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Abstract

The effect of including whey in a mix of maracuya peel and whole
ripe banana was evaluated, including analysis of bromotalogical factors, pH,
ammonia, short chain fatty acids, and count of yeast by fermentation in solid
state every 12 hours. A randomized design in factorial arrangement was
employed, with 3 repetitions. The results show that pH values increase
independently at the beginning, however, during the fermentation time, the
value differs between treatments. The contents of NHj registered differences,
obtaining a higher value in the treatment of 10% whey at 24 hours with the
content of 24.72 meq/L, with respect of the lowest results with the control
treatment. At 36 hours of fermentation time the values of NH3 reduced in all
the treatments. The number of yeasts increased when they were treated with
5% and 10% of whey, with respect to the control in the treatment of 15%. A
highly significant relationship exists between the production of short chain
fatty acids and the fermentation time. The control treatment increased 0.083
mmol/100g per day, while the treatment of 10% whey experienced increases
of 1.310 mmol/100g. The (MS) decreased at the same rate when the whey
level increased, with respect to the first initial material. Upon increasing the
fermentation time, the MS in the treatments increased, with respect to the
control, which gives evidence of a greater increase in the treatment of 15% at
36 hours of fermentation time. The raw fiber decreased at growing levels of
whey. The true protein increased at the rate that the whey level and the
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fermentation time increased in each treatment, being lowest in the control
treatment.

Keywords: Agro-industrial waste, solid fermentation, microbial protein

Resumen

En el laboratorio de Biotecnologia de la ESPOCH, se evaluo el efecto
de la inclusion de suero lactico (SL) (0%, 5%, 10% y 15%) sobre mezcla
(50:50) de céscaras de maracuya (Passiflora edulis) y banano maduro entero
(Musa paradisiaca) analizando factores bromatologicos, pH, nitrogeno
amoniacal (NHsj), acidos grasos de cadena corta (AGCC), y conteo de
levaduras mediante fermentacion en estado sélido (FES) cada 12 horas (de 0
a 36 h). Se emple6 un disefio aleatorizado en arreglo factorial (4x4) y 3
repeticiones. Los resultados muestran que los valores de pH incrementan
independientemente del tratamiento de SL en el tiempo inicial. Sin embargo,
durante el tiempo de fermentacion (TF), el valor difiere entre tratamientos (P
< 0.001). EI contenido de NH; registr6 diferencias, obteniéndose un valor
mayor en el tratamiento al 10% de SL a las 24 h (P < 0.001) con un
contenido de 24.72 meq/L, con respecto a resultados mds bajos del
tratamiento control. A las 36 h de TF los valores de NH; se redujeron en
todos los tratamientos. El nimero de levaduras incrementd (P< 0.001) al ser
tratadas con 5% y 10% de SL, con respecto al control y al tratamiento de
15%. Existe una relacion altamente significativa (P<0.001) entre la
produccion de AGCC y el TF transcurrido. El tratamiento control incrementé
0.083 mmol/100g por dia, mientras que en el tratamiento al 10% de SL se
observo aumentos de 1.310 mmol/100g. La MS disminuyé a medida que
aument6 el nivel de SL, con respecto a la materia prima inicial. Al aumentar
el TF aumenta la MS en los tratamientos, con respecto al control,
evidenciando un mayor incremento en el tratamiento al 15% a las 36 h de
TF. La fibra cruda (FC) disminuy6 (P <0.0001) a niveles crecientes de SL.
La proteina verdadera (PV) aument6 (P < 0.0001) a medida que se
incremento el nivel de SL y el TF en cada tratamiento, siendo menor en el
tratamiento control.
. _________________________________________________________________________________________________________________________|
Palabras clave: Residuos agroindustriales, fermentacion solida, proteina
microbiana

Introduccion

Entre la comunidad cientifica, a nivel mundial, la preocupacién por el
aprovechamiento de residuos ha tomado gran fuerza, sobre todo a nivel
industrial, donde los procesos de transformaciéon generan subproductos que
pueden ser Utiles en otras actividades. Estudios recientes han demostrado que
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las céscaras de frutas poseen excelentes caracteristicas en su composicion
quimica, valor nutritivo y palatabilidad (Rodriguez et al, 2008).

A pesar de esto, los residuos generados en las transformaciones
agroindustriales y por pérdidas postcosecha en Ecuador, ain no son
aprovechados eficientemente, en parte, porque su valor aun desconocido vy,
sobretodo, por la falta de métodos apropiados para la preparacion y
caracterizacion de sustancias de mayor valor agregado con la suficiente
calidad e inocuidad como para ser usadas en procesos alimenticios. La
estrategia de valorizacion de tales residuos debe contemplar una serie de
criterios adicionales, tales como el calendario y volumen de produccion,
localizacion de las areas que los generan, relacién con las zonas de mayor
consumo potencial y coste del transporte.

La agroindustria ecuatoriana genera una enorme masa de
subproductos, algunos de ellos son arrojados a vertederos a cielo abierto,
convirtiéndose en focos de contaminacion por su elevado contenido de
materia organica. Los subproductos generados son principalmente residuos
de camales, suero de leche, desechos agricolas, asi como desperdicios de la
industria de pulpas y mermeladas. En la actualidad, esta ingente biomasa de
subproductos representa un importante problema ambiental para los
productores, con doble incidencia tanto en la sanidad ambiental como en la
economia local, lo que genera considerables gastos econdomicos en vista a
minimizar los efectos.

Por otra parte, existe gran interés de ganaderos y profesionales del
sector pecuario en incorporar desechos y/o residuos agroindustriales en la
alimentacion animal. Su utilizacién se ha visto estimulada en los ultimos
afos debido al elevado costo de los insumos empleados tradicionalmente,
como también por la modernizacioén de los sistemas de produccion de carne.

La fermentacion en estado so6lido (FES), es un proceso
biotecnolédgico para preservar o desarrollar nuevos alimentos a partir de la
utilizacion de carbohidratos mediante el uso de microorganismos. Las
levaduras son microorganismos unicelulares de crecimiento vegetativo que,
dependiendo de la especie, pueden utilizar compuestos como las pentosas,
metil pentosas, alcoholes de aztlicar, acidos organicos, polisacaridos e incluso
compuestos lignoceluloliticos y casi todas las especies, con raras
excepciones, utilizan iones de amonio para la sintesis de proteina (Miller et
al., 2000).

Durante la FES de subproductos agroindustriales ricos en azlcares y
celulosicos, la energia de esos carbohidratos y la urea como fuente de
nitrégeno (N) son utilizados para el crecimiento de la microflora epifita de
los subproductos, duplicando la biomasa en 5.2 minutos, lo que hace posible
obtener un incremento en la poblaciéon de levaduras y bacterias
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principalmente, atin en la fase de secado, sin la utilizacién de indculo en el
sistema (Valifo et al., 1992).

La presente investigacion busca aprovechar los residuos
agroindustriales por su valor nutritivo y sus propiedades particulares, en la
obtencion de proteina microbiana por fermentacion solida, empleando como
sustratos la mezcla de residual compuesta por céascara de Passiflora edulis
(maracuyd) y Musa paradisiaca (banano maduro entero) enriquecida con
suero de leche a diferentes concentraciones.

Hipatesis

El empleo de residuos agroindustriales como sustrato fermentable en
fermentacion en estado solido (FES), puede ser una alternativa para el
aprovechamiento de los desechos de las industrias procesadoras a escala
artesanal y debido a sus caracteristicas nutritivas, puede ser incluido en la
alimentacion animal.

Materiales y metodos
Recoleccion, transformacion y caracterizacion del residual
agroindustrial

Los subproductos de maracuya (céscara) y banano maduro entero en
mezcla (50:50), se obtuvieron de los mercados de la ciudad de Riobamba. Se
recolectd 1 kg de cada subproducto diariamente durante una semana, en
bolsas de polietileno y conservadas en refrigeracion. Posteriormente fueron
trasladadas bajo las mismas condiciones al laboratorio de Biotecnologia de la
ESPOCH. Después de 2 h de acondicionamiento a temperatura ambiente, se
procedio a picar y homogeneizar. El tamafo de particula fue de 1 a 2 cm
aproximadamente. A partir de 100 g de muestra fresca, se determin6 la
humedad inicial en estufa de aire a 65°C durante 4 h. Las muestras fueron
molidas en un tamiz de malla 0.5 mm, envasadas y etiquetadas para su
posterior analisis.

Analisis fisico-quimicos

De los residuos deshidratados se analizo: el contenido de materia seca
(AOAC 934.16), ceniza (AOAC 942.05), proteina (AOAC 920.152), fibra
cruda (AOAC 962.09), extracto etéreo (AOAC 954.02), azucares totales
(MO-LSAIA-21), pH (MO-LSAIA-09).

Procesos de fermentacion

Al residuo agroindustrial en mezcla se adicion6: 2% de melaza, 3%
de yogurt natural, 0.5% de sales minerales, 1.5% de urea, 0.2 sulfato de
amonio y suero lactico en diferentes concentraciones (0%, 5%, 10%, 15%).
Para los procesos fermentativos, se emple6 48 matraces Erlenmeyer estériles
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de 500 mL de capacidad, los cuales se llenaron con aproximadamente 250 g
de la mezclas descritas anteriormente, segiin cada tratamiento. Todos los
matraces Erlenmeyer se taponaron con algodén e incubaron a 32°C. Los
tiempos de fermentacion fueron de 0, 12, 24 y 36 h, con agitacidon cada tres
horas. Para la determinacion del conteo de levaduras, pardmetros
fermentativos y calidad de sustrato se utiliz6 la metodologia descrita por
(Castillo et al., 2011).

Analisis Estadisticos: Andlisis de Varianza para las diferencias
(ADEVA), Separacion de medias de acuerdo a la Prueba de Tukey al nivel
de significancia de P<0.05.

Resultados y discusion
Composicion quimica del subproducto

La composicion quimica de los subproductos en mezcla cascara de
maracuya y banano maduro entero, utilizados como sustratos en la FES se
muestra en la tabla 1. Como se observa, la composicion de los residuos
permite considerarlos como buenos sustratos para el cultivo de
microorganismos, lo cual garantiza la posibilidad de realizar su
aprovechamiento biotecnologico mediante FES (Barnett ef al., 1988). Tabla
1

Procesos de fermentacion

Se encontrd interaccion significativa (P < 0.001) entre el nivel de
inclusion de SL y el TF para el pH. A medida que aument6 el TF, el pH
disminuyo, en los niveles 0 y 10 % de inclusion de SL a las 36 h (tabla 2).
Los valores de pH de los niveles 5 y 15 % de inclusion de SL fueron
mayores (P < 0.001) con respecto al tratamiento control, a las 36 h de
fermentacion. Esta variacion en los valores de pH, pueda darse debido a que
los microorganismos en el proceso de FES consumen carbohidratos de facil
fermentacion lo que conlleva a un incremento en la concentracién de los
acidos grasos de cadena corta y acido lactico (Elias ef al. 1990 y Castillo et
al. 2009). El contenido de NHj3, registro grandes diferencias, obteniéndose un
mayor valor en el tratamiento al 10% de inclusion a las 24 h (P < 0.001) ya
que presentd un contenido de 24.72 meq/L., con respecto al tratamiento
control que reporta los mas bajos resultados. A las 36 h de fermentacién los
valores de NH; en todos los tratamientos se reducen. El contenido de
amoniaco en la FES estd condicionado principalmente como un reflejo de
fermentaciones negativas, aunque en la practica es imposible evitar
totalmente su produccion. Siempre se encuentra asociado a los acidos
organicos en forma de sales de amonio, por lo que no favorece la
disminucién del pH dentro de la masa fermentada, (Wilkins et al., 1999).
Tabla 2
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Al inicio del proceso de FES, no se pudieron hallar diferencias
significativas entre los valores de AGCC totales. Sin embargo, a partir de las
12 h, se encontraron diferencias significativas (P<0.001) entre los
tratamientos. Resultados en correspondencia con los hallados por Vidotti
(2001). La mayor produccion de AGCC se evidencia en el tratamiento al
10% de SL a las 24 h.

Los datos del conteo de levaduras, expresados en logl0O, en los
diferentes tratamientos a través del tiempo (Tabla 2) mostraron interaccion
significativa (P< 0.0001) entre los niveles de inclusion de SL y el TF. La
comparacion entre medias mostrd que la interaccion de 10 y 15 % de
inclusion de SL a las 24 h produjo conteos mas altos de células de levaduras
existentes en ese tiempo (P< 0.001). Los resultados mas bajos en los conteos
de levadura de tratamiento control, a las 0 y 12 h con respecto a los niveles
10 y 15 % a las 24 y 36 h. Se puede atribuir estos resultados debido a la
variacion de pH y ausencia de sustancias nutritivas para la producciéon de
microorganismos (Elias, 1994). Los indicadores bromatoloégicos (Tabla 3)
presentaron efecto en la interaccion (SL+TF) (P< 0.0001). La MS disminuy6
a medida que aumentaron los niveles de SL, lo que se explica por el mayor
porcentaje de humedad en el SL con respecto a la materia prima inicial. La
no inclusién de SL produjo un mayor contenido de MS con el aumento del
TF. Sin embargo, con el incremento del SL se obtuvo disminucioén de la MS
a las 0 h aumentando después a las 12 h, sin existir diferencias significativas
con respecto a la hora inicial de la fermentacion, con 5 y 10 % de SL. No se
produjo cambio en la concentracion de MS en el nivel de 15 % de inclusion a
partir de las 12 h de fermentacion. La disminucién de la MS en productos
ricos en azucares se debe a un proceso fermentativo de estos carbohidratos
en FES, con incremento notable en la concentracion de AGV totales y
descenso del pH (Elias et al. 1990). Esto concuerda con los resultados
obtenidos en este trabajo, que estan relacionados con un desarrollo
considerable de microorganismos y, consecuentemente, con un mayor uso de
los nutrientes azucarados que forman parte del sustrato (Ruiz et al. 2008). El
EE también aument6 con el incremento de los SL, lo que se atribuyo al
mayor contenido de este nutriente en este producto con respecto a la materia
prima (Tabla 1), lo que representd una concentracion no mayor entre los
tratamientos. Esta aumento6 en los tratamientos donde se incluyeron los SL a
las 24 h manteniéndose hasta las 36 h. Para la FC, a medida que se
incremento el nivel de SL, tendi6 a disminuir, lo que esta relacionado con el
contenido de MS y el material fibroso de estos residuos (Tabla 1). EI mayor
contenido de FC en los tiempos de 0 y 12 h de fermentacion, se evidencia en
el tratamiento control y al 5% de inclusion como consecuencia de la rapida
utilizacion de los carbohidratos facilmente fermentables por parte de los
microorganismos. Esto produce un efecto de dispersion de la fibra que
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repercute en su concentracion, resultados similares obtuvieron Rodriguez et
al. (2001). Con el incremento de los SL, la PV disminuy6 con respecto al
contenido en la materia prima, pero existié un incremento en funcion del TF
en cada tratamiento. La PV aumento en todos los tratamientos, a medida que
se increment6 el nivel de SL y el TF, excepto en el tratamiento con 0 % de
inclusion a las 0 y 12 h. El aumento de la PV en la FES est4 estrechamente
relacionado con el desarrollo de microorganismos (levaduras y bacterias) que
se generan en el sistema. Estos utilizan al nitrogeno amoniacal como fuente
nitrogenada y a los acidos grasos como fuente de energia para sintetizar
proteina unicelular (Elias ez al. 2001). Tabla

Conclusion

La FES de los residuos agroindustriales como céscara de maracuya,
banano maduro entero y suero de leche como sustratos fermentables,
presentaron los mejores valores de pH en los tratamientos donde se incluy6
SL, permitiendo obtener un producto rico en microorganismos,
fundamentalmente levaduras, lo que incremento las concentraciones de MS,
EE y PV y disminuy6 el contenido fibroso, mejorando las caracteristicas
bromatoldgicas. Sin embargo, se observaron mejores resultados en los
indicadores fermentativos de la FES al incluir niveles de suero lacteo al 10%.

El estudio de los parametros fermentativos en el proceso de FES
empleando yogurt y melaza, permite obtener bacterias lacticas y azucares
solubles que aportaran una mejor respuesta a los procesos de FES. Utilizar
los residuos agroindustriales como sustrato fermentable en FES, puede ser
una alternativa para el aprovechamiento de los desechos de las industrias
procesadoras a escala artesanal y por sus caracteristicas nutritivas puede ser
incluido dentro de la alimentacidon animal.
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Tabla 1. Composicion quimica de la materia prima en base seca.

INDICADOR MARACUYA/BANANO
(50:50)

Materia seca (%) 76.3

Ceniza (%) 6.81

Proteina bruta (%) 6.30

Fibra bruta (%) 32.6

Extracto etéreo (%) 1.24

Azicares Totales (°Brix, %) | 12.61

pH 5.13

Tabla 2. Indicadores fermentativos de la materia prima, con inclusion de suero lactico en
funcion del tiempo de fermentacion.

INDICADOR | NIVEL TIEMPO DE FERMENTACION | EE+ | VALOR

%Suero (h) DEP
0 12 24 36

pH 0 5,13d | 4,890 4,17a 4,15a
5 5,21d | 5,190 4,58a 4,38b
10 5,33d | 5,28¢ 4,42b 4,10a 0,15 | 0.001
15 5,45d | 5,38d 4,63b 4,58b

NH; (meq/L) 0 1,56¢c | 12,28d | 16,45d | 5,74b
5 2,21c | 16,13¢ | 21,65¢ | 12,54d
10 2,45b | 19,21a | 24,72a | 21,15b | 0,18 | 0,0001
15 2,48a | 18,33b | 22,15b | 16,28b

AGCC 0 4,43d | 5,32¢ 6,34c 6,11c

(meq/L) 5 7,34c | 19,22b | 36,55¢ | 36,42b
10 9,18b | 23,59a | 39,31a | 38,25a | 0,4 | 0.001

207




15 9,45b | 23,42a | 38,20a | 37,16d
Lev (log10) 0 8,41a | 8,67c 9,15¢c 9.91c
5 8,54b | 9,15d 10,12g | 10,15d
10 8,91d | 9,93e 10,86h | 10,31h | 0,4 | 0.0001
15 9,23¢ | 9,95f 10,94h | 10,54h

Tabla 3. Pardmetros bromatoldgicos de la FES, con inclusion de suero lactico en funcién del
tiempo de fermentacion.

INDICADOR | NIVEL % | TIEMPO DE FERMENTACION | EE+ | VALOR
Suero 0 12 24 36 DE P
MS (%) 0 79,43a | 78,28b | 79,63b | 78,42b | 0 0
5 75,28c | 77,12d | 79,37¢ | 80,05¢ | O 0
10 71,83d | 74,28f | 78,16d | 79,14de | 0,55 | 0.0001
15 68,45¢ | 74,05e | 75,94e | 75,25¢ | 0 0
EE (%) 0 1,32a | 1,38a | 1.41b | 1,38a 0 0
5 1,39a | 1,41d | 1,83d | 1,81d 0 0
10 1,43d | 1,47a | 1,86e 1,85f 0,18 | 0.01
15 1,45¢ 1,51f | 1,82f | 1,79 0 0
PB (%) 0 5,8la | 591la | 10,61b | 11,05b | O 0
5 5,53¢ | 5,85d | 11,65b | 11,28b | O 0
10 5,36e | 5,89a | 12,97c | 12,75bc | 0,48 | 0.0001
15 5,23¢e | 5,58¢ 12,05¢ | 11,78d | 0 0
PV (%) 0 2,53a | 2,89a | 4,78a | 4,55a 0 0
5 2,63b | 291c | 5,69c | 5,19¢ 0 0
10 2,65d | 295¢c | 6,93¢c | 5,87c 0,45 | 0.0001
15 2,73d | 2,98¢c | 6,84c | 5.78¢c 0 0
FB (%) 0 33,51a | 32,54c | 31,18b | 31,21d | O 0
5 32,93¢ | 31,15b | 30,21d | 30,16b | O 0
10 31,76e | 30,28¢ | 30,01e | 30,14b | 0,58 | 0.0001
15 30,23f | 30,16e | 30,42g | 29,17¢ | O 0
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