos repeticiones para cada muestra.

4.5.2 pH

Para determinar el pH de las muestras se agregd solucion de Tween 80 al 0.1% a

la pulpa, en una proporcion 1:10, y se agité por 20 min. El pH fue medido en la

suspension resultante con un potencidmetro Conductronic pH 20 previamente cali-

brado. Se realizaron al menos dos repeticiones para cada muestra.

4.5.3 Concentracion de esporas

La concentracion de esporas en las suspensiones fue medida usando una cama-
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ra de Malassez. Cuando fue necesario se realizaron diluciones de la suspension
en agua destilada. Para evaluar la producciéon de esporas en las fermentaciones
se obtuvo primero una suspension de esporas agitando una muestra de pulpa en
una solucion de Tween 80 al 0.1 % por 20 minutos. El resultado fue expresado
como el numero de esporas por gramo de materia humeda. Se realizaron al me-

nos dos repeticiones por cada muestra.

4.5.4 Medicion de CO, y determinacion de los parametros cinéticos

Se utilizé la produccién de CO, como indicador del crecimiento del hongo. Por lo
tanto, la concentracion de dioxido de carbono en el aire de salida de las columnas
y del reactor fue medida periédicamente por cromatografia de gases. Se us6 un
cromatografo Gow-Mac 580, equipado con una columna concéntrica Alltech (CRTI)
y un detector de conductividad térmica. Los parametros de operacion del sistema
cromatografico fueron: temperatura del detector y de la columna 45 °C, corriente del
detector 150 mA, fase mévil helio, flujo 40 cm*min. Los resultados fueron procesa-

dos con el paquete CHROMA para obtener la concentracion porcentual de CO..

La determinacion de los parametros cinéticos de crecimiento se hizo de manera
indirecta como en trabajos anteriores (Saucedo-Castafieda y col., 1994). Primero,
la concentracion fue expresada en mg de CO, por gramo de pulpa seca inicial (g
MSI). La velocidad de produccion fue calculada como la diferencia en la concentra-
cién de CO, de dos mediciones consecutivas sobre el tiempo transcurrido entre

ambas.
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La cantidad total de CO, producido durante la fermentacion se obtuvo del calculo
del area bajo la curva obtenida en la grafica de la velocidad de produccién contra el
tiempo. Por otra parte, el tiempo de germinacion (t,,) se calculé usando la gréfica
de la produccion acumulada de CO, contra el tiempo; la interseccion con el eje X
de la recta obtenida entre la fase de crecimiento exponencial y la fase de desacele-
racion se tomoé como el tiempo de germinacion. La velocidad especifica de creci-
miento u se determindé como la pendiente de la linea recta obtenida en la grafica

del logaritmo del CO, producido contra el tiempo.

4.5.5 Estimacion de temperatura de la pulpa a nivel semi-piloto

Las fermentaciones a nivel semi-piloto utilizaron unicamente entre 30.0 y 44.8% de
la capacidad total. En consecuencia no fue posible medir directamente la tempera-
tura en el lecho de fermentacion, ya que los termopozos no estuvieron en contacto
con la pulpa. Para estimar la temperatura se utilizé el siguiente balance, basado

en el empleado por Sargantanis y col. (1993) para una reactor de lecho empacado.

QTotal =QC0nduccio’n +QC0nvecci0’n / Evaporacio’n+QMetabolism0 4.1

El balance térmico tomd en cuenta la transferencia de calor con el liquido de la
chaqueta a través de la pared del reactor (Q.,.......); 1@ transferencia por conveccion
con el aire de entrada y por evaporacion de agua del lecho en un solo término
(Ocomvecciommsaporacisn)- AdemMas, considerd la generacion de calor debido al metabolismo

del microorganismo (Q.w.im.)- S€ asumid homogeneidad de las condiciones den-
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Figura 4.4. Mecanismos de transferencia de calor dentro del reactor a nivel semi-piloto.
1)Conduccion por diferencia entre T v To. 2)Conveccion y evaporacion por la diferencia
entre E; y Eg. 3)Generacion de calor por el metabolismo.

tro del lecho (composicion del sustrato, contenido de agua, contenido de biomasa

y temperatura). La ecuacion anterior (4.1) puede escribirse de la siguiente forma:

dCO,
dt

dT
_=hA(T'[_Text)+F(EO_El)+YQ/C02 42

M puipaCp,., dr

En lechos empacados, las variaciones de la temperatura son lentas comparadas
al transporte convectivo de calor; por lo que es posible asumir que dT/dt=0 (Weber y
col., 1999). Por lo tanto, el primer término de la ecuacién 4.2 puede igualarse a

cero y se obtiene:

dco,
di

4.3

0=h,(T) -T,;)+ F(Eqg-E) +Ypco0,
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donde T es la temperatura de la pulpa, T,, es la temperatura del agua en la cha-
queta, h, es un coeficiente global de transferencia de calor a través de la pared, F
es el flujo masico de aire, E, y E, son las entalpias de las corrientes de entrada y
salida respectivamente, dCO,/dt es la velocidad de produccion de CO,Yy Y, €s un
coeficiente de equivalencia calodrica. De la ecuacion 4.3 se despejo la temperatura
de la pulpa, T, vy se sustituyo el valor de las variables para cada tiempo en la fer-
mentacion.

La temperatura T,,, se registré continuamente durante la fermentacién. El coeficien-

ext
te h, se calculé como una combinacion de la resistencia conductiva de la pared del

reactor y el coeficiente convectivo de transferencia de calor para la conveccion entre

la pared del reactor y el agua de la chaqueta (Sargantanis y col., 1993).

1o Ax
—_——— 4.4
hy hA k

0 pared

El coeficiente de transferencia por conveccién h, se calculd utilizando la ecuacion
de Nusselt para una placa vertical con convecciéon natural (Perry y col., 1984) consi-

derando la pared del reactor en contacto con el agua de la chaqueta.

Los términos de entalpia de la corriente de entrada y salida (E, y E,, respectiva-
mente) incluyen las contribuciones del calor sensible del aire seco y del vapor de
agua, asi como del calor latente de evaporacion para el agua (Sargantanis y col.,

1993), segun la siguiente ecuacion:

Ei = [Cp“guuMaguayagua + CPW Maire (1 - yagua ):I(Tz - Tref ) + AI_IV yagua 4.5
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La temperatura en cada corriente (entrada T,y salida T,) se adquirieron experi-
mentalmente con el uso de un sistema automatico. Se asumié que ambas co-
rrientes se encontraban saturadas con agua. Por lo tanto, se calculd la presion de
vapor de agua (P,,,,) en cada corriente usando la ecuacion de Antoine (4.6). La frac-
cion de vapor de agua (y,,.) se calculd considerando la presion en la Cd. de México

de 585 mmHg como la presion total.

SOl
it .
Prgua =10 4.6
Pagua 47
y = )
agua P

Total

El flujo masico F de aire se calculd con la siguiente expresion a partir de los datos

experimentales de flujo volumétrico (F,):

. PTotalMaire
RT

0 promedio

F=F, 4.8

El coeficiente dCO,/dt de la ecuacion 4.2 se obtuvo como en la seccion 4.5.4. Los
valores de los demas parametros y coeficientes utilizados en los calculos se pre-
sentan en la segunda seccién del Anexo (Welty y col., 1976; Cooney y col., 1968;

Perry y col.,1984) .
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presentan y discuten los resultados obtenidos del estudio de la
fermentacion de pulpa de café usando Penicillium commune a nivel laboratorio y
semi-piloto. En la primera parte, se presentan los resultados obtenidos en las pri-
meras experiencias realizadas a nivel semi-piloto. El estudio de las parametros
ambientales a nivel laboratorio es el tema de la segunda parte. Mientras que la ter-
cera seccion muestra la aplicacidon a nivel semi-piloto de los resultados obtenidos

a nivel laboratorio.

5.1 Estudios preliminares a nivel semi-piloto (10 Kg)

Los trabajos previos, relacionados con la fermentacion de pulpa de café con Peni-
cillium commune, se realizaron a nivel laboratorio utilizando columnas de vidrio o
reactores de charola con una capacidad de 100 g y 3.2 Kg de pulpa respectiva-
mente. El empleo de tales sistemas ha sido exitoso. Sin embargo, aunque su con-
trol es sencillo, poseen una capacidad muy baja. En este trabajo se empled un
reactor a nivel semi-piloto con una capacidad maxima de aproximadamente 26 Kg
de pulpa humeda. Los resultados han sido agrupados de la siguiente manera: en
la seccidén 5.1.1 se presentan las fermentaciones iniciales siguiendo las condicio-
nes reportadas previamente, mientras que en la seccion 5.1.2 se encuentran las

fermentaciones con distintos tratamientos térmicos del sustrato. Esta parte del tra-

41



Resultados y discusion

bajo permitié seleccionar algunas variables ambientales para estudiar la fermen-

tacién de pulpa de café a nivel laboratorio.

5.1.1 Fermentacion de la pulpa de café a nivel semi-piloto.

En la primera etapa de este trabajo se realizaron fermentaciones a nivel semi-pilo-
to para evaluar algunas condiciones de operacion anteriormente reportadas para
el crecimiento de Penicillium commune en pulpa de café (Barreto, 2001; Biopulca
annual report year 2, 2000). Se realizaron dos experimentos con humedades ini-
ciales de 62.1 y 71.3%. Los estudios se realizaron a 30 °C, con las siguientes con-
diciones promedio de aereacion, tamafo de in6culo y pH de 1.1 + 0.02 mL aire/g

MHI min y 2.9x10° £ 0.11x10° esporas/g MHI y 4.5 £ 0.04, respectivamente.

La Figura 5.1 presenta los perfiles de produccion de CO, obtenidos en las fermen-
taciones con 62.1 y 71.3% de humedad inicial. A partir de las 20 horas de cultivo la
velocidad de produccion en funcidn del tiempo fue constante en ambos casos has-
ta el final del cultivo. La produccion final fue diferente para cada nivel de humedad
inicial. El valor maximo fue 500 mg CO, g MSI en la fermentacién con 62.1% de

humedad.

Los valores de tiempo de germinacion (tjag), velocidad especifica de crecimiento
(u) y pH final se reportan en la Tabla 5.1 para los dos niveles de humedad inicial

estudiados. A pesar de que el tiempo de germinacién es menor con 62.1%, la ve-

locidad de crecimiento es ligeramente mayor en el medio con 71.3% de humedad.
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Sin embargo, en ambos casos se presentd crecimiento del hongo Aspergillus, un

miembro de la microflora de la pulpa de café.

500

400 +

300 -

200 -

COz2 (mg/gMSI)

100 +

0 24 48 72 96 120 144
Tiempo (h)
Figura 5.1. Cinéticas de produccion de CO, en la fermentacién a nivel semi-piloto de pulpa

de café con P. commune usando diferentes humedades iniciales. (®) 62.1; (O) 71.3 (%).
Condiciones iniciales: 2.9X10° esporas/g MSI, pH= 4.5, 1.1 mL aire/gMHI min.

Tabla 5.1. Efecto de la humedad inicial sobre la fermentacion a
nivel semi-piloto de pulpa de café con P. commune

Humedad Crecimiento de Uco, pH tlag
(%) Aspergillus (h™") final (h)
62.1 + 0.09 7.5 8.2
71.3 + 0.11 4.4 19.1

La Figura 5.2 muestra el comportamiento de la temperatura durante Ia
fermentacion para ambas humedades iniciales. El cambio de temperatura para
las fermentaciones fue de alrededor de un grado centigrado. Sin embargo, la
estimacion considera que la temperatura del lecho es homogénea, por lo que el

aumento de temperatura en el centro del lecho pudo ser mucho mayor. En ambos
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casos el aumento de temperatura estuvo asociado con el incremento en la

velocidad de produccion de CO.,.

32

Temperatura de la pulpa (°C)

29 T T T T T
0 24 48 72 96 120 144

Tiempo (h)

Figura 5.2. Perfil de temperatura en la fermentacién a nivel semi-piloto de pulpa de café
con P. commune usando distintas humedades iniciales. (@) 62.1; (Q) 71.3 (%).

Las fermentaciones utilizaron en promedio 11 Kg de materia humeda. La pulpa fue
tratada térmicamente manteniendo una presién de 15 psi por 30 minutos. La
fermentacion con P. commune sobre pulpa ensilada de café en un reactor de 4
charolas, cada una con capacidad de 800 g, no presentd problemas de
contaminaciéon aun sin aplicar tratamiento térmico al sustrato (Barreto, 2001).
Estos resultados plantearon la necesidad de encontrar un tratamiento térmico
adecuado, que eliminara la presencia del hongo contaminante. Ademas, se
confirmdé que el contenido de humedad inicial cambia los parametros cinéticos
para el crecimiento de P. commune y puede favorecer el crecimiento de Aspergillus

en la FMS de pulpa de café.
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5.1.2 Efecto del tratamiento térmico.

El crecimiento de Aspergillus indicod que el tratamiento térmico habia sido deficien-
te en la eliminacion de la poblacion microbiana natural de la pulpa de café. El ca-
lentamiento de sdélidos en autoclave no es homogéneo ya que los materiales ve-
getales presentan problemas en la transmision del calor. Debido a lo anterior, se
probaron tratamientos térmicos donde los soélidos fueron mezclados durante su
calentamiento. Los tratamientos se realizaron en el reactor semi-piloto con una ve-
locidad de mezclado de 1 rpm. Los sélidos se calentaron hasta alcanzar una tem-
peratura de 60-76 °C por periodos de 1 a 3 horas. En la mayoria de los casos se
aplicé un tratamiento adicional en autoclave. Se busco asi eliminar la poblacion

natural y favorecer el crecimiento de Penicillium.

Se aplicaron los tres primeros tratamientos (1, 2 y 3) descritos en la Tabla 4.3 de la
seccion materiales y métodos. La Figura 5.3 muestra la produccion de CO, por
gramo de MSI para cada tratamiento aplicado. La pulpa, con humedad inicial de
64.6 + 0.7%, se inoculd con una concentracion de 9.2x10°+ 1.5x10° esporas/g MHI,
el pH promedio inicial fue 4.3 + 0.06 y el flujo de aire se mantuvo en un valor de 1.1
1 0.05 mL/ g MHI por minuto. La produccién de CO, fue similar para los tres niveles
de tratamiento. En general ésta disminuyd, con un valor maximo de 196 mg CO, g
MSI al final de la fermentacién con el tratamiento 1. La disminucion en la produc-
cion de CO, indica un menor crecimiento del microorganismo, esto debido al efec-
to del aumento en la cantidad de energia aplicada durante el tratamiento térmico

sobre la concentracion de nutrientes o a la formacién de sustancias inhibidoras.
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Figura 5.3. Cinéticas de produccién de CO, en la fermentacion a nivel semi-piloto de pulpa
de café con P. commune usando distintos tratamientos térmicos. () 1; (Q) 2; (e )32

andiciones iniciales: 64.6% humedad, 9.2X10° esporas/gMHI, pH= 4.31, 1.1 mL aire/gMHI
min.

Los valores de tiempo de germinacién (tag), velocidad especifica de crecimiento
(u) y pH final se reportan en la Tabla 5.2 para los tres tratamientos térmicos usa-
dos. A pesar de aumentar los tratamientos térmicos, en todos los casos se pre-
sent6 crecimiento de Aspergillus. En general los tiempos de germinacion se pro-
longaron, se encontraron valores de velocidad especifica de crecimiento entre 0.06
y 0.11 h" y el pH final disminuyé (pH inicial de 4.3) después de un periodo de fer-

mentacion de casi 110 horas.

Tabla 5.2. Efecto del tratamiento térmico sobre la fermentacion a nivel
semi-piloto de pulpa de café con P. commune

Tratamiento Cr:g:orgifgnih‘;ge (A‘ﬁf)oz fiIC;:” Elﬁg)
1 + 0.06 3.6 51.8
2 + 0.08 3.7 39.8
3 + 0.11 3.6 41.7
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La Figura 5.4 muestra el comportamiento de la temperatura durante la fermenta-
cion para los tratamientos térmicos empleados. La temperatura inicial en estas
fermentaciones fue en promedio 33.3 °C. La temperatura maxima estimada de la
pulpa con el tratamiento 1 fue 34.4 °C, mientras que tanto con los tratamientos 2 y
3 fue 34.2 °C. En todos los casos el aumento esta relacionado con el incremento
en la velocidad de produccién de CO,. Posteriormente, la temperatura descendié li-

geramente en los tres casos.
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Figura 5.4. Perfil de temperatura en la fermentacién a nivel semi-piloto de pulpa de café
con Penicillium commune usando distintos tratamientos térmicos. (@) Tratamiento 1; (Q
Tratamiento 2; (m) Tratamiento 3.

La cantidad de pulpa utilizada se redujo aproximadamente 1 Kg, es decir un pro-
medio de 9.9 Kg de materia humeda. En esta parte experimental se obtuvieron
temperaturas estimadas mayores, lo cual pudo favorecer el crecimiento del hongo
Aspergillus (Figura 5.5) como lo reportan Roussos y col. (1995) que obtuvieron del

total de cepas aisladas de pulpa de café, 68% de cepas de Aspergillus a 35 °C

47



Resultados y discusion

mientras que a 25 °C solo representaron el 25% del total.

Figura 5.5. Aspecto de la pulpa de café fermentada a nivel semi-piloto durante las pruebas
preliminares. P: crecimiento de Penicillium commune ; A: crecimiento de Aspergillus .

Las condiciones de tratamiento de la pulpa y las condiciones ambientales al inicio
de la fermentacion aplicadas en esta parte experimental (nivel semi-piloto) favore-
cieron el desarrollo de Aspergillus. EI aumento del tratamiento térmico de la pulpa
no logré reducir la contaminacion. Por lo tanto, fue necesario estudiar los parame-
tros ambientales y el tratamiento térmico del sustrato en sistemas a nivel laborato-
rio para establecer las condiciones adecuadas de fermentacion de la pulpa de

café a nivel semi-piloto.
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5.2 Efecto de las condiciones ambientales a nivel laboratorio

Los resultados en el reactor semi-piloto mostraron que el crecimiento de Aspergi-
llus era un problema importante a resolver. Se decidi6 estudiar algunas condicio-
nes ambientales a nivel laboratorio (columnas de fermentacion con 100 g de pul-
pa) para establecer las condiciones que limitaran la contaminacién y mantuvieran
el crecimiento de la cepa de Penicillium. Las variables seleccionadas fueron hu-
medad inicial, el tratamiento térmico, la concentracion de inoculo y la temperatura
de incubacion. Las condiciones seleccionadas fueron aplicadas posteriormente

en el reactor semi-piloto.

5.2.1 Efecto de la humedad

La humedad es una variable ambiental importante para el crecimiento de los mi-
croorganismos. El limite superior de humedad de la pulpa de café sugerido en el
reactor semi-piloto es 65%. Valores superiores impiden un mezclado correcto de
los solidos debido a las caracteristicas fisicas que adquiere el sustrato. Por lo tan-
to, los niveles de humedad estudiados en este estudio fueron los siguientes: 50,
55, 60 y 65%. El objetivo de este experimento fue la identificacién de los limites de

humedad en la pulpa de café para la fermentacién con P. commune.

La Figura 5.6 muestra la produccion de CO, en cultivos con diferente humedad ini-

cial usando una concentracion de indculo de 1x10” esporas/g MHI, temperatura de

incubacién igual a 30 °C y flujo de aire de 0.5 mL/g MHI por minuto. La produccién
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final de CO, mostr6 diferencias significativas (0<0.001) en los diferentes niveles de
humedad inicial en el rango de 50 a 65%. El valor maximo fue 556 + 19.8 mg CO,
g" MSI al final (135 horas) en la fermentaciéon con 65% de humedad inicial. La dis-
minucion del contenido de humedad por debajo de 60% afectd considerablemente

la produccion.
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Figura 5.6. Cinéticas de produccién de CO; en la fermentacién a nivel laboratorio de pulpa
de café con P. commune usando distintas humedades iniciales. (®) 50; (Q) 55; (m) 60; (O)

65 (%). Condiciones iniciales: 1x1 0’ esporas/gMSI, pH=4.3, 0.5 mL aire/gMHI min, 30 °C.

Los valores promedio de tiempo de germinacion (tjag), velocidad especifica de cre-
cimiento (u) y pH final se reportan en la Tabla 5.3 para los cuatro niveles emplea-
dos de humedad inicial. En la FMS de pulpa de café a nivel laboratorio con P.
commune el nivel inicial de humedad, en un rango de 50 a 65%, provocoé diferen-
cias significativas en la germinacion de las esporas, en el crecimiento y en la acti-
vidad degradadora de cafeina del hongo. Los mejores resultados en cuanto a la

duracion de la fase lag (38.5 h), la velocidad especifica de crecimiento (0.12h ") y el
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pH final (6.7) fueron obtenidos con un nivel de humedad de 65% después de 135

horas de fermentacion. En ningun caso hubo crecimiento del hongo Aspergillus.

Tabla 5.3. Efecto de la humedad inicial sobre la fermentacién de pulpa de café con
P. commune a nivel laboratorio

Humedad Uco,* tlag* pH*
(%) (h- 1 (h) final
50 0.01 £ 0.002 134.5 £ 0.29 4.3 £0.03
55 0.03 £ 0.002 96.7 + 4.85 4.3 + 0.01
60 0.08 + 0.006 58.2 £ 9.90 5.2 £ 0.15
65 0.12 £ 0.006 38.5 + 0.67 6.7 £ 0.10

*Diferencia significativa usando analisis de varianza unifactorial (P<0.001).

El contenido minimo de humedad necesario para el crecimiento de P. commune
en este trabajo fue 55%, similar al 58% reportado por Dominguez y col. (2001) para
la produccion de penicilina sobre bagazo de cafa con P. chrysogenum. El valor
maximo de produccién de CO, se obtuvo al usar 65% de contenido inicial de hu-
medad. Este valor es cercano a los reportados por varios autores para sustratos
con un alto contenido de celulosa. Brand y col. (2000) reportaron que un rango de
60 a 70% de humedad inicial influye en la degradacion de cafeina y taninos en
cascara de café con Rhizopus arrhizus y Phanerochaete chrysosporium. Sin em-
bargo, reportaron que al usar Aspergillus niger no influye el nivel de humedad. Do-
minguez y col. (2001) sefialan que el rango de humedad adecuado para la produc-
cion de penicilina usando bagazo de cafia de azucar y P. chrysogenum se encuen-
tra entre 56 y 80%. Asimismo, reportan que el aumento del nivel de humedad esti-

mula la produccion de penicilina dentro de dicho rango. En 1987, Considine y col.
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reportaron la produccion maxima de enzimas extracelulares con contenidos inicia-
les de humedad entre 60 - 75% para P. capsulatum sobre pulpa de remolacha. Sin
embargo, Gervais y col. (1988) reportaron que un contenido de agua entre 0.4y 1.0
g g" materia seca, equivalente a 28 y 50%, en discos de celulosa no modifica sig-
nificativamente las velocidades especifica y radial de crecimiento de P. roqueforti.
Maheva y col. (1984) indican que con un contenido de 0.48 g agua g’ de materia

seca (32%) se obtuvo un maximo de esporulacién de la misma especie.

La diferencia en los valores puede ser explicada considerando que cada sustrato
posee una relacion distinta entre el contenido de humedad y la actividad de agua.
Varios autores han reportado una mayor influencia de la actividad de agua que
otros factores como la temperatura, sobre las velocidades de crecimiento y el tiem-
po de germinacién de algunas especies del género Penicillium (Sautor y col.,
2001a; Sautor y col., 2001b; Gervais y col., 1988). Por lo tanto, es posible que en el
rango de humedades probadas en la pulpa de café, ésta presente una variacion

importante en la actividad de agua.

El contenido de humedad inicial de 65% y un tiempo de fermentacion de 120 horas
fueron seleccionados para las siguientes fermentaciones ya que permiten un buen
crecimiento del hongo y una alta tasa de degradacién de cafeina como lo sugiere

el pH final alcalino.
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5.2.2 Efecto del tratamiento térmico del sustrato

Los resultados de las fermentaciones a nivel semi-piloto indicaron que el trata-
miento térmico era una variable importante. Por lo que se planted estudiarla a nivel
laboratorio (columnas de 100 g) para encontrar un tratamiento adecuado que per-
mitiera eliminar el crecimiento de la poblacién natural y favorecer el crecimiento de
Penicillium commune. Los tratamientos empleados se encuentran descritos en
las Tablas 4.2 y 4.3 de la seccidén materiales y métodos. Sin embargo, éstos no
pudieron ser comparados directamente por las variaciones en la cantidad de pulpa
tratada, la duracion de los periodos de mantenimiento o por el uso o no de mezcla-
do. Por lo que cada tratamiento fue renombrado segun la cantidad de energia reci-
bida por la pulpa (Tabla 4.4). Los tratamientos fueron clasificados como “estaticos”
cuando la energia recibida fue baja (554-1541 KJ/Kg) o “combinados” cuando la
energia recibida fue mayor (5519-13610 KJ/KQ). Los tratamientos estaticos fueron
resultado del calentamiento de la pulpa en autoclave. Por otra parte los tratamien-
tos combinados se fueron obtenidos cuando el calentamiento se combind con el

mezclado del sustrato en el reactor semi-piloto.

Los primeros resultados corresponden a los tratamientos estaticos. La Figura 5.7
muestra la producciéon de CO, a nivel laboratorio con cada tratamiento térmico. Las
condiciones iniciales fueron: humedad de 64.7%, concentraciéon de inéculo de
1x10" esporas/gMHI, temperatura de incubacion de 30 °C y flujo de aire de 1 mL/g
MHI por minuto. La produccion final de CO, mostré diferencia significativa («<0.01)
en los diferentes tratamientos térmicos. El valor maximo fue 539 mg CO, g" MSlI al

usar 1158 KJ/Kg de pulpa.
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Figura 5.7. Cinéticas de produccién de CO, en la fermentacién a nivel laboratorio de pulpa
de café con P. commune usando diferentes tratamientos térmicos. (®) 554; (Q) 1158; (m)
1272; (O) 1398; (#) 1541 (KJ/Kg de pulpa). Condiciones iniciales: 64.7% humedad, 1X107
esporas/gMHI, pH=4.35, 1.0 mL aire/gMHI min, 30°C.

Los valores promedio de tiempo de germinacion (tjag), velocidad especifica de cre-
cimiento (u) y pH final se reportan en la Tabla 5.4 para los tratamientos estaticos.
En la FMS de pulpa de café a nivel laboratorio con P. commune, la aplicacién de
estos tratamientos provocé diferencias significativas sobre la germinacion de las

esporas y el crecimiento del micelio, asi como en el pH final de la pulpa.

Al usar 1158 KJ/Kg de pulpa se obtuvieron los mejores resultados de tiempo de
germinacion (31.6 h) y de pH final (7.5) mientras que con tratamientos mayores
disminuyo el pH final y aumenté el tiempo de germinacion. La velocidad especifica
de crecimiento se mantuvo constante con tratamientos entre 554 y 1398 KJ/Kg. Por
lo tanto, la aplicacion de tratamientos por encima de 1158 KJ/kg retrasa la germi-

nacion de las esporas de Penicillium. Con ningun de estos tratamientos estaticos
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Tabla 5.4. Efecto del tratamiento térmico en autoclave del sustrato sobre la
fermentacién de pulpa de café con P. commune a nivel laboratorio

Tr(alzjr/nliegn)to ‘L(Li?f)* tl(aﬁ*) ) pH final**
554 0.12 £ 0.020 41.8+£1.19 6.6 £0.19
1158 0.11 £ 0.004 31.6 + 2.36 7.5 £ 0.05
1272 0.10 £ 0.001 36.2 +£0.18 7.4 £ 0.11
1398 0.10 = 0.003 37.9 £ 0.86 7.3 £ 0.09
1541 0.07 £ 0.006 53.2 £ 0.38 6.8 £ 0.05

*P<0.05 en ANOVA unifactorial; ** P<0.001 en ANOVA unifactorial *** En

ningun nivel hubo crecimiento de Aspergillus.

se presentd crecimiento de Aspergillus. Ademas, la produccion final de esporas no

mostré diferencia significativa y se obtuvo un promedio de 6.04 X10° esporas g

materia humeda.

Los resultados de la fermentacion a nivel laboratorio empleando tratamientos

combinados se presentan a continuacion. La Figura 5.8 muestra la produccién de

CO, usando pulpa con estos tratamientos térmicos. Se utilizé una humedad de

64.8%, 9.7x10° esporas/g MHI como inéculo, 30 °C como temperatura de incuba-

cion y 0.9 mL de aire/gMHI por minuto. La produccion final de CO, mostré diferencia

significativa (<0.01) con los tratamientos térmicos. El valor maximo fue 478 + 49.8

mg CO, g"' MSI al usar 5687 KJ/Kg de pulpa.
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Figura 5.8. Cinéticas de produccién de CO, en la fermentacién a nivel laboratorio de pulpa
de café con P. commune usando distintos tratamientos térmicos del substrato. (e) 5519;
(Q) 5687; (m) 9597; (O) 13610 (KJ/Kg de pulpa). Condiciones iniciales: 64.8% humedad,
9.7X10° esporas/gMHI, pH=4.31, 0.9 mL aire/gMHI min, 30 °C.

La Tabla 5.5 presenta los valores promedio de tiempo de germinacion (tjag), veloci-
dad especifica de crecimiento (u) y pH final para los tratamientos térmicos combi-
nados. En la FMS de pulpa de café a nivel laboratorio con P. commune, la aplica-
cion de dichos tratamientos provoco diferencias significativas en la germinacion de
las esporas, en el crecimiento y en la actividad degradadora de cafeina del hongo.
Sin embargo, con estos tratamientos térmicos se favorecio el crecimiento de As-
pergillus. Aunque las velocidades de crecimiento son relativamente altas, los tiem-
pos de germinacién son mayores, y ademas el pH final desciende por debajo de
4.0 en todos los casos. Lo cual puede deberse a la produccion de acidos por parte

de Aspergillus y a su incapacidad para degradar cafeina.
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Tabla 5.5. Efecto del tratamiento térmico en reactor del sustrato sobre la
fermentacién de pulpa de café con P. commune a nivel laboratorio

Tratamiento Crecimiento de Uco, * pH tlag***
(KJ/Kg) Aspergillus -1 final** (h)
0.15 3.2 56.2

5319 * +0.002 +0.08 +4.65
0.11 3.2 49.9

5687 * +0.003 +£0.02 *3.22
0.09 3.7 59.4

9597 * +0.017 +0.21  +0.49
13610 N 0.14 3.9 42.8

* 0.002 +0.12 + 1.08
* p<0.01 en ANOVA unifactorial; ** p<0.001 en ANOVA unifactorial;
*** n<0.05 en ANOVA unifactorial

Trabajos previos han sefalado la necesidad de aplicar tratamiento térmico a la
pulpa de café fresca y ensilada para favorecer la degradacion de cafeina (Biopulca
annual report year 2, 2000). Sin embargo, ningun trabajo previo habia estudiado el
efecto que tiene la cantidad de energia recibida por el sustrato durante el calenta-
miento sobre las variables indicadoras del crecimiento de los hongos. Expresar
los tratamientos térmicos como la energia acumulada durante el calentamiento

permite aplicar esta variable independientemente de la cantidad de masa utilizada.

En comparacién con el tratamiento en autoclave, los tratamientos en el reactor per-
mitieron aplicar mas energia sobre el sustrato a pesar de utilizar temperaturas re-
lativamente bajas debido en gran parte a la aplicacion de mezclado durante el ca-
lentamiento. EI aumento de energia provocé un cambio importante en el resultado
final de la fermentacién: una “inhibicidon” del crecimiento de P. commune permitien-

do el desarrollo de la microflora natural sobreviviente (principalmente Aspergillus).
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Este cambio puede ser explicado considerando la transformacién de los com-
puestos fendlicos de la pulpa en sustancias toxicas por la accion del calentamien-
to. Se ha encontrado que el café tostado posee actividad mutagénica y antibacte-
riana en un amplio rango de bacterias (Daglia y col., 2000). Se ha reportado que al-
gunos antioxidantes fenolicos como el butilhidroxianisol, el butilhidroxitolueno y el
propilgalato tienen actividad antifungica. Las especies del género Penicillium mos-
traron una mayor susceptibilidad a estos compuestos que el género Aspergillus
(Giridhar y Reddy, 2001). Por su parte, Gonzalez de Colmenares y col. (1998) repor-
tan que un extracto de pulpa de café puede inhibir la germinacién in vitro de las es-

poras de Hemileia vastratix.

La aplicacion de tratamientos térmicos estaticos permitié determinar los niveles
adecuados de energia que debe recibir la pulpa de café para su fermentacion sin
contaminaciéon. Este conocimiento permite aplicar tratamientos adecuados de can-
tidades mayores de sustrato en sistemas de una manera mas uniforme en siste-
mas con mezclado. Finalmente, se propuso utilizar tratamientos térmicos entre

554 y 1272 KJ/Kg de pulpa para los estudios posteriores.

5.2.3 Efecto de la concentracion del inéculo

A nivel semi-piloto se utilizé un tamafio de inéculo cercano a 1x10” esporas/g MHI.

La concentracion de esporas tiene un efecto directo en la duracion de las fases de

crecimiento de los hongos. Ademas influye en la aparicion de contaminacion, ya

que el aumento en la concentracidon de esporas disminuye la posibilidad de creci-
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miento de otros microorganismos. Por lo tanto, se estudi6 el efecto de la concen-
tracion de inoculo a nivel laboratorio como variable ambiental con cuatro niveles:

10°, 10°% 10"y 10° esporas/g pulpa humeda.

La Figura 5.9 muestra la produccion de CO, usando diferentes tamafos de in6culo
en un medio con 65.6% de humedad y 4.37 de pH promedio inicial. El tratamiento
térmico se aplicé en autoclave con un valor de 1275 KJ/Kg de pulpa (condiciones:
1Kg de pulpa humeda a 121 °C por 20 min). Se aplicé un flujo de aire de 1 mL/g
MHI por minuto con una temperatura de incubacion de 30 °C. La produccion final
de CO, no mostro diferencia significativa para las concentraciones de in6culo em-

pleadas. El valor promedio fue 553 + 31.7 mg CO, g" MSI.
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Figura 5.9. Cinéticas de produccién de CO, en la fermentacién a nivel laboratorio de pulpa
de café con P. commune usando distintas concentraciones de esporas. (e) 10% (0) 105
(m) 107; (O) 108 (esporas/gMHI). Condiciones iniciales: 65.6 % humedad, pH= 4.37,1.0 mL
aire/gMHI min, 30 °C.

Los valores promedio de tiempo de germinacion (tjag), velocidad especifica de cre-

cimiento (u) y pH final se reportan en la Tabla 5.6 para las cuatro concentraciones
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de in6culo empleadas. En la FMS de pulpa de café a nivel laboratorio con P.
commune, la concentraciéon del inéculo, en un rango de 1x10° a 1x10° esporas/g
MHI, provocé diferencias significativas en la germinaciéon de las esporas y en la ac-
tividad degradadora de cafeina del hongo. Sin embargo no se presentaron diferen-
cias significativas en los valores de velocidad especifica de crecimiento, con un
promedio de 0.14 h". Los mejores resultados sobre el tiempo de germinacién (15
h) y pH final (7.6) fueron obtenidos al usar una concentraciéon de 1x10° esporas/g
MHI. Con ninguna concentracion hubo contaminacion con Aspergillus. La produc-
cion final de esporas no mostré diferencia significativa entre los valores de con-

centracién con un promedio de 5.8 x10° esporas g' de pulpa fermentada.

Tabla 5.6. Efecto de la concentracién de esporas sobre la fermentacién de pulpa
de café con P. commune a nivel laboratorio

. **

(esplg;)::l/ogMHl) &“hci)) pH final* tl?ﬁ)
1X10° 0.14 £ 0.029 7.3 £ 0.05 38.0 £ 1.15
1X10° 0.13 £ 0.028 7.4 +£0.10 29.2 £ 0.64
1X10° 0.15 £ 0.030 7.5+0.17 21.6 £ 0.30
1X10° 0.12 £ 0.042 7.6 £ 0.07 15.0 £ 0.09

* P < 0.05 en ANOVA unifactorial; ** P < 0.001 en ANOVA unifactorial

La combinacién de tratamiento térmico y concentracion de esporas en este experi-
mento hizo posible que aun a niveles tan bajos como 10° esporas/g MHI no se pre-
sentara crecimiento de Aspergillus. Aunque todas las variables de respuesta mos-
traron diferencia significativa, hubo un nivel de significancia mayor en cuanto al

efecto de la concentracion sobre el tiempo de germinacién. El aumento del tiempo
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de germinacién con la disminucién del inéculo ha sido reportado para Listeria mo-
nocyotgenes (Augustin y col., 2000) y para esporas de Aspergillus niger en FMS
(Arasaratnam y col., 2001). Estos resultados sugieren que la concentracion de es-
poras no es una variable tan importante para el control de la contaminacion como

lo son la humedad y el tratamiento térmico.

Un tamaio de inéculo de 10° permitié obtener los mejores resultados. Sin embar-
go, las necesidades de area superficial para la produccion de esporas a este nivel
son muy grandes, incluso a nivel laboratorio, por lo cual se mantuvo el nivel de 10’

esporas/g MHI para las siguientes fermentaciones.

5.2.4 Efecto de la temperatura

La temperatura determina la velocidad de crecimiento de los microorganismos.
Cada uno tiene una temperatura 6ptima para su crecimiento. A nivel semi-piloto es
dificil mantener la temperatura de los sélidos constante durante una fermentacién.
Pero a nivel laboratorio es facil realizar estudios que permitan evaluar el efecto de
la temperatura sobre las fases de crecimiento de un hongo. Este estudio se dividid
en dos partes, en una se evalud el efecto de la temperatura de incubacion sobre la
germinacion de las esporas y en la otra se evalud el cambio en el crecimiento del
micelio con la temperatura. La primera parte se realiz6 con cultivos isotérmicos,
con las siguientes temperaturas de incubacion: 20, 25, 28, 30, 32 y 35 °C. La se-
gunda parte fue hecha con esporas germinadas a 30 °C y posteriormente incuba-
das a diferentes temperaturas (25, 28, 30 y 35 °C) durante el crecimiento del mice-
lio .
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La Figura 5.10 muestra la produccion de CO, con diferentes temperaturas de incu-
bacion usando pulpa con humedad de 64.4%, pH promedio inicial de 4.3 e inocu-
lada con 1x10” esporas/g MHI. Se aplicé un tratamiento térmico de 1188 KJ/Kg de
pulpa (1 Kg a 121°C por 10 minutos). El flujo de aire aplicado fue de 1 mL/g MHI
por minuto. La produccién final de CO, mostro diferencia significativa (<0.001)
para las temperaturas empleadas. El valor maximo fue 503 + 30.5 mg CO, g" MSI

con una temperatura de incubacién de 28 °C.
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Figura 5.10. Cinéticas de produccién de CO, en la fermentacién a nivel laboratorio de pulpa
de café con P. commune usando distintas temperaturas. (@) 20; (Q) 25; (m) 28; (O) 30;
(#) 32; (A) 35 °C. Condiciones iniciales: 64.4% humedad, 1X10’ esporas/g MHI, pH 4.3,
1.0 mL aire/g MHI min.

Los valores promedio de velocidad especifica de crecimiento, tiempo de germina-
cion y pH final se reportan en la Tabla 5.7 para seis fermentaciones isotérmicas.
En la FMS de pulpa de café a nivel laboratorio con P. commune, la temperatura de
incubacién, en un rango de 20 a 35 °C provoca diferencias significativas sobre di-
chas variables indicadoras de la germinacién de las esporas, crecimiento y activi-

dad descafeinasa del hongo. Sautor y col. (2001a) reportan un fuerte efecto de la
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temperatura sobre el tiempo de germinacion de P. chrysogenum. Los mejores re-
sultados sobre el tiempo de germinacion (24 h) y pH final (7.8) fueron obtenidos al
usar una temperatura de 25 °C después de 120 horas de fermentaciéon. Sélo las
columnas incubadas a 35 °C presentaron crecimiento de Aspergillus. La produc-
cion de esporas de P. commune también mostré diferencia significativa para las
temperaturas probadas (Tabla 5.7). La incubacién a 20 °C permitié obtener el ma-
ximo de produccién de 7.7 x 10° esporas g"' MHF.

Tabla 5.7. Efecto de la temperatura de incubacion sobre la fermentacién de pulpa de
café con P. commune a nivel laboratorio

Esporas de

* t *
Tem;ztirg';ura P. commune* Mc?f pH final* Iar?
(por g MHF) (h) (h)
20 7.7 £1.4X10° 0.09 = 0.01 7.5 +0.07 34.8 £ 2.78
25 7.6 £ 0.8 X10° 0.15+£0.03 7.8 £0.03 24.1 £ 0.85
28 5.8 £ 1.0 X10° 0.15 £ 0.01 7.6 £ 0.30 24.9 £ 0.20
30 5.5+ 1.2 X10° 0.13 £ 0.01 7.5+ 0.24 29.7 £ 0.72
32 4.0 £ 2.5 X10’ 0.07 = 0.01 7.1 £0.28 46.0 £ 1.22
35 2.8 £0.4 X10’ 0.03 £ 0.01 3.7+£0.13 75.3 £ 1.05

* P < 0.001 en ANOVA unifactorial

El objetivo de la segunda parte del estudio fue evaluar el efecto de la temperatura
unicamente sobre la velocidad de crecimiento del micelio. La Figura 5.11 presenta
la produccion de CO, en las fermentaciones con esporas germinadas a 30 °C e in-
cubadas entre 25 y 35 °C. Los valores iniciales fueron: humedad, 64.3%; pH pro-
medio, 4.3; indculo, 1x10" esporas/gMHI. Se utilizd6 un flujo de 1 mL de aire

humedo/gMHI durante la fermentacién. La produccion total de CO, mostré diferen-
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cia significativa («<0.001) para las temperaturas probadas. La maxima produccién

de 496 + 7.1 mg CO,/g MSI se obtuvo con 32 °C como temperatura de incubacion.

600

400 -

CO2 (mg/gMSI)

0 - e e .o ‘
0 24 48 72 96 120
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Figura 5.11. Cinéticas de produccién de CO, en la fermentacién a nivel laboratorio de pulpa
de café con P. commune con esporas germinadas a 30 °C usando distintas temperaturas.
(®) 25; (Q) 28; (m) 30; (O) 32; (#) 35 °C. Condiciones iniciales: 64.3 % humedad, 1X10"
esporas/g MHI, pH=4.32, 1.0 mL aire/g MHI min.

Se determiné diferencia significativa en el pH de la pulpa fermentada. Encontran-
dose en un rango pequeno (7.1 a 7.7) al usar temperaturas entre 25 y 32 °C. Mien-
tras que con 35 °C, se obtuvo 3.9 como pH final. La produccién de esporas de Pe-
nicillium disminuyd significativamente con el aumento de la temperatura, con
7.7x10° esporas/g MHF a 25 °C y 7.6x10" esporas/g MHF a 35 °C. Aunque a esta ul-
tima temperatura también hubo crecimiento de Aspergillus, éste fue menor compa-

rado con la columna incubada isotérmicamente a 35 °C.

La Figura 5.12 muestra el comportamiento de la velocidad especifica de creci-

miento del micelio de P. commune cuando la germinacion de las esporas se reali-
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z6 a 30 °C. Han y Nout (2000) asi como Smits y col. (1998) han utilizado la ecuacién
de Ratkowsky (5.1) para describir el comportamiento de los hongos Rhizopus mi-
crosporus 'y Trichoderma reesei. El comportamiento de Penicillium commune tam-
bién pudo describirse con el modelo de Ratkwosky con un valor de 0.96 como coe-

ficiente de correlacion.

2
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Figura 5.12. Efecto de la temperatura sobre la velocidad especifica de crecimiento (u) de
P. commune en pulpa de café. (e) Datos experimentales; (-) Ajuste de la ecuacién de
Ratkowsky.

En contraste con la temperatura 6ptima de 28 °C para los cultivos isotérmicos, el
maximo estimado de u (0.146 h") se obtuvo a 33.6 °C. La temperatura maxima y
minima para el crecimiento encontradas con esta ecuaciéon son 35.1 £ 1.69x10™y
-68.8 £ 34.9 °C respectivamente. La temperatura minima es un valor demasiado

bajo para corresponder con un valor real, por lo que para obtener un valor mas rea-
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lista es necesario aumentar las temperaturas probadas por debajo de 25 °C. La
constante a, tiene un valor de 0.0037 + 0.0013 h'°C" mientras que a, es igual a
4.12 + 28.34 °C". Sin embargo, la temperatura maxima coincide con la limite supe-
rior de crecimiento de Penicillium en la fermentacidon a 35 °C. Es importante sefia-
lar que este trabajo emplea un sustrato complejo y el nivel de ajuste es también

bueno.

Como se observa en la grafica 5.12 el aumento de velocidad de crecimiento es
muy bajo, de 0.13 a 0.15 entre 25 y 32 °C. Esto supone la existencia de limitacio-
nes en la difusién de nutrientes durante el proceso como lo indica el bajo valor de
energia de activacion (cercano a 2.7 Kcal/mol) obtenido de la grafica de Arrhenius.
La energias de activacion tipicas para el crecimiento se encuentran entre 15-20
Kcal/mol y las de la difusion molecular estan alrededor de 6 Kcal/mol (Wang,
1979). Esta limitacién puede ser el resultado del crecimiento del hongo en los es-

pacios interparticula.

La temperatura es uno de los parametros mas significativos en los trabajos sobre
el efecto de las variables ambientales en el crecimiento de hongos (Sautor y col.,
2001a, 2001b). Como en el estudio de Han y Nout. (2000), las esporas usadas
fueron germinadas previamente a la misma temperatura para estandarizar las
condiciones de crecimiento del micelio y excluir el efecto de otros factores sobre la
germinacion de las esporas de Penicillium commune. La velocidad de crecimiento
calculada con esta consideracion mostré un efecto positivo en el rango de 25 a 32
°C. Reportado también para Penicillium chrysogenum sobre medio solido (Sautor y

col., 2001b). Ademas, la temperatura 6ptima para el crecimiento del micelio, esti-
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mada con el modelo de Ratkowsky, es diferente a la temperatura 6ptima para la
germinacion de las esporas. Asi se obtuvo el tiempo de germinacion mas corto a
25 °C pero la maxima velocidad de crecimiento a 32 °C. Se seleccion6 como tem-

peratura de incubacién 25 °C para los estudios a nivel semi-piloto.

5.3 Estudios a nivel semi-piloto

Los estudios del tratamiento térmico del sustrato y de las condiciones ambientales
(humedad, inoculo y temperatura) a nivel laboratorio permitieron seleccionar los
valores que fueron aplicados en la fermentacién a nivel semi-piloto. Ademas, se
probaron dos estrategias de mezclado de los sdlidos. Una de ellas, denominada
intermitente, consistié en la agitacién peridédica de los sdlidos (50 segundos a 1
rom cada 2 horas). La continua consistié en agitar ininterrumpidamente a 0.25
rom. Ambas estrategias comenzaron después de un periodo estatico de 20 horas

para no influir en la germinacion.

La Figura 5.13 muestra la produccion de CO, a nivel semi-piloto usando pulpa de
café con una humedad y pH promedio de 64.8% y 4.26 respectivamente, una con-
centracion de inéculo de 1X10" esporas/g MHI y flujo de 1.2 mL de aire/g MHI por
minuto. La temperatura inicial de incubacion fue 25 °C. Cada kilogramo de pulpa
recibio entre 532 - 689 KJ durante el tratamiento térmico (7-7.6 Kg de pulpa a 121
°C por 10 minutos). La produccién final de CO, mostré diferencia para las estrate-
gias de mezclado empleadas a nivel semi-piloto. El valor maximo fue 340 mg CO,

g’ MSI para la fermentacion con agitacion intermitente. En condiciones similares
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se obtuvo una produccion de CO, a nivel laboratorio de 361.7 £ 75.7 mg CO,/gMHI

como valor promedio.
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Figura 5.13. Cinéticas de produccién de CO, en la fermentacién de pulpa de café con P.
commune a nivel semi-piloto. (e) Estatica; (O) Mezclado intermitente; (m) Mezclado
continuo. Condiciones iniciales: 64.8% humedad, 1X107 esporas/gMHI, pH=4.26, 1.2 mL
aire/gMHI min.

En cada estrategia, se utilizaron columnas de fermentacion a nivel semi-piloto, las
cuales fueron incubadas a temperatura constante de 25 °C. La grafica 5.14 A pre-
senta la produccién relativa de CO,, es decir, el cociente de la produccién a nivel
semi-piloto sobre la produccién a nivel laboratorio. Las tres estrategias de mezcla-
do presentaron valores superiores a la unidad al inicio de la fermentacion, sin em-
bargo, solo la fermentacion estatica mantuvo esta tendencia hasta el final. El maxi-
mo valor de produccion relativa se presento en la fermentacién con mezclado inter-
mitente alrededor de las 21 horas mientras que las dos restantes lo presentaron
entre las 36-39 horas. En ningun caso, la temperatura superé los 33.6 °C, tempe-

ratura maxima para el micelio (Figura 5.14 B).
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Figura 5.14. Fermentacién a nivel semi-piloto de pulpa de café con P. commune usando
distintas estrategias de mezclado. A) Produccion relativa de CO, (nivel semi-piloto/nivel
laboratorio) B) Perfil de temperatura estimada. (e) sin mezclado; (Q) mezclado
intermitente; (m) mezclado continuo.

En la fermentacion estatica, el descenso en la produccion relativa pudo estar rela-
cionado con un fuerte crecimiento en los limites del lecho provocando que los es-
pacios entre particulas se ocuparan totalmente por el micelio y reduciendo la
transferencia de gases. En la fermentacién intermitente el descenso esta relacio-

nado con el inicio del mezclado (20 horas). En este caso, se presentd una combi-
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nacion del efecto negativo del mezclado y la poca transferencia de gases al interior
del lecho. En la fermentacién continua, sin embargo, el inicio del mezclado coinci-
de con un aumento en la produccion relativa. Los efectos negativos del mezclado
pudieron ser compensados por la transferencia mejorada de gases al interior del
lecho, permitiendo un mejor crecimiento del hongo en la parte interna de la pulpa

de café a lo largo del lecho.

Los valores de tiempo de germinacion (t,) y velocidad especifica de crecimiento (u)
se reportan en la Tabla 5.8 para las tres estrategias de mezclado empleadas. Los
resultados de cada estrategia se compararon con la fermentacion a nivel laborato-
rio en forma de porcentajes. En la FMS de pulpa de café a nivel semi-piloto con P.
commune, cada estrategia de mezclado provocé diferencias en la germinacion de
las esporas y en el crecimiento del hongo. Con la fermentacion estatica la veloci-
dad de crecimiento fue 33.8% mas grande comparada con la obtenida a nivel labo-
ratorio, mientras que con cualquier tipo de mezclado permanecié por debajo de di-
cho valor. En cambio, el tiempo de germinacién disminuyo en los tres casos, obte-

niendose la mayor disminucion con el mezclado continuo.

Tabla 5.8. Efecto de la frecuencia de mezclado sobre la fermentacion de
pulpa de café con P. commune a nivel semi-piloto

Frecuencia de Uco, ™ tlag *

mezclado (h") (h)
Sin mezclado 0.16 (133.8) 26.1 (75.8)
Intermitente 0.10 (75.4) 22.0 (77.8)
Continua 0.07 (73.4) 32.2 (67.4)

* Los nuameros en los paréntesis indican el porcentaje que representa con
respecto al valor en la fermentacién a nivel laboratorio
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En ninguna fermentacion a nivel semi-piloto se presenté crecimiento de Aspergi-
llus (Figura 5.15). La producciéon de esporas de Penicillium también mostré dife-
rencia para las estrategias de mezclado. El mezclado continuo provocé un aumen-
to del 33% en la produccion (10.6 X 10° esporas g’ MHF) con respecto al nivel labo-
ratorio. Este aumento puede relacionarse con una mayor proporcion de pulpa con
buena transferencia de gases. Por otra parte, cuando se emplean fermentaciones
estaticas y mezcladas intermitentemente hay una disminucién en la produccion de

las esporas de 46% y 50% respectivamente en relacion al nivel laboratorio.

Figura 5.15. Aspecto de la pulpa de café fermentada a nivel semi-piloto con las condiciones
de la Figura 5.13 obtenidas a 0O_vel la_ratoril_ No se aplic6 mezclado, presentando

Unicamente crecimiento de P. commune .

La Figura 5.16 muestra el pH de la pulpa de café después de 110 horas de fer-
mentacion con P. commune. El valor maximo (7.4 + 0.06) se presentd con agita-
cion continua. Sin embargo, este valor no presenta diferencia significativa al com-
pararse junto con el pH obtenido al utilizar agitaciéon continua (7.2 £ 0.12) y en la
fermentacion a nivel laboratorio (7.2 + 0.47). Pero la fermentacion estatica tuvo un

pH significativamente inferior (5.8 £ 0.15).
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Figura 5.16. Efecto del tipo de mezclado sobre el pH final en la fermentacién de pulpa de
café con P. commune a nivel semi-piloto. pH inicial de 4.26.

El crecimiento del hongo en las fermentacion sin mezclado y mezclada intermiten-
temente fue en su mayoria superficial. Al final de la fermentacion se obtenia un
solo bloque de pulpa unido por el hongo. En cambio, la agitacion continua evité la
formacién de aglomerados de pulpa que impiden la aereacién del cultivo. También
hizo posible el aumento en la produccion de esporas, lo cual puede ser resultado
del crecimiento mas homogéneo al interior del lecho de pulpa (Figura 5.17). Otros
investigadores, de Reu y col. (1993), reportan que la agitacion intermitente mejora
la fermentacién de soya con Rhizopus oligosporus. Por su parte, Oostra y col.
(2000) sefalan que no existe efecto negativo sobre la produccién de esporas de
Coniothyrium minitans sobre avena en un reactor de tambor agitado continuamen-

te.
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Figura 5.17. Aspecto de la pulpa de café fermentada a nivel semi-piloto. A) Parte inferior del
lecho en condiciones estaticas; B) Con mezclado continuo.

La identificacion de los limites de tratamiento térmico para la pulpa de café (554 -
1272 KJ/KQg) y de la temperatura de incubacion (25 °C) permitieron favorecer el cre-
cimiento de Penicillium commune y detener el crecimiento de la cepa contaminan-

te Aspergillus en las fermentaciones a nivel semi-piloto.
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6. CONCLUSION

. La extrapolaciéon de las condiciones de operacion a nivel laboratorio a semi-
piloto no permitieron el crecimiento de Penicillium commune en pulpa de

café sino que favorecieron el desarrollo de contaminaciones por Aspergillus.

. Se demostro que el tratamiento térmico debe ser menor a 1272 KJ/Kg de pul-
pa de café para evitar la formacién de productos téxicos para el crecimiento

fungico.

. Los estudios a nivel laboratorio permitieron establecer la humedad inicial del
medio (60-65%), el tamafo de inéculo (1x10” esporas/g pulpa himeda) y la
temperatura de incubacion (25 °C) en donde el crecimiento de P. commune

es predominante sobre el contaminante en la fermentacion de pulpa de café.

. Las condiciones seleccionadas a nivel laboratorio pudieron ser extrapoladas

a nivel semi-piloto operando el reactor sin/con agitacion sin observarse con-

taminacion por Aspergillus.
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8. ANEXO

8.1 Nomenclatura

A Area de transferencia por conduccién

A Factor de frecuencia

Bi Numero de Biot

CPoupe Capacidad calorifica de la pulpa

CPoga Capacidad calorifica del vapor de agua (2.06 KJ Kg' °K™)
CPuire Capacidad calorifica del aire (1.01 KJ Kg' °K™)

D Diametro de la pulpa empacada para el tratamiento térmico

dCO2/dt Velocidad de produccion de CO,

E, Energia de activacion

E, Entalpia del aire humedo a la entrada del lecho

E, Entalpia del aire humedo a la salida del lecho

F Flujo masico de aire

F, Flujo volumétrico de aire

g Aceleracion de la gravedad (9.81 m/s?)

Gr Numero de Grashoff

h Coeficiente de transferencia convectiva en el tratamiento térmico

ho Coeficiente de transferencia por conveccion en el reactor semi-piloto
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h, Coeficiente global de transferencia de calor en el reactor semi-piloto
K parea Conductividad térmica de la pared del reactor (16 W m™ °K™)
K i Conductividad térmica de la pulpa

K opor Conductividad térmica del vapor de agua (0.02 W m™ °K")
M, Peso molecular del agua (18 g/mol)

M, Peso molecular del aire (28.5 g/mol)

m Resistencia relativa

M Masa de pulpa (kg)

n Posicion relativa

Nu Numero de Nusselt

P, Presion de vapor de agua

P Presion atmosférica (585 mmHg)

Pr,., Numero de Prandtl del vapor de agua (1.06)

Qroa Ganancia neta de calor en el sistema

Perdida de calor en el sistema por conveccion y evaporacion

QConveccia’n/Evapomcio’n

O oniuceiin Perdida de calor en el sistema por conduccion

[0 — Generacion de calor en el sistema por el metabolismo

R Constante de los gases (0.082 L atm/ g mol °k)

T Temperatura absoluta

T Temperatura de la pulpa en el tratamiento térmico

T, Temperatura de la pulpa en el tiempo cero del tratamiento térmico
T yromedio Temperatura promedio de la corriente de aire a la entrada

T, Temperatura de la corriente de aire a la entrada/salida

T Temperatura del vapor en el tratamiento térmico
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Temperatura promedio de T )y T

Temperatura en la chaqueta del reactor semi-piloto
Temperatura en el lecho de pulpa en el reactor semi-piloto
Temperatura de referencia (273 °K)

Tiempo

Tiempo relativo

Porcentaje de humedad en la pulpa

Porcentaje de carbohidratos en la pulpa

Porcentaje de proteina en la pulpa

Porcentaje de grasa en la pulpa

Porcentaje de cenizas en la pulpa

Distancia del centro a cualquier punto en la pulpa empacada.
Radio de pulpa empacada en el tratamiento térmico

Cambio no realizado de temperatura

Coeficiente de equivalencia caldrica (0.41 KJ/mmol CO,)

Fraccion de vapor de agua.

Difusividad térmica de la pulpa de café
Coeficiente de expansion térmica
Densidad de la pulpa (310 Kg/m®)
Densidad del vapor de agua (0.59 Kg/m®)
Velocidad especifica de crecimiento

Viscosidad del vapor de agua (12.7 Pa s)

Calor latente de vaporizacion a 273 °K (44.72 KJ/mol)
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AQ/At Diferencia de calor de la pulpa durante el tratamiento térmico
AT/At Diferencia de temperatura de la pulpa en el tratamiento térmico
Ax Espesor de la pared del reactor (1X10° m)

8.1 Calculo de la energia recibida durante el tratamiento térmico

Este calculo se dividié en dos partes: 1) el tratamiento en autoclave, donde se
estimaba la temperatura de la pulpa a partir de datos de temperatura del vapor; 2)

el tratamiento en reactor donde no era necesaria la estimacion de la temperatura.

1) Estimacion de la temperatura durante el tratamiento en autoclave.

Como no fue posible la medicion directa de la temperatura de la pulpa en los
tratamientos en autoclave, ésta se estimd considerando el calentamiento de un
cuerpo sélido (pulpa de café), en estado no estacionario sin resistencia superficial

(Bi>0.1), con el empleo de un fluido en este caso vapor de agua.

La estimacion de la temperatura se realizé utilizando las graficas de Heissler para
el caso de una esfera (forma aproximada de la pulpa empacada). Por lo tanto fue
necesario evaluar, en cada periodo, tres parametros: el tiempo relativo, la

resistencia relativa y la posicion relativa (X, m y n, respectivamente).
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o t
X - 2 8.1
X1
k
m _ _pulpa_ 8.2
hx1
X
n=— 8.3
X1

En donde o .. Y K,

pulpa

e SON 1a difusividad y conductividad térmica respectivamente de
la pulpa, t es el tiempo de calentamiento, x es la distancia del centro a cualquier
punto, x, es el radio del medio conductor y h es el coeficiente de transferencia

convectiva.

El radio en cada tratamiento, x,, se obtuvo considerando la cantidad y densidad de
pulpa. Las propiedades de la pulpa se calcularon con las siguientes relaciones

(Heldman y col., 1981) con una humedad alrededor de 50%.

K puipa = 0-148 +0.00493(X ;) 8.4
k
_ pulpa
& pppa = = — 8.5
CP,,MW P pulpa
C, = 1424X  +1.549X , + 1.675X p + 0.837X, + 4.187X 4 8.6

El coeficiente de transferencia convectiva se calculé usando la ecuacién 8.7 (Perry,

1984):

8.7
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La expresion empirica 8.8 se utilizé para obtener el numero de Nusselt, Nu (Bird y

col., 1998).
Nu=2+06(G""* - p'7) 8.8

Donde Gry Pr designan los numeros de Grashoff y Prandtl, respectivamente y se

calcularon con las siguientes ecuaciones tomadas de la misma referencia

3 2
B D 'pvapor'g‘ﬁ'AT

Gr = 5 8.9
Auvapor
u C
Pty = 8.10

vapor

El coeficiente de expansion térmica del promedio de la temperatura en la
superficie de la pulpa (T, ) y de la temperatura del medio de calentamiento (T )
como se expresa en la ecuacion 8.11. La diferencia AT se obtiene entra la

temperatura superficial y la del medio de calentamiento, es decir, AT=T -T,

Con las gréficas de Heissler (Welty y col., 1976) y los parametros X, m y n se obtuvo
un cuarto parametro, Y. definido por la ecuacion 8.12, de la cual se despejo la

temperatura del sélido, T.
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,_ T -T)

- 8.12
(T -T,)

Como la temperatura al interior de la pulpa no es homogénea se evalu6 en el
centro, en la superficie y en otros cuatro puntos intermedios, que corresponden a
los valores de n iguales a 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0. El tiempo de calentamiento fue

dividido en periodos y para cada de ellos se obtuvo una temperatura al final.

Los perfiles de temperatura estimada para la parte correspondiente del
tratamiento 1 en la Tabla 4.3 se muestra en la Figura 8.1. Este consistio en la
aplicacion de 2 calentamientos en autoclave por 30 minutos a 121 °C a 8.8 Kg de

pulpa humeda.

120

100 +

80 +

60 -

40 |

Temperatura estimada (°C)

20 +

O T T T
0 50 100 150

Tiempo (min)

Figura 8.1. Perfil de temperatura estimada de la pulpa de café durante el tratamiento
térmico en autoclave. (®) Vapor; (O) n=0, 0.2, 0.4 y 0.6; (m) n=0.8; (O) n=1.0
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La temperatura promedio entre dos puntos intermedios se utilizé6 para los

siguientes calculos y para el tratamiento 1 se muestran en la Tabla 8.1.

Tabla 8.1. Temperatura promedio en las distintas zonas de la esfera de pulpa de café.

T('fn"?f]") 0-0.2 0.2-0.4  0.4-0.6  0.6-0.8  0.8-1.0
0 20 20 20 20 20
32 20.9 20.9 20.9 26.8 39.2
64 21.6 21.6 21.6 32.5 55.0
96 21.9 21.9 21.9 35.2 62.8
128 22.0 22.0 22.0 35.6 63.8
160 21.8 21.8 21.8 34.6 60.9

Posteriormente se calcul6 la velocidad de energia recibida por la pulpa utilizando
la ecuacion 8.13. En esta ecuacién, la masa y la capacidad calorifica de la pulpa se
consideraron constantes porque las perdidas por evaporacion de agua son

insignificantes.

AQ AT

E= mpu,pacpw A_t 813

La suma de las integrales en cada regién da un total de 2393.8 KJ que al dividirlos
entre los 8.8 Kg resulta 272 KJ/Kg de pulpa humeda. Como el calentamiento en
autoclave se realizé dos veces se tuvo una contribuciéon de 544 KJ por el
tratamiento en autoclave. Los datos de velocidad de energia recibida y de la

integral en cada regidn se encuentran en la Tabla 8.2
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Tabla 8.2. Perfil de velocidades de recepcion de energia durante el tratamiento con autoclave
en las distintas zonas de la esfera de pulpa de café.

T('fn"?‘r’f’) 0-0.2 0.2-0.4  0.4-0.6  0.6-0.8  0.8-1.0
0 0 0 0 0 0
32 0.0052 0.037 0.10 1.55 7.2
64 0.0096 0.067 0.18 2.84 13.1
96 0.0117 0.082 0.22 3.47 16.1
128 0.0121 0.085 0.23 3.55 16.4
160 0.0113 0.079 0.22 3.31 15.4

'"ET(QJ";' 1.418 9.926 26.94 418.0 1937.5

2) Tratamiento en reactor.

Posteriormente en el tratamiento 1 de la Tabla 4.3, se aplicdé un tercer
calentamiento por 2 hora a temperaturas entre 60.5 y 65.4 °C en el reactor semi-
piloto. La pulpa se colocé en el tanque de fermentacion. Se aplicé calentamiento
por las paredes de la chaqueta con vapor de agua y se registré la temperatura del
interior del tanque a lo largo del proceso. El perfil de temperatura se muestra a

continuacion en la Figura 8.2.

Como no se consideraron gradientes de temperatura por el mezclado, se calculd

directamente la velocidad de energia recibida por Kg de pulpa con la siguiente

formula con la formula 8.13
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Figura 8.2. Perfil de temperatura de la pulpa de café en el tratamiento en reactor con
mezclado. (®) Temperatura (O) Transferencia de calor.

La integral de esta curva fue igual a 4975 KJ/Kg que al sumarse con el valor para el

tratamiento en autoclave resulté en un valor de 5519 KJ/Kg de pulpa humeda.
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