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RESUMEN

Se obtuvo &cido glutdmico empleando como sustratos hidrolizados de pulpa de
café y jugo de fique a través de un proceso de fermentacion discontinuo utilizando
la bacteria Corynebacterium glutamicum ATCC 13032. Para ello se hizo la
extraccion de los azucares totales por el proceso de hidrdlisis acida, alcanzando
una concentracion adecuada de azucares de 0,026g/mL para la pulpa de café y
de 0,029g/mL para el jugo de fique utilizando una concentracion de acido sulfarico
del 1% y un tiempo de digestién de 6 horas para ambos sustratos.

En la etapa de fermentacion, se alimento la bacteria con los azlUcares obtenidos
en el proceso de hidrdlisis para la produccién de acido glutdmico, logrando un
rendimiento de 56,01% de producto con hidrolizado de pulpa de café y de 36,88%
para el hidrolizado de jugo de fique. El acido glutamico se recuperé de los caldos
de fermentacion utilizando el método de precipitacion; logrando obtener la mayor
cantidad de producto en cada uno de los tratamientos realizados en el proceso de
fermentacion.

Mediante cromatografia de gases se identificé el aminoacido obtenido en esta
investigacion el cual presenté un tiempo de retencion de 8.5 minutos igual al
aminoécido patron, el acido glutdmico.



ABSTRACT

Glutamic acid was obtained using hydrolyzed coffee pulp and fique juice as
substrates through a batch fermentation process using Corynebacterium
glutamicum ATCC 13032. This experiment was done for the extraction of total
sugar by acid hydrolysis process, reaching an optimal concentration of sugars in
the coffee pulp 0,026g/mL and 0,029g/mL for fique juice using of 1% a sulfuric acid
concentration and a time of 6 hours digestion for both substrates.

In the fermentation step, the bacteria are fed with the sugars obtained from the
hydrolysis process for producing glutamic acid, achieving a yield of 56,01% of pulp
product for coffee and juice 36,88% for sisal. Glutamic acid recovered from
fermentation broths using precipitation method, obtaining as much product in all
treatments.

By gas chromatography identified the amino acid obtained in this research which
presented a retention time of 8.5 minutes equal to the amino acid pattern, glutamic
acid.
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GLOSARIO

Biorreactor: recipiente donde se realiza el cultivo, su disefio debe ser tal que
asegure un ambiente uniforme y adecuado para los microorganismos.

Cromatografia de gases: técnica analitica para la separacion e identificacion de
compuestos volétiles y semivélatiles empleando una columna (fase estacionaria) y
un gas inerte (fase movil). La cromatografia de gases acoplada a masas (GCMS):
técnica analitica que se realiza en un equipo, permite la separacion de
compuestos organicos volatiles con la posibilidad de analisis posteriores por
espectrometria de masas.

Espectrofotometria: método cuantitativo de andlisis quimico que utiliza la luz para
medir la concentracion de una sustancia en una solucion.

Fermentacion: de acuerdo al contexto industrial, es cualquier proceso microbiano
a escala que se realice aerobia o anaerobiamente.

Metabolismo: conjunto de reacciones bioquimicas que se realizan en el interior de
una célula.

Aminoacido: molécula organica con un grupo amino (-NH3) y un grupo carboxilo (-
COOH), forman parte de las proteinas.

Proteinas: Macromoléculas formadas por cientos o miles de aminoécidos,
encargadas de diversas funciones en los seres vivos, como transportadores,
catalizadores (enzimas), estructuras, etcétera.

Glucidos o azucares: grupo de substancias constitutivas de la materia viviente,
compuestas de carbono, hidrégeno y oxigeno; los glucidos tienen por férmula
general: (CH,0). Los glucidos, cuyo numero de carbonos es un mdultiplo de seis,
se llaman polisacéridos (celulosa glucégeno). Algunos, de estructura mas
compleja, los mucopolisacéaridos, son los constituyentes de la membrana de las
bacterias

Saborizante: sustancia o conjunto de sustancias extraidos de la naturaleza o
compuestos artificiales, capaces de actuar sobre los sentidos del gusto y el olfato.

Auxotrofo, Organismo mutante (bacteria) que no crece en un medio minimo pues
necesita de la presencia de algun factor de desarrollo.

Bacterias: Nombre con el cual se designa a un grupo muy amplio de organismos
unicelulares, sin nucleo (procarionte) y muy pequefios.


http://es.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula_org%C3%A1nica
http://es.wikipedia.org/wiki/Amino
http://es.wikipedia.org/wiki/Carboxilo
http://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna

INTRODUCCION

Las propiedades estimuladoras del sabor del 4cido glutdmico se descubrieron en
Japdén en1908, pero no fue sino hasta 1957 que se descubrid el acido glutamico
como producto en el medio de cultivo utilizado durante el crecimiento de
Corynebacterium glutamicum, convirtiéendose este microorganismo en la fuente
principal de glutamato sédico e inmediatamente después comenzo la produccion
comercial de glutamato sédico a partir de hidrolizados acidos de trigo y proteina de
soja, por tanto, este descubrimiento fue un enorme impulso para la industria de
fermentacién en Japoén, de tal manera que los procesos fermentativos para la
produccion de aminoacidos han sido casi exclusivamente desarrollos japoneses
(Soto, 2000).

El &cido glutamico o glutamato es comercialmente uno de los aminoacidos mas
importantes producido por procesos de fermentacién y es utilizado ampliamente
en la industria de alimentos, farmacia y limpieza, presentando gran demanda por
parte de las mismas (Douglas, 1993).

Un camino seguido por muchos investigadores para el mejoramiento del proceso
de produccion de aminoacidos, ha sido enfocado a la consecucion de fuentes de
materias primas baratas, la modificacion de las condiciones esenciales de
fermentacién y principalmente el uso de microorganismos para este propdsito
(Matheos, 2003).

Atendiendo a los anteriores planteamientos, en este proyecto de investigacion se
desarroll6 a escala de laboratorio un sistema de fermentacion discontinuo para la
produccion de acido glutamico, a partir de hidrolizados de pulpa de café y jugo de
figue, donde las condiciones experimentales permitieron obtener un alto
rendimiento del producto deseado, utilizando el microorganismo Corynebacterium
glutamicum ATCC 13032.
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1.1

1. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Obtener y cuantificar acido glutamico a partir de hidrolizados de pulpa de café y
jugo de figue empleando la bacteria Corynebacterium glutamicum ATCC 13032

1.2. Objetivos especificos

Determinar las mejores condiciones de fermentacion para la obtencién de
acido glutamico mediante la accion fermentativa de la bacteria
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032, utilizando hidrolizados de pulpa
de café y jugo de fique

Purificar el producto obtenido para garantizar una mejor calidad.

Identificar el &cido  glutdmico  obtenido utilizando  técnicas
espectrofotométricas y cromatograficas.

Cuantificar la produccion del acido glutdmico obtenido y determinar el
rendimiento del proceso en los dos sustratos.

17



2. MARCO TEORICO

2.1. ACIDO GLUTAMICO

El acido glutdmico presenta la siguiente estructura y propiedades. (Lenhinger,
2005)

Formula : CsHoO4

Peso Molecular . 147.13g/mol

Solubilidad : 0.864H+/100gH,0 a 25°C
Punto de Fusion . 224-225°C

Punto Isoeléctrico . 3.08

Constantes de Disociacion © pKi2.1,pK24.07, pK39.47

Figura 1. Estructura del acido glutdmico

Fuente: Lenhinger, (2005)

El acido glutamico, o en su forma ionizada, el glutamato (Glu, E) es uno de los 20
aminoacidos que forman parte de las proteinas. El acido glutamico es importante
para la funcion celular, pertenece al grupo de los llamados aminoacidos acidos,
debido a que presenta un segundo grupo carboxilo en su cadena lateral y se
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encuentra cargado negativamente a pH fisiolégico; por lo que ocupa los sitios
activos de las enzimas participando como donadores de protones en la catalisis
enzimatica (Roskoski, 2008).

El &cido glutamico es el mayor potenciador del sabor de los alimentos; los efectos
de potenciador del sabor solo se consiguen con la forma L de este compuesto,
siendo la forma D de sabor acido muy desagradable (Kurihara, 2009). La forma
mas comun de presentacion de este compuesto para fines alimentarios es
precipitado como la sal glutamato monosédico usada como aditivo bajo la
denominacion E-621, el consumo mundial de este compuesto se estima en unos
550 mg por habitante al dia. Los japoneses estan muy familiarizados con el sabor
del glutamato monosddico, puesto que el consumo de sopas del quelpo es muy
comun en su gastronomia (Bellisle, 2009)

2.2.  LOS AMINOACIDOS EN LA INDUSTRIA

Los aminoacidos tienen amplias aplicaciones industriales; aproximadamente el
66% de los aminoacidos producidos se utilizan en la industria de alimentos, el 31%
como aditivos de piensos, el 4% en medicina y cosmética, y como material de
partida en la industria quimica. En la industria de alimentos los amino&cidos se
utilizan solos o en combinacion para aumentar el sabor. El efecto saborizante del
glutamato sddico y la D, L alanina se afiaden a los jugos de frutas para mejorar el
sabor y la glicina se aflade a los alimentos que contienen edulcorantes. Los
aminoacidos importantes con aplicaciones distintas a la alimentacion incluyen la L-
arginina, L-glutamina, L-leucina, L-fenilalanina, L-tiroxina y L-valina (Crueger y
Crueger, 1993).

Los aminoacidos se producen mediante un amplio rango de tecnologias que
incluyen la fermentacion directa, la biotransformacion de precursores mediante
células o enzimas, la extraccion de hidrolizados de proteinas y la sintesis quimica
(Yoshioka el al., 1999)

A nivel mundial, la produccién de aminoacidos por fermentacién es una industria
importante. La produccion mundial de aminoacidos elaborados bioguimicamente
en el aflo 1985 fue 971.000 toneladas por afio, de las que 370.000 toneladas son
glutamato monosoédico, 100.000 de L-lisina y 150.000 de metionina. Los otros
aminoacidos que mas se producen son el acido aspartico, fenilalanina y treonina,
entre otros (Kinoshita y Udaka, 1997)

19



De acuerdo a Sun-Uk (2004), este aumento en la produccién se debe basicamente
a

e el aislamiento de cultivos de produccion mejorada, aislando cepas mediante
el aporte de técnicas de DNA recombinante.

e La combinacion de sintesis quimica con procesos microbianos y
enzimaticos.

e La adaptacién de los procesos existentes para la utilizacion de materias
primas economicas de facil acceso.

e La optimizacion de las condiciones de salto de escala

En la Tabla 1 se presentan las cantidades de amino&cidos producidos a nivel
mundial y se observa que la mayor produccion se realiza mediante la utilizacion de
bacterias de la familia de las corynebacterias (Leveau y Bouix, 2000).

Tabla 1. Producciéon Mundial de los Principales Aminoacidos

AMINOACIDO TONELAJE METODO DE PRODUCCION
ANUAL
Acido L- 370000t Biosintesis por Corynebacteria
glutdmico
L-lisina 100000 t Biosintesis por Corynebacteria
DL- 150000 t Sintesis quimica
metionina
Acido L- 10000 t Bioconversion por Escherichia coli y
aspartico Pseudomonas
L-fenilalanina 5000t Biosintesis por Corynebacteria
Otros 5000t Conversion por Rhodotorula
L-treonina 1000 t Biosintesis por E. Coli,
Brevibacterium

Fuente: Leveau y Bouix (2000).

2.3. CORYNEBACTERIAS

Las corynebacterias pertenecen al orden de los Actinomycetales. Estas bacterias
se incluyen dentro del grupo de bastoncillos Gram-positivos no esporulados, de
forma irregular. La pared celular de estas bacterias contiene siempre acido
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Mesodiaminopimélico; algunas cepas contienen acido L-diaminopimélico, y otras
contienen lisina. Estudios comparativos de los polisacaridos de la pared de las
bacterias corineformes, confirman que la presencia del mesodiaminopimélico y de
los arabinogalactanos es especifica del género Corynebacterium (Collins y
Cummins, 2006).

Las corynebacterias presentan generalmente una pigmentacion amarilla-
anaranjada de tipo carotenoidico aromatico. La capacidad de sintetizar este tipo de
pigmento se pierde facilmente por mutacion. Ademas, ciertas colonias producen
una coloracién anaranjada viva en presencia de bases fuertes (Soto, 2000).

Las cepas de corynebacterias utilizadas industrialmente han sido generalmente
aisladas del suelo. Son cepas aerobias, mesofilas, cuya temperatura optima de
crecimiento se sitla hacia 35°C, con una temperatura maxima de crecimiento de
40 °C. Estas cepas son capaces de utilizar diferentes hidratos de carbono. Se las
utiliza en la industria para la produccién por fermentacion de grandes cantidades
de aminoécidos entre ellos, &cido glutamico y Lisina, y en menor cantidad para la
produccion de nucleétidos (Petra, 2008).

Las cepas industriales se encuentran esencialmente en el género
Corynebacterium, pero también en los géneros Brevibacterium, Arthrobacter y
Microbacterium. Las bacterias corineformes productoras de acido glutamico, se
agrupan en la especie Corynebacterium glutamicum (Kramer y Lambert, 1999).

El género Corynebacterium fue definido basandose en caracteristicas
morfolégicas: Corynebacterium proviene del griego coréné (bastén nudoso) y
bacterion (bastoncillo), se trata de bacterias Gram-positivas, catalasa positivas,
no esporuladas, que carecen de motilidad, bacilos rectos o ligeramente
curvados cuyo tamafio oscila entre 2-6 micrometros de longitud y 0,5 micrémetros
de didmetro, a menudo con la tipica forma de V (lo que también se denomina
“forma de letras chinas”); aunque también aparecen formas elipsoidales, son
aerobias o anaerobias facultativas (Collins y Cummins, 2006)

Con respecto a los requerimientos nutricionales, todos ellos necesitan biotina para
su crecimiento y algunas cepas requieren tiamina y acido p-aminobenzoico. La
bacteria crece en agar nutritivo, agar sangre y telurito potasico, formando colonias
pequefias grisaceas de aspecto granuloso, traslicidas con centros opacos,
convexas con bordes continuos. El color tiende a ser amarillento en agar nutritivo
(Yoshita, 2006).
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Las corynebacterias estdn ampliamente distribuidas en la naturaleza,
encontrdndose en el suelo, el agua, productos alimenticios y en la mucosa y piel
del hombre y animales, la mayoria de especies de corynebacterias son utilizadas
en procesos industriales de gran relevancia como la produccion de aminoacidos,
de nucledtidos y otros factores nutricionales, bioconversion de esteroides,
degradacion de carbohidratos, maduracion de quesos, produccion de enzimas y
otros procesos de interés industrial. Algunas especies son productoras de
metabolitos precursores de antibidticos; bacteriocinas del tipo corynelinocinas,
agentes antitumorales. Una de las especies mas estudiada es Corynebacterium
glutamicum, el término glutamicus se debe a su capacidad de producir acido
glutamico, usado en la industria alimenticia como glutamato monosodico (MSG).
(Kinoshita y Udaka, 2000).

2.3.1 Metabolismo de Corynebacterium glutamicum para la produccion de acido
glutdmico

La bacteria Corynebacterium glutamicum utilizada comercialmente para la
produccion de acido glutamico, presenta en su metabolismo inhibicion en la
enzima o-cetoglutarato deshidrogenasa. En presencia de iones NH4" se acumula
a-cetoglutarato debido a la interrupcién del ciclo del acido citrico (Figura 2),
presentandose deficiencia en los intermediarios de este ciclo, por tanto, la bacteria
utiliza las rutas anapleréticas para proporcionar al ciclo del acido citrico los
intermediarios que se requieren para todas las demas reacciones de la célula
(Hirasawa et al., 2000).
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Figura 2. Vias Metabdlicas de la Biosintesis del &cido glutamico a partir de la glucosa
como fuente de carbono en Corynebacterium glutamicum
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- -
CQ, sfoenolpiruvato
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Fuente: Stryer y Lubert, (2007)

Las enzimas malato deshidrogena y malica estan implicadas en el proceso de
fijacion de CO,. La enzima malica cataliza la carboxilacion del piruvato a malato y
la enzima malato deshidrogenasa convierte el malato a oxaloacetato, intermediario
del ciclo del de Krebs. Estas secuencias anapleroticas completan el ciclo del acido
citrico con acidos dicarboxilicos C4 y son metabolizados para proporcionar energia
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a la célula o son transformados como intermediarios preliminares a la formacion
de &cido glutdmico o son canalizados en el ciclo del glioxilato (Horton, 2008).

La produccion y secrecion de cantidades grandes de acido glutamico dependen de
la permeabilidad de la membrana celular de la bacteria (Shiio y Otsuka, 1996). El
aumento de la permeabilidad en las bacterias que producen &cido glutamico
puede obtenerse de diferentes formas:

e Mediante deficiencia en biotina: las cepas productoras de &acido glutamico
necesitan para su crecimiento biotina, una coenzima esencial en la sintesis de
acidos grasos. En presencia de concentraciones de biotina mayores a 5 pg/L se
produce un aumento en la biosintesis de acido oleico que se manifiesta en un
contenido mayor en fosfolipidos en la membrana celular. Las células con alto
contenido en fosfolipidos son incapaces de excretar acido glutdmico, por otra
parte el crecimiento en medio deficiente en biotina origina dafos en la
membrana por reduccién de la sintesis de fosfolipidos lo que conduce a una
relacion deficiente de acidos grasos. Bajo estas condiciones puede ser
excretado el acido glutamico intracelular. (Shiio y Otsuka, 1996)

e Mediante deficiencia en acido oleico en mutantes auxotrofos para acido oleico:
se ha postulado que en la biosintesis de &cidos grasos participa la enzima
acetil-CoA carboxilasa dependiente de biotina, catalizando la primera etapa de
la sintesis de acidos grasos; por tanto, en disminucién de biotina disminuye la
biosintesis de estos &cidos grasos y los auxoétrofos sintetizan membranas
celulares con menor contenido en fosfolipidos en ausencia de biotina. (Takinami
et al., 1995).

e Mediante la adicion de penicilina: la adicién de penicilina en la fase logaritmica
de crecimiento favorece significativamente la secrecion de acido glutdmico; esta
sustancia actta inhibiendo la sintesis de mucopéptidos de la membrana celular
bacteriana durante la multiplicacién de la bacteria, la penicilina se afiade a las
fermentaciones en medios que contienen grandes cantidades de biotina entre 8
y 12 horas después de la inoculacién del fermentador de forma que la velocidad
de crecimiento bacteriano se reduzca a un nivel correspondiente a la velocidad
en el medio bajo en biotina. (Volker, y Wendisch, 2001).

El descubrimiento del papel de la permeabilidad de la membrana celular en la

produccion de acido L- glutdmico ha hecho posible por tanto enfoques racionales a
la produccién industrial de este importante aminoacido (Crueger y Crueger, 1993).
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Estudios realizados por Owen (1991) demostraron que la concentracion
intracelular de &cido glutamico era la resultante de un equilibrio entre el flujo de
acido glutamico hacia el interior de la célula y el flujo hacia el exterior. En
Corynebacterium glutamicum, el sistema de transporte de acido glutamico hacia
el interior de la célula es inducido por un crecimiento en glutamato pero reprimido
por la glucosa. El sistema de transporte del glutamato no esta acoplado a la
translocacion de iones H*, Na* o K*, aunque sea estimulado por los iones K*. El
sistema de transporte en Corynebacterium glutamicum es un sistema de
transporte activo primario, unidireccional y ATP-dependiente.

En condiciones 6ptimas de cultivo las bacterias que producen &cido glutamico
convierten aproximadamente el 50-60% de la fuente de carbono afiadida a acido
L-glutdmico; si se utilizan condiciones de fermentacion menos favorables, de
forma que se obtenga una baja produccion de acido glutamico, se ha observado
un aumento en la masa celular y secrecion de lactato, succinato, a-cetoglutarato,
glutamina y N-acetilglutamina. (Crueger y Crueger, 1993).

2.3.2. Produccion biotecnolégica de acido glutamico

El 4cido glutdmico (o glutamato monosddico) ha sido producido en Japon desde
1908, inicialmente por hidrdlisis de gluten de trigo o de proteina de judia de soya,
el proceso de fermentacion fue inaugurado por la compafiia Kyowa Hakko Kogyo
en 1957, mientras que la compafiia Ajinomoto a la vez producia acido glutamico
sintéticamente. Actualmente ambas compaifiias utilizan exclusivamente un proceso
de fermentacion (Dreyer et al., 2000).

En general, para la produccién comercial de &cido glutamico, se utilizan cepas de
C. glutamicum o cepas relacionadas, y materias primas mas frecuentemente
utilizadas como la melaza de cafa, la melaza de remolacha o los hidrolizados de
almidon cuyo rendimiento de conversion varia del 50 al 60% segun el sustrato
utilizado (Kiefer y Heinzle, 2004).

Es esencial en el proceso de fermentacion el suministro abundante de una fuente
adecuada de nitrégeno, tal como las sales amoniacales, puesto que el NH3 se
incorpora a la molécula del aminoacido, las bacterias acidoglutdmicas también
pueden utilizar urea como fuente de nitrégeno. La concentracion de los iones
amonio debe mantenerse estable en el medio, puesto que las concentraciones
demasiado altas son perjudiciales para el crecimiento celular y la formacion del
producto (Owen, 1991).
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En la produccion biotecnolégica de L-Glutamato, el aminoécido sintetizado
intracelularmente debe ser retirado de la célula, por supuesto se presenta cierta
dificultad, ya que la carga eléctrica del aminoacido hace que este sea retenido por
la bacteria debido a la caracteristica apolar de la membrana celular; sin embargo
experimentos realizados se ha descubierto que en la bacteria C glutamicum, el L-
Glutamato se excreta con mayor facilidad cuando la Biotina (vitamina H) se
encuentra en pequefias cantidades (Kramer y Lambert, 1999).

2.3.3. Parametros para la produccioén biotecnoldgica de &cido glutdmico

Segun Crueger y Crueger (1993), los medios nutritivos deben ser optimizados no
solo en los ingredientes utilizados sino en la forma como se prepara el medio.
Varios parametros que deben ser optimizados son:

e La composicion de los ingredientes, calidad, relaciones carbono/ nitrégeno,
impurezas, variabilidad de lote a lote

e Orden de solucion o suspension de los ingredientes, valor del pH antes y
después de la esterilizacién de la solucion , efecto de la esterilizacion sobre
la solucidn nutritiva completa o sobre componentes individuales

e Cambios en la solucion esterilizada de nutrientes debidos al aumento de la
temperatura y aireacion

De acuerdo a Nunherimar (2007), los parametros mas importantes durante la
fermentacion son:

Temperatura: las fermentaciones son llevadas a cabo en el rango mesdfilo
(temperatura 6ptima 20- 45°C) o en el termdfilo (= 45°C), debe escogerse la
temperatura adecuada para conseguir el maximo crecimiento por una parte y la
formacién 6ptima de producto, en algunas fermentaciones se utilizan
temperaturas superiores para obtener un aumento del crecimiento de cultivo y
luego la temperatura disminuye a partir del inicio de la fase diofase.

Aireacion: la velocidad de aireacion es de 0.25-1.0vvm (volumen de aire/ volumen

de liquido por minuto). La velocidad de aireacion debe ser ajustada a la cantidad
de O, que se requiera.
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Presion: a fin de minimizar el riesgo de contaminacion se utiliza una sobrepresion
de 0.2-0.5 bar. La presion hidrostatica también tiene que ser tenida en cuenta en
los fermentadores grandes ya que influye en la solubilidad del O, y el CO; en la
solucion de nutrientes.

e Agitacion: en fermentaciones industriales, a fin de poder ajustar con presion la
velocidad de agitacidon en el proceso, es deseable la instalacion de un sistema de
movimiento continuo.

2.4. SUSTRATO

El sustrato es la fuente de carbono y en algunos casos de nitrdgeno, del cual se
alimentan las bacterias y debe cumplir con algunos requisitos basicos como: ser
econdémico y ser asimilable para el microorganismo. Los carbohidratos son los
sustratos mas usados en fermentacion, entre ellos se encuentran los almidones
del maiz, cereales y la melaza de cafa. (Bulock y kristiansen, 1998).

2.4.1. Residuos de café y fique como sustratos

La pulpa de café y el jugo de fique son subproductos resultantes de la etapa de
beneficio o procesamiento humedo del café y del desfibrilado de la hoja del fique.
Estos desechos se componen principalmente de lignina, celulosa y hemicelulosa,
los cuales constituyen una fuente abundante de materia prima para la obtencion
de glucosa mediante el proceso de hidrolisis acida. Esta glucosa al utilizarla como
materia prima en la industria de fermentaciones permite obtener una amplia gama
de productos, entre ellos bioetanol, alimentos para animales, biomasa microbiana
y aminoacidos, entre ellos acido glutamico (Braham y Bressanni, 1997; Barbosa,
2002).

De 100 gramos de fruto de café, alrededor de 40% de su peso representa pulpa
de café, 56% granos de café y alrededor de 4% mucilago. Estos datos indican que
la disponibilidad promedio de pulpa de café es relativamente alta y que, por lo
tanto es de enorme significacion economica. En la Tabla 2 se presenta la
composicion proximal de la pulpa de café (Federacion Nacional de cafeteros,
2010).
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Tabla 2. Composicién quimica de la Pulpa de Café (%)

FRESCA DESHIDRATADA FERMENTADA

NATURALMENTE

Y DESHIDRATADA
Humedad 76,7 12,6 7.9
Materia seca 23,3 87,4 92,1
Extracto etéreo 0,48 2,5 2,6
Fibra cruda 3,4 21,0 20,8
Proteina cruda 2,1 11,2 10,7
Carbohidratos 7,80 7,02 5,03
Extracto libre de 15,8 44 4 49,2

Nitrégeno

Fuente: Braham y Bressanni, (1997)

La pulpa de café representa el mas abundante desecho producido durante el
despulpado del fruto de café, proceso que separa el grano del epicarpio (pulpa) y
parte del mesocarpio (mucilago), Figura 3. Se estima que la pulpa de café
representa un 40 % de varios millones de toneladas de café procesados "por via
hameda" en Colombia (Antien, 2010)

Figura 3. Estructura del grano de café. Epicarpio (pulpa de café), mesocarpio (mucilago):

Fuente: Antien, 2010

La composicion quimica del jugo de fique (Tabla 3) puede variar dependiendo de
las caracteristicas propias de la planta y el cultivo, sin embargo estudios quimicos
realizados por Rojas (2008) indican la existencia de metabolitos secundarios tales
como: saponinas, flavonoides, alcaloides, esteroides y triterpenos
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Tabla 3. Composicién quimica del fique (%)

ELEMENTOS JUGO FIBRA
Clorofila 10,01 0,04
Carotenoides 0.81 0.01
Saponinas 8,03 0.00
Azucares 12,00 0.01
Flavonoides 1.01 0.00
acidos organicos 1.90 0.00
Celulosa 0.08 73.8
Calcio 1,32 0,96
magnesio 0,72 0,10
Fosforo 0,49 0,04
Sodio 0,40 0,55
nitrégeno 1,02 0.12

Fuente: Rojas (2008)

El porcentaje del jugo de fique en la hoja se calcula del 70%, sin embargo por los
métodos convencionales de prensado, no tecnificados de su extraccion en las
zonas fiqueras del pais, este porcentaje puede bajar al 40%. De este jugo se
puede aprovechar varios de sus componentes, especialmente los azUcares
fermentables y los acidos organicos (Federacion Nacional de Fiqueros ,2011).

Los polisacaridos deben ser hidrolizados hasta monosacaridos para poder ser
utilizados por los microorganismos. La hidrolisis de un enlace glucosidico se lleva
a cabo mediante la disociacion de una molécula de agua del medio. El hidrogeno
del agua se une al oxigeno del extremo de una de las moléculas de azucar y el OH
se une al carbono libre del otro residuo de azucar. El resultado de esta reaccion,
es la liberacion de un monosacérido (Figura 4) y el resto de la molécula que puede
ser un monosacarido si se trata de un disacarido o polisacarido complejo.
(Raymond y Donald, 2000).
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Figura 4. Hidrdlisis &cida de disacaridos

H+

Fuente: Ferrer (2002)

Aungque la hidrdlisis puede efectuarse con agua sola, suele necesitarse un
iniciador, un promotor o un catalizador para obtener una rapidez de reaccion
practica. Los alcalis, acidos y las enzimas son las sustancias mas usadas con este
fin en escala industrial. Casi todas las operaciones de hidroélisis se efectdan en
fase liquida, pero la reaccion en fase de vapor se emplea cada vez mas en
instalaciones industriales (Ferrer, 2002).

Algunas variables que intervienen en la hidrdlisis son:

Temperatura: las altas temperaturas aceleran considerablemente todos los
cambios que le suceden los monosacaridos en condiciones tanto acidas como
alcalinas. Los cambios en la temperatura afectan a la velocidad y al punto de
equilibrio de la reaccion (Jiménez, 2011).

Concentracion: En general, un aumento en la concentracion del agente hidrolitico
da como resultado un aumento en la rapidez de la reaccién. La eleccion de la
concentracion tiene importancia especial en los casos en que pueden producirse
reacciones secundarias. A pH bajos (0.5%-4% concentracion de acido) se
producen la reaccién de Maillard (Figura 4) o reacciones de caramelizacion
formandose compuestos nitrogenados inadecuados para los microorganismos.
(Crueger y Crueger, 1993).

Estos compuestos no se encuentran en estado libre, sino incorporados a
moléculas como glucolipidos, glicoproteinas, varios antibidticos como la
eritromicina y carbomicina contienen aminoazucares, se piensa que los
aminoazucares estan relacionados con su actividad antimicrobiana. (Garcia, 2004)
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Figura 5. Reaccion de Mailliard.

Fuente: Crueger y Crueger (1993)

2.5. METODOS DE IDENTIFICACION Y PURIFICACION DE AMINOACIDOS

A fin de estudiar en el laboratorio un aminoacido en particular con frecuencia se
realizan pruebas cualitativas para su identificacién y cuantificacion; entre las
cuales se tiene:

La reaccién con ninhidrina tiene como objetivo detectar y cuantificar
cantidades de aminoacidos libres. Los aminoacidos, en general reaccionan
con la ninhidrina (hidrato de hicelohidrandeno) cuando son calentados con
un exceso de la misma. Todos los aminoacidos que poseen un grupo amino
libre reaccionan y forman diéxido de carbono, amoniaco y un aldehido que
contiene un atomo de carbono menos que el compuesto original
(Quifiones, 2004).

Los métodos modernos de identificacion de aminoécidos se basan en los
procesos cromatograficos. En todos ellos la mezcla de sustancias que se
va a fraccionar se disuelve en un liquido (HPLC) o en un fluido gaseoso
(cromatografia de gases), conocido como fase movil. La disolucién
resultante se hace fluir a través de una columna constituida por una matriz
solida porosa, que en ciertos tipos de cromatografia puede asociarse con
un liquido unido, y que se conoce como fase estacionaria. Las interacciones
de los solutos individuales con la fase estacionaria actuan retardando su
progreso a través de la matriz, las fuerzas que retardan cada componente
determinan que emigren con velocidades diferentes y causaran la
separacién de las sustancias puras. Voet y Voet (2006).
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La cromatografia en capa fina desempefia un papel indispensable en el
analisis bioquimico. Se encuentra entre las técnicas analiticas mas
utilizadas convenientemente y solo precisa de un equipo sencillo, se
emplea normalmente en la separacion de moléculas pequefias tales como
aminoacidos y oligopéptidos (Voet y Voet, 2006).
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3. METODOLOGIA

3.1. MUESTREO

3.1.1. Muestra de pulpa de café.

La muestra de café variedad Caturra rojo, se recolectd en el municipio de
Sandond, (corregimiento de San Bernardo) region ubicada al sur occidente del
departamento de Narifio a 1848 msnm (Figura 6). Se recogieron 3 kg de grano de
café fresco, el cual se lavd con abundante agua para eliminar las impurezas y se
procedio a despulpar manualmente obteniendo 1,2 kg de pulpa de café, luego se
traslado este sustrato a los laboratorios de la universidad de Narifio. Luego la
pulpa de café se sec6 a 70°C durante 24 horas, posteriormente se pesoé la
muestra seca y se determiné el contenido de humedad. La pulpa seca fue molida y
tamizada hasta obtener una muestra de particula fina. Estas muestras fueron
conservadas en bolsas plasticas con cierre hermético a temperatura ambiente;
protegidas de la humedad para ser utilizadas posteriormente en los diferentes
tratamientos.

3.1.2. Muestra de jugo de fique.

La muestra de fique variedad Ufia de Aguila se recolectd en el municipio de San
Pedro de Cartago (vereda Yanangona) region ubicada al norte del departamento
de Narifio a 1650 msnm (Figura 6). Se recogieron 2 L de desechos de
desfibradora de fique; tanto jugo como residuos sélidos. Esta muestra se paso
inmediatamente a una nevera de icopor con geles refrigerantes para conservar la
muestra a una temperatura de 8°C, y se trasladd este sustrato a los laboratorios
de la universidad de Narifio. Seguidamente se procedié a homogenizar la muestra
en licuadora industrial por 5 minutos. Este jugo se conservo en nevera a -4 °C
para evitar con ello su descomposicién y contaminacion para facilitar el tratamiento
de la muestra en los diferentes procedimientos.
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Figura 6. Ubicacion de las zonas del departamento de Narifio donde se realizé el
muestreo de pulpa de café y jugo de fique.

\

SAN PEDRO
DE CARTAGO

SANDONA
Fuente gobernacion de Narifio. Oficina Departamental de turismo. 2007

3.1.3. Hidrdlisis acida

La hidrdlisis &cida de los sustratos de pulpa de café y jugo de fique, se realiz6 con
el fin de obtener los azlUcares reductores utilizados como sustratos para el
metabolismo de la bacteria Corynebacterium glutamicum para obtener de ellos
acido glutdmico. Se utiliz6 para este procedimiento un digestor (Figura 7)
conformado por un balén de destilacibn y un condensador de anillos. La
temperatura de digestion se mantuvo utilizando bafio maria. Siguiendo el protocolo
empleado por Colina (2000), las muestras se mezclaron con la solucion de acido
sulftrico, empleando concentraciones de acido de 1%, 2%, 3% en una relacion
0.5/15 (peso de sustrato/ volumen de acido), operando a condiciones atmosféricas
con ebullicion a reflujo, durante un tiempo de 4, 6, 8 horas.
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Figura 7. Montaje utilizado en el proceso de hidrdlisis &cida, realizado en un sistema de
reflujo operado a condiciones atmosféricas en un digestor con condensador de anillos. A)
Condensador, B) Salida de agua, C) Bafio maria, D) Fuente de calor, E) entrada de agua.

Fuente: Esta investigacion

Con el fin de conseguir las mejores condiciones de extraccion de los azlcares
totales se realizaron ensayos por triplicado para obtener de este proceso el mejor
rendimiento de azUcares utilizados como fuente de carbono por la bacteria
Corynebacterium glutamicum en los procesos de fermentacién. Se realiz6 un
disefio experimental al azar donde las variables a analizar fueron la concentracién
de acido y tiempo de fermentacion y como variable de respuesta se obtuvo la
concentracion de azucares reductores en cada proceso.

Se utilizé las mismas condiciones de hidrélisis para pulpa de café y para el jugo de
figue. El tratamiento realizado se indica en el diagrama de flujo (Figura 8). Los
azucares reductores se cuantificaron empleando el método de Miller’s (4cido 3,5
dinitrosalicilico) en cada ensayo realizado (Miller’s, 2003).
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Figura 8. Diagrama de flujo seguido en el proceso de hidrélisis &cida para obtener los
azucares fermentables. X: concentracién de &cido sulfurico: 1%, 2%, 3%. Y: tiempo de
digestion. 4horas, 6 horas, 8 horas

05qgde Adicion de Digesticn de Ia
muestra - acido sulfirico ﬁ muestraay
A5 tiempos
Diecoloracion o Enfriami
i Meutralizacion nfriamiento y
C‘;f;;f;ssn ém | . oonoy | Cam filtracidn

!

Cuantificacion de
azucares totales

Fuente: Esta investigacion

3.2. MICROORGANISMO

En esta investigacion se utilizd la cepa bacteriana Corynebacterium glutamicum
ATCC 13032 como organismo fermentador. Las caracteristicas generales de esta
cepa bacteriana se indican en la Tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas generales de la bacteria Corynebacterium glutamicum

ATCC Numero 13032
Organismo Corynebacterium glutamicum
Designacion 534 [NCIB 10025]
Nivel de Bioseguridad 1
Forma de envio Vial liofilizado
Condiciones de crecimiento ATCC medio: 3 (Agar Nutritivo o caldo Nutritivo)
Temperatura 37.0°C

Fuente: AMERICAN Type Culture Collection. Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 [en
linea]. Manassas, VA 20108 USA: ATCC. [Citado en febrero 2012].
http://www.atcc.org/SearchCatalogs/directdetail.cfm? collection=ba&atccNum=13032
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3.2.1. Activacion

Segun la ficha técnica ATCC (Anexo H), una pastilla de la bacteria liofilizada
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 se hidratdo con 1,5 mL de caldo
nutritivo (Oxoid CM 0001), se agité la muestra y se adiciond 2mL mas de caldo
nutritivo, conformando la solucién madre. Este medio de cultivo estd conformado
por los nutrientes indicados en la Tabla 5.

Tabla 5: composicion del medio de cultivo

NUTRIENTE CANTIDAD (g)

Glucosa 40

KoHPO, 1,0

MgS0O47H20 0,5

Extracto de levadura 1,0

Peptona 10
Fuente: AMERICAN Type Culture Collection. Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 [en linea].
Manassas, VA 20108 USA: ATCC. [Recuperado en febrero 2012]

http://www.atcc.org/SearchCatalogs/directdetail.cfm? collection=ba&atccNum=13032

3.2.2. Almacenamiento

De la solucion madre se tomaron cuatro alicuotas de 0,5 mL y se mezclaron con
0,5mL de solucion al 50% de glicerol y 50% de caldo nutritivo (Oxoid CM 0001) en
microtubos separados de 1,5mL; los microtubos se llevaron a congelaciéon a -4°C
para su conservacion (Hoischen, 2007).

3.2.3. Conservacion del microorganismo

Para la conservacion de la cepa bacteriana, se utilizd el método de siembra por
estria empleado por Romero (2001). De la solucion madre se tom6 una alicuota de
cultivo con el asa bacteriologica estéril y se realizaron siembras en la superficie del
medio sdlido (agar nutritivo Oxoid CM 0003) preparado en cajas de Petri. Los
cultivos se llevaron a incubacion por 48 horas a 37°C; con este medio de cultivo se
realizaron pruebas para comprobar las caracteristicas primarias de la bacteria
entre ellas: tipo de crecimiento del microorganismo, color, morfologia y tincion de
Gram (Brenner y Crieg, 2001).

Para realizar los respectivos ensayos de fermentacion se hicieron repiques cada
ocho dias (8) incubando por 48 horas a una temperatura de 37 °C, vy
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posteriormente se guardaron las muestras en nevera a una temperatura de 4°C en
condiciones asépticas para evitar su contaminacion.

3.3. PROCESO DE FERMENTACION

3.3.1. Cinética de crecimiento bacteriano

Con el fin de determinar el tiempo en que la cepa bacteriana alcanza el maximo de
la fase exponencial y asegurar con ello que haya el mayor nimero de crecimiento
celular, se realizé la cinética de crecimiento bacteriano. Para ello se tom6 una
colonia bacteriana y sembré en 10 mL de caldo nutritivo (Oxoid CM 0001) en
tubos tapa rosca y se incubd en bafio maria para mantener la temperatura
constante a 37°C. Para cuantificar biomasa en el tubo de ensayo se midi6 la
absorbancia a 600nm en un espectrofotbmetro marca JENWAY Génova cada dos
horas durante un periodo de tiempo de 52 horas (Romero, 2003)

3.3.2. Biorreactor

El biorreactor empleado en el proceso de fermentacion fue un erlenmeyer de 500
mL(Figura 9), cerrado con un corcho adaptado con dos orificios ubicando en ellos
dos mangueras de silicona; una de ellas de salida para tomar pequefias
cantidades de fermento para realizar control de pH, consumo de glucosa,
crecimiento bacteriano y produccion de aminoacido, la otra de entrada para
adicionar la solucién neutralizante, los orificios externos de las mangueras se
cerraron con tapones de algodon para evitar contaminaciones .

Figura 9. Biorreactor utilizado en el proceso de fermentacion para obtencion &cido
glutdmico. A) Manguera para toma de muestra, B) manguera para adicién de neutralizante
C) Erlenmeyer, D) volumen de fermento.

Fuente: Esta investigacion
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3.3.3. Fermentacion

En esta etapa se utilizaron como fuente de carbono los hidrolizados de pulpa de
café, jugo de fique y glucosa como testigo. Como fuente de nitrdgeno se utilizé
sulfato de amonio NH,4),SO,. Se realizaron cuatro tratamientos para cada sustrato
(A, B, C, D) utilizando un diseiio experimental completamente aleatorizado en los
cuales se varid la cantidad de carbono y la cantidad de nitrégeno. Cada uno de
estos tratamientos se enriquecié con los micronutrientes que se muestran en la
Tabla 6. Para cada tratamiento se realizaron tres replicas.

Tabla 6: nutrientes utilizados en el medio de produccién de acido glutamico

SUSTRATO CANTIDAD DE (NH,4),SO,4
(Fuente de Carbono) CANTIDAD (a) (Fuente de nitrogeno) | | ATAMIENTOS
4 Al
S 15
Hidrolizado de pulpa de 9 B1
café 4 C1
30
9 D1
4 A2
. . . 15
Hidrolizado de jugo de 9 B2
fique 30 4 C2
9 D2
15 4 A3
9 B3
I
Glucosa N 2 3
9 D3
MICRONUTRIENTES CANTIDAD
MgS0.7H,0 0,249
FeS0,.;H,0 0,0Zg
MnSO,.7H,0 0,0003¢g
KH,PO, 0,89
Biotina 5ug
tiamina 0,8mg
Soya 0,125¢g

Fuente: Amin (2007)
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Estos micronutrientes se seleccionaron de acuerdo a Amin (2007), quien utilizo
melaza de cafia como fuente de carbono. En esta investigacion se modificaron
Gnicamente las concentraciones de la fuente de carbono y de nitrégeno,
conservando las concentraciones de los micronutrientes.

La preparacion de los nutrientes del medio de fermentacién se realiz6 en dos
partes. La glucosa junto con el magnesio (MgSO.;H,0), hierro (FeS04.7H20) vy
manganeso (MnS0,.;H,0); se disolvieron en 50 mL de agua destilada y se
esterilizaron a 120° por 15 minutos.

El KH,PO,, la biotina, tiamina y el (NH4)>.SO4, se diluyeron en 40 mL de agua
destilada, de igual manera estos nutrientes se esterilizaron en autoclave a 120°C
por 15 minutos, a continuacién fueron transferido en condiciones asépticas al
fermentador y se inocularon con 10 mL de cultivo bacteriano, para completar un
volumen de trabajo igual a 100mL. Para preparar este medio de fermentacion se
sigui6 el método empleado por Vallino y Stephanopoulos (2002), quienes
obtuvieron lisina utiizando la bacteria corynebacterium glutamicum ATCC 21253.

El pH del caldo de fermentacién fue mantenido a 7,5 adicionando hidroxido de
amonio al 26% (NH4OH) durante los controles realizados. La temperatura se
conservd en 35°C y se agitd constantemente a 180 rpm para asegurar la
distribucion homogénea de oxigeno y nutrientes, en este proceso se siguié el
proceso empleado por Sunitha y Subba (1998). Estas condiciones de fermentacion
se mantuvieron en el montaje mostrado en la figura 10 donde se realizaron todos
los procesos fermentativos. Los controles de pH se realizaron en la cabina de flujo
laminar esterilizada previamente con luz Ultravioleta en la seccion del Laboratorio
de Microbiologia de Laboratorios Especializados de la Universidad de Narifio.
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Figura 10. Montaje utilizado en el proceso de fermentacion para la produccion de &cido
glutdmico. 1) Agitador horizontal, 2) Bombilla, 3) Balancin, 4) Soporte,5) Ventana de
monitoreo, 6) Caja, 7) biorreactor.

Fuente: esta investigacion

3.3.4. Monitoreo del proceso de fermentacion

El tiempo de fermentacion fue determinado por el crecimiento de la cepa
bacteriana en el medio de produccion; realizando controles cada 24 horas,
tomando dos (2) mL de caldo para cuantificar biomasa, consumo de azlcar y
produccion de acido glutamico. El conteo del microorganismo se realizé en camara
de Neubauer, el azucar residual se cuantifico por el método de Miller’'s empleando
glucosa como patrén y el 4cido glutamico se evalu6 por método de Moore y Stein,
con &cido glutdmico como estandar, de acuerdo al protocolo seguido por Amin
(2007).

3.3.5. Recuperacioén y purificacion de acido glutamico

Terminada la fermentacion se procedié a neutralizar los caldos de fermentacion
con hidroxido de sodio (NaOH) en granallas, hasta alcanzar un pH de 9.5 y formar
la sal sddica lo cual hace que se aumente la solubilidad y conseguir la mayor
cantidad de producto, en este proceso se empled el método descrito por Garcia
(2004). A continuacion se centrifugd por 15 minutos a 7000 rpm esta mezcla de
fermento para separar el glutamato monosodico del material celular. El
sobrenadante se decoloré con carbén activado y se acidifico con acido clorhidrico
4N hasta alcanzar el punto isoeléctrico del acido glutamico (3,1), seguidamente se
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concentro el medio liquido hasta la quinta parte de su volumen a una temperatura
de 60°C y se dejo precipitar a temperatura ambiente. Los cristales se recuperaron
por filtracion al vacio y se secaron a 70°C en incubadora y se pesaron para
determinar rendimiento del producto obtenido a partir de los sustratos empleados.
(Macarulla, 2001).

Teniendo en cuenta que en esta solucion ademas del aminoacido se encuentran
residuos de glucosa y otros subproductos se realizaron varias recristalizaciones
con metanol para la purificacion del producto seguido de una cromatografia en
capa fina, para este procedimiento se utiliz6 como fase estacionaria una lamina de
silica gel y como fase mévil la mezcla de solventes n-butanol/acido acético/ agua
en proporcioén (8:2:2), procedimiento aplicado por Randerath (1999).

Para determinar el rendimiento de produccion de acido glutamico en el proceso de
fermentacioén, se realiz6 los calculos de acuerdo a la relacion estequiometria de
que a partir de una mol de glucosa se produce tedricamente una mol de acido
glutdmico; experimentalmente existe una conversion de azlcar a acido glutamico
del 60% (Stryer y Lubert, 2007). Por tanto se calcul6 el rendimiento de la cantidad
de azucar adicionada al medio de fermentacién y con el peso final del producto
obtenido en la fermentacion se determind el rendimiento del proceso aplicando la
relacion:

(%R= rendimiento real/ rendimiento teérico* 100%)

3.4. CROMATOGRAFIA DE GASES

La identificacién del &cido glutamico obtenido en el proceso de fermentacién de los
hidrolizados de pulpa de café y jugo de fique se realiz6 mediante cromatografia de
gases. Para ello se tomé una alicuota de 50 pL de la solucion de aminoéacido en
un tubo tapa rosca y se secd en bafio a 70°C, luego se adicionaron 100 pL de
derivatizante N-terbutildimetillisil-N- metiltrifluoroacetamida (MTBSTFA) y 100 pL
de acetonitrilo. Seguidamente la mezcla se colocdé en un termorreactor a 80°C
durante 4 horas para que se realice la reaccion del aminoacido con el
derivatizante. Para este procedimiento se siguidé la metodologia empleada por
Sobolevsky (2003).

El andlisis de cromatografia de gases se realizO en los Laboratorios
especializados de la Universidad de Narifio, para ello se inyectd 1uLde la mezcla
derivatizada en el cromatégrafo de gases GCMS_QP5000 Shimadzu, equipado
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con una columna capilar de silice fundida MDNS de 30m de longitud, 0.25mm de
diametro interno y 0.25 pm de espesor de pelicula.

3.5. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Para determinar si existen deferencias estadisticamente significativas en la
concentracion de acido sulfarico y tiempo de digestion en el proceso de hidrélisis
acida, se realiz6 andlisis de varianza (ANOVA) a estos parametros (Montgomery,
2010).

Para establecer si existen diferencias estadisticamente significativas en la fuente
de carbono y la concentracion de nitrdgeno utilizadas en el proceso de
fermentacién para producir acido glutdmico, se realizé analisis de varianza
(ANOVA) para las diferentes concentraciones, ademas se realiz6 la prueba LSD,
por ser la prueba méas sensible cuando se encuentran diferencias significativas con
un a = 0.05 (Montgomery, 2010). Este analisis se aplico solo a la fuente de
carbono.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CARACTERISTICAS DE LAS MUESTRAS

4.1.1. Muestra de pulpa de café

El grano de café recolectado era de forma esférica, de color rojo oscuro y de
consistencia blanda (Figurall). En el proceso de despulpado se obtuvo una pulpa
con olor caracteristico de la pulpa de café fresca y madura, de sabor dulce y con
gran cantidad de humedad.

Figura 11. Grano de café variedad Caturra rojo recolectado en el municipio de Sandona,
corregimiento San Bernardo

. Fuente: esta investigacion

En el tratamiento de secado y molido de la pulpa se obtuvo al final una muestra
homogénea de color café, y un tamafio de particula fino y olor agradable a azucar
(Figura 12). Asi mismo se determin6 que en 1,200 Kg de muestra recolectada el
41,17% corresponde al peso seco de la pulpa y el 54,83% a humedad.

Figura 12. Pulpa de café obtenida del proceso secado y molido

Fuente: esta investigacion.
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La temperatura y el tiempo de secado fue importante para el tratamiento de la
muestra de pulpa de café; debido a que si se somete la pulpa a altas temperaturas
y tiempos prolongados de secado la pulpa de café se quema y adquiere una
coloracion negra, por el contrario si la temperatura y el tiempo de secado era
menor se dificultaba la molida de la pulpa, lo que ocasiond pérdidas en la
obtencion de los azucares. Por consiguiente, las mejores condiciones de secado
de la pulpa de café se lograron con un tiempo de 24 horas y una temperatura de
70°C, lo que permiti6 moler completamente esta muestra, evitando desperdicios
para obtener el maximo rendimiento de azlcares totales en el proceso de hidrolisis
acida.

Segun Estrada (2006), para poder moler una muestra vegetal y analizarla, se debe
desecarla a una temperatura entre 60°C y 70°C para impedir que el secado afecte
la composicion quimica de la muestra. De igual manera, de acuerdo a Molina,
(1997) se necesitan temperaturas de secado de 100°C cuando se requiera
determinar en la muestra vegetal el contenido de humedad total y para analizar su
composicion quimica se necesario hacer un secado parcial a una temperatura de
60°C.

4.1.2. Muestra de jugo de fique

El jugo de fique junto con el bagazo se recolecté de hojas de fique frescas de color
verde claro, de humedad y madurez apropiada, para ello se realizé un desfibrilado
completo de la hoja para obtener la mayor cantidad de desechos (Figura 13) y se
evitd la descomposicién de estos desechos al ser sometidos inmediatamente en
las neveras de icopor con geles refrigerantes a una temperatura de 8°C.

Figura 13. Recoleccién de los desechos de fique de desfibrilado de la hoja de fique en el
municipio de San Pedro de Cartago, vereda Yanangona

Fuente: esta investigacion
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Del proceso de licuado de los desechos de fique se obtuvo un jugo de color verde,
de consistencia y tamafio de los residuos sélidos homogéneos y de olor irritante
caracteristico del fique. La conservacion a bajas temperaturas de este sustrato
facilitd su tratamiento en los procesos realizados. De acuerdo a Acevedo y Serna
(2004), la conservacion a bajas temperaturas de muestras con gran contenido de
azucares como el jugo de fique es importante para evitar la fermentacién y su
descomposicion

4.2. PRODUCCION DE HIDROLIZADOS

En el proceso de hidrdlisis acida de los sustratos de pulpa de café y jugo de fique
se realizaron 27 ensayos para cada muestra. Los resultados obtenidos se indican
en los anexos Ay B.

4.2.1. Hidrdlisis acida de pulpa de café

En la Tabla 7 se indican los resultados alcanzados en el proceso de hidrdlisis de la
pulpa de café. Con una concentracion de acido al 1% se logré obtener la mayor
cantidad de azucares totales a un tiempo de 6 horas. A una concentracion al 2%
de H,SO, la mayor concentracion de azlcares se alcanz6 a un tiempo de
digestion de 8 horas siendo mas alta que la concentracion correspondiente a la
hidrolisis al 1%. Con una concentracion de &cido al 3% la cantidad de azlcares
aumenta ligeramente en todos los tiempos de digestion.

Tabla 7. Hidrdlisis acida de pula de café

[H,S0,] TIEMPO DE HIDROLISIS CONCENTRACION DE
(H) AZUCARES TOTALES (g/mL)
0,021

0,026

0,020

0,029

0,028

0,032

0,033

0,034

0,033

1%

2%

3%

(ecl o) RN N iNoch NN RN-N e o} l@p) JRSN

Fuente: esta investigacion
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Estos valores muestran que, a medida que aumenta la concentracion de acido y
tiempo de hidrdlisis, se incrementa la cantidad de azlcares totales; sin embargo
los hidrolizados obtenidos con una mayor concentraciéon de acido y tiempo de
hidrélisis al final de la digestion tomaron un color café oscuro producido por la
descomposicion de los azlcares al ser sometidos a tiempos prolongados de
digestion y a pH bajos, debido a que se forman azlcares aminados por la
presencia de proteina en la pulpa de café. De acuerdo a Crueger y Crueger
(1993), cuando existe sobrecalentamiento, un pH bajo y una alta proporcion de
azucares reductores los grupos amino de los aminoacidos reaccionan con los
grupos carbonilo de los azlcares formando productos de color tostado, substratos
no adecuados para los microorganismos, porque estos compuestos pueden tener
actividad antimicrobiana, ademas la formacién de estos compuestos ocasioné
dificultades para su decoloracion y se necesitdé adicionar mas solucion (NaOH)
para neutralizar estas muestras con las concentraciones de 2% y 3% de acido
sulfurico, lo que no sucedio con los hidrolizados obtenidos con una concentracion
del 1% de H,SO,.

Por tanto en esta investigacion se eligié trabajar con esta concentracion de 1% de
H.SO, y 6 horas de digestion, para facilitar la decoloracion de los hidrolizados y
emplear menor cantidad de solucion neutralizante.

De acuerdo a los resultados estadisticos del ANOVA, se obtuvo un P-valor= 0,499
para la concentracion de acido y un P- valor =0,9345 para el tiempo con un nivel
de confianza del 95%, por lo que no se encuentran diferencias estadisticamente
significativas (Anexo C); por consiguiente segun este analisis se puede utilizar
cualquier concentracion de &cido y tiempo de hidrdlisis, sin embargo no es
recomendable trabajar con concentraciones altas de acido y tiempos prolongados
de digestion, porque los costos de produccion se elevan y no es conveniente
emplear estas condiciones en procesos fermentativos debido a que ocasionan la
descomposicion de los azlcares que se emplean como fuente de carbono para los
microorganismos.

Resultados similares obtuvieron Colina (2001), estudiando la hidrélisis de pulpa de
café con &cido sulfdrico diluido operando a presién atmosférica con ebullicién a
reflujo. Los resultados mostraron que en 100 g de pulpa seca, la concentracion de
azucares aumentd cuando se trabajé con mayor concentracion de acido y a
mayores tiempos de digestion, alcanzando un rendimiento del 64% en azucares
totales correspondiente a 0,029 g/mL, con una concentracién de &cido sulfarico del
1 % y un tiempo de hidrdlisis de 4 horas. Ferrer (2002) estudiaron la cinética de la
hidrolisis acida de los bagacillos de cafia de azlcar, los cuales se hidrolizaron
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mediante ebullicion a reflujo, con diferentes concentraciones de é&cido sulftrico
diluido y tiempos de reaccion. Observaron que la concentracion de azlcares
aumenta con una concentracion de 1,5% y 2 % 4&cido sulfarico, hasta una
concentracion de 0,0310 g/mL de azucares totales en 100g de muestra
hidrolizada.

4.2.2. Hidrdlisis acida de jugo de fique

En la hidrolisis del jugo de fique se lograron resultados similares a los obtenidos
en el proceso de hidrélisis acida de la pulpa de café, utilizando las mismas
concentraciones de &cido sulftrico y tiempos de digestién (Tabla 8), alcanzando
altas concentraciones de azlcares totales en todos los tratamientos realizados.
Sin embargo, la decoloracion de los hidrolizados se dificultd en todas las
muestras, independientemente de la concentracion de &cido y tiempos de
digestién. Los hidrolizados presentaron al final de la digestion una coloraciéon
verde oscura siendo necesario realizar varias veces la decoloracion de los
mismos. Por tanto, con este sustrato la hidrolisis se realiz6 a una concentracion
del 1% de &cido y 6 horas de digestion, debido a que con esta concentracion se
emple6 menor cantidad de neutralizante, de tal forma que se trabajé en las
mismas condiciones de hidrdlisis con los dos sustratos. Ademas al realizar el
andlisis estadistico no hay diferencia significativa en los tratamientos del jugo de
figue. (Anexo D).

Tabla 8. Hidrdlisis acida jugo de fique
[H2SO4] TIEMPO DE HIDROLISIS CONCENTRACION DE AZUCARES
(H) TOTALES (g/mL)

0,028
0,029
0,028
0,033
0,034
0,034
0,037
0,034
0,036

IN

1%

2%

3%

IO~ A~ KOO

Fuente: esta investigacion
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La dificultad presentada en el tratamiento de los hidrolizados del jugo de fique
puede deberse a la composicion compleja de este sustrato (Tabla 3),
especialmente las saponinas. De acuerdo a Barbosa (2002) estas sustancias no
son eliminadas completamente en el proceso de hidrélisis acida. Con la pulpa de
café la descomposicion de los azucares era provocada por la presencia de
proteinas, las concentraciones bajas de acido sulfurico y tiempos prolongados de
digestion.

4.3. CONFIRMACION DE LAS CARACTERISTICAS DE LA CEPA
BACTERIANA

Realizada la activacion de la bacteria Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 y
obtenido un cultivo con abundante crecimiento de la cepa segun la metodologia
empleada. Se observd en las cajas de Petri las caracteristicas propias del
microorganismo de acuerdo a las reportadas por la casa comercial ATCC. Tales
como: color amarillo palido, agrupacion en colonias, y crecimiento en cadena. Las
caracteristicas mencionadas se observan en la figura 14.

Figura 14. Crecimiento de Corynebacterium glutamicum, en agar nutritivo.

Fuente: esta investigacion

Con la tincion de Gram se confirmaron las caracteristicas primarias de la cepa
bacteriana, segun se reporta en el Manual de Berye’s, (Brenner y Crieg, 2001).
Entre ellas se confirmd que el microorganismo pertenece al grupo de las bacterias
Gram positivas y su forma corresponde a los bacilos ovoides no flagelados propio
de la bacteria Corynebacterium glutamicum ATCC 13032, como se observa en la
Figura 15
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Figura. 15. tincion de Gram de Corynebacterium glutamicum ATCC 13032, observada a
100X

Fuente: esta investigacion

4.4. PROCESO DE FERMENTACION

4.4.1. Cinética de crecimiento bacteriano

Utilizando caldo nutritivo como medio de cultivo se determind por turbidimetria
(Romero, 2003) que la bacteria Corynebacterium glutamicum inicia la fase
exponencial después de las diez primeras horas de inoculacion y alcanza la fase
estacionaria después de las 36 horas de multiplicacion celular. Los resultados se
observan en la Figura 16.

En las primeras horas de cultivo no hubo crecimiento celular. En el periodo
comprendido entre las 10 a 20 horas las células iniciaron la fase de crecimiento
alcanzando una absorbancia de 0,11. Después de este espacio de tiempo se
evidencia que las bacterias se multiplican activamente durante la fase exponencial
hasta alcanzar un maximo de absorbancia igual a 0,42 a las 36 horas cuyo valor
equivale a una cantidad de células de 2,3x10’ cel/mL contadas en camara de
Neubauer. Sunitha, 1 y Subba (1998), alcanzaron una concentracion celular de
1.2x10" cel/mL a las 36 horas de inoculacion para producir &cido glutamico
empleando corynebacterium glutamicum NCIM 2168 y Pseudomonas reptilivora
NCIM 2598
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Figura 16. Cinética de crecimiento bacteriano de Corynebacterium glutamicum, en medio
de cultivo. La bacteria inicia su crecimiento a las 10 horas de inoculacién y alcanza la fase
estacionaria después de las 36 horas de multiplicacion celular
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Fuente: esta investigacion

Por tanto se escogi6 este tiempo de cultivo bacteriano para inocular con suficiente
cantidad de microorganismo de los medios de fermentacién

4.4.2. Biorreactor

El proceso de fermentacion fue exitoso con el biorreactor disefiado en esta
investigacion. Con él se monitored correctamente el proceso, se realizd
adecuadamente la toma de muestra para control de pH, cuantificacion de células,
consumo de glucosa y produccion de &cido glutamico; asi mismo fue posible
adicionar facilmente la solucién neutralizante. Ademas de lo anterior el biorreactor
a escala de laboratorio es de construccion sencilla y econdmica y se lograron
mejores rendimientos de produccién, alcanzando un rendimiento maximo del
56,01% de &cido glutdmico, comparados a los reportados por Sunitha, Subba
(1998), quienes obtuvieron una producciéon de acido glutamico del 58.62%.
Yoshioka et al., (1999) alcanzaron un rendimiento de 55.00% de aminoacido y
Amin, G. (2007) obtuvo una produccibn de aminodcido del 58,50%. Esta
produccion de acido glutamico fue obtenida con otros métodos de fermentacion y
empelando glucosa y/o melaza de cafa de azucar como fuente de carbono.
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4.4.3. Preparacion del medio de fermentacion

En el proceso de fermentacion, la esterilizacion por calor contribuy6 eficientemente
a la eliminacion de los microorganismos contaminantes. La esterilizacion del
medio de produccion se realizé en dos partes siguiendo el método empleado por
Vallino y Stephanopoulos (2002) en la produccion de lisina para evitar la reduccion
del sulfato de amonio a sulfito de amonio por la presencia de glucosa y la
exposicion a las altas temperaturas de esterilizacion provocando una coloracion
oscura (ecuacion 1). De igual manera fue necesario esterilizar por separado los
hidrolizados de las sales, debido a que en medio acido y altas temperaturas el
manganeso se reduce provocando una coloracion violeta en el medio como se
indica en la ecuacion 2. (Brown, 2009); esta coloracion dificultaba la cuantificacion
de biomasa celular, azucar y acido glutdmico durante la fermentacion.

(NH4)2SO4 + CgH12,05 — (NH4)ZSO3 + CO,+ H,O Ecuacion 1

Incoloro Color oscuro
H,SO, + Mn'sSOo, — Mn*" + SO, Ecuacion 1
Color rosa Color violeta

4.4.4. Monitoreo del proceso de fermentacion

En el proceso de fermentacion se monitore6 la adaptacion de la bacteria en el
medio fermentacion a través de su crecimiento, consumo de la fuente de carbono
suministrada y la produccion de acido glutamico en los diferentes tratamientos.

En el tratamiento A, el cual se realizé adicionando 15g de carbono proveniente de
los hidrolizados de pulpa de café y jugo de figue y del sustrato testigo
respectivamente y 4 g de nitrégeno, se observa en los resultados mostrados en la
Tabla 9 la multiplicacién de biomasa celular, acorde al consumo de la fuente de
carbono y la produccién de acido glutamico. En el tratamiento B (Tabla 10) se
suministré la misma cantidad de hidrolizado y se aumento la cantidad de nitrégeno
a 9g, los valores obtenidos muestran que hubo un crecimiento abundante de
biomasa celular, sin embargo la produccion de acido glutdmico disminuyo en
comparacion con la produccion de aminoacido en el tratamiento A.

En el tratamiento C, se utiliz6 30g de hidrolizado de ambos sustratos con una
cantidad menor de nitrégeno, correspondiente a 4 g, se evidencia en los
resultados mostrados en la Tabla 11 una disminucion del crecimiento bacteriano y
produccion de acido glutamico en comparacion a los tratamientos Ay B
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Tabla 9: tratamiento A. Crecimiento celular, consumo de carbono, produccion de
aminoacido

TIEMPO (H) CELULAS (x10° CARBONO PRODUCCION DE
Fuente de carbono cel./mL) RESIDUAL ACIDO
(g/mL) GLUTAMICO(g/mL)
0 0,070 0,150 0
Hidrolizado de café 24 0,933 0,121 0,006
48 2,404 0,107 0,018
72 4,873 0,059 0,037
96 5,127 0,031 0,041
0 0,070 0,150 0
24 0,070 0,140 0,009
Hidrolizado de fique 48 1,893 0,126 0,026
72 2,310 0,108 0,036
96 2,341 0,0680 0,027
0 0,070 0,150 0
24 1,579 0,121 0,009
Glucosa 48 3,980 0,107 0,029
72 5,985 0,059 0,049
96 6,585 0,028 0,051

Fuente: esta investigacion

En el tratamiento D, el cual se realiz6 con 30 de carbono y 9 de nitr6geno, se
observa en la Tabla 12 un abundante crecimiento de biomasa celular y produccién
de &cido glutamico.

Tabla 10. Tratamiento B. Crecimiento celular, consumo de carbono, produccién de aminoacido

PRODUCCION DE
Fuente de carbono TIEMPO (H) CELULAS (XlO9 CARBONO ACIDO GLUTAMICO
cel./mL) RESIDUAL(g/mL) (g/mL)
0 0,012 0,150 0
Hidrolizado de pulpa 24 2,286 0,130 0,005
de café 48 3,704 0,121 0,019
72 5,023 0,098 0,026
96 6,947 0,061 0,030
0 0,012 0,15 0
Hidrolizado de jugo 24 0,920 0,1402 0,009
de fique 48 1,428 0,1238 0,011
72 2,096 0,0973 0,027
96 3,083 0,065 0,029
0 0,012 0,150 0
24 3.010 0,131 0,007
Glucosa 48 5,831 0,116 0,021
72 7,352 0,086 0,038
96 7,651 0,055 0,043

Fuente: esta investigacion
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Tabla 11. Tratamiento C. Crecimiento celular, consumo de carbono, produccién de
aminoacido

CELULAS CARBONO PRODUCCION DE
Fuente de carbono | TIEMPO (H) (X10° cel./mL) RESIDUAL (g/mL) | ACIDO GLUTAMICO
(g/mL)
0 0,089 0,300 0
Hidrolizado de café 24 1,446 0,287 0,013
48 3,766 0,266 0,023
72 4,080 0,184 0,041
96 5,143 0,129 0,051
0 0,089 0,300 0
Hidrolizado de fique 24 1,135 0,296 0,007
48 2,125 0,228 0,018
72 2,906 0,153 0,023
96 3,225 0,137 0,034
0 0,089 0,3 0
24 1,906 0,261 0,021
Glucosa 48 4,857 0,228 0,032
72 5,995 0,181 0,050
96 6,410 0,117 0.065

Fuente: esta investigacion

Estos valores obtenidos muestran que los mejores resultados se lograron con los
sustratos de pulpa de café y glucosa, evidenciandose con estos sustratos datos
similares de crecimiento bacteriano, consumo de glucosa y produccién de
aminoécido.

Tabla 12. Tratamiento D. Crecimiento celular, consumo de carbono, produccién de
aminoacido

CELULAS (X10° CARBONO PRODUCCION DE
Fuente de carbono TIEMPO (H) cel./mL) RESIDUAL (g/mL) | ACIDO GLUTAMICO
(9/mL)
0 0,048 0,3 0
Hidrolizado de café 24 1,734 0,287 0,017
48 7,358 0,233 0,038
72 9,674 0,135 0,512
96 9,865 0,636 0,078
0 0,048 0,300 0
Hidrolizado de fique 24 1,295 0,287 0,011
48 2,001 0,256 0,027
72 3,979 0,132 0,041
96 4,165 0,076 0,058
0 0,048 0,300 0
24 2,325 0,274 0,026
Glucosa 48 8,152 0,224 0,042
72 10,981 0,111 0,060
96 10,920 0,052 0,083

Fuente: esta investigacion
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Con el hidrolizado de jugo de figue la bacteria se multiplicé y consumié la fuente
de carbono suministrada; sin embargo hubo menor produccion de acido glutdmico
en comparacion con los alcanzados con la pulpa de café.

De acuerdo al andlisis de varianza (ANOVA) realizado (Anexo E), se obtuvieron P-
valores de 0,0070 para glucosa y 0,0239 para los hidrolizados; por tanto existe
diferencia significativa en la obtencion de acido glutamico empleando estas
fuentes de carbono. Segun la Prueba Multiple de Rango (Anexo F) no hay
diferencia significativa para obtener acido glutamico utilizando hidrolizado de pulpa
de café y glucosa. Existe deferencia significativa para producir el aminoacido
empleando hidrolizado de jugo de fique, debido a su considerable disminucién de
produccion de acido glutdmico en los tratamientos, comparando la produccién de
aminoécido obtenido con el hidrolizado de pulpa de café y la glucosa.

Resultados semejantes fueron observados por Amin (2007) en la produccion de
este amino&cido, utilizando un reactor con células inmovilizadas de
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 y melaza de cafia como fuente de
carbono y por Pérez y Mufoz (2006), quienes obtuvieron acido glutdmico
empleando la misma cepa bacteriana y almidon de papa como fuente de carbono.

Teniendo en cuenta la variacidbn en la concentracidbn de nitrdgeno en cada
tratamiento, la produccion de acido glutdmico es mas alta en los tratamientos A 'y
D respectivamente, en comparacion con los tratamientos B y C donde la
produccion de aminoacido disminuyd. Sin embargo, al realizar el analisis
estadistico a la concentracion de nitrégeno, se obtuvo un P-valor = 0.0687
mostrando que no hay diferencia significativa al variar la cantidad de nitrégeno en
la fermentacion (Anexo G).

Esto nos lleva a pensar que la reduccién en la produccion de aminoacido pudo
deberse a que en estos tratamientos la relacion carbono/nitrogeno no fue la
adecuada para el metabolismo microbiano. De acuerdo a Cocaign (2011) en el
metabolismo aerobio de la bacteria, la enzima a- cetoglutarato deshidrogenasa es
inhibida por concentraciones altas de nitrdgeno para desviar el ciclo del acido
citrico a la produccién de acido glutdmico, por tanto en el tratamiento B, hubo la
cantidad de nitrdgeno requerida, sin embargo la concentracién de carbono no fue
suficiente para suplir las necesidades metabdlicas y producir acido glutamico. En
el tratamiento C pudo ocurrir lo contrario; la cantidad de carbono era suficiente, y
la concentracion de nitrégeno no fue la apropiada.
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Por tanto, lo importante en este proceso de fermentacion fue encontrar la relacion
carbono/nitrégeno para alcanzar un buen rendimiento de produccion. Esta relacion
apropiada de carbono/nitrégeno fue la utilizada en el tratamiento A, donde la
mayor cantidad de azlUcar consumido se transformo en acido glutadmico.

Haciendo una comparacion de las cinéticas de crecimiento bacteriano, con los
resultados obtenidos en el tratamiento A, realizados para cada sustrato; podemos
ver en la Figura 17 que con la pulpa de café y la glucosa los resultados obtenidos
son similares en cuanto al crecimiento celular, consumo de carbono y produccién
de aminoacido. Como se observa en la grafica (Figura 17) la bacteria se multiplica
activamente hasta las 72 horas y entra la fase estacionaria hasta las 96 horas del
periodo de fermentacion.

Figura 17: comparacion de la cinética de crecimiento bacteriano, consumo de carbono y
produccion de acido glutamico con hidrolizado de pulpa de café y glucosa

Fuente: esta investigacion

La produccién de acido glutamico fue relativamente baja en los dos primeros dias
de fermentacion y la mayor produccion y la acumulacion del producto sucedié en
el periodo estacionario, lo cual concuerda con los resultados obtenidos por Amin,
(2007), alcanzado mayor produccién de acido glutamico en el periodo estacionario
de crecimiento bacteriano, logrando una concentracion de 93g/mL de este
aminoacido.

Comparando el crecimiento bacteriano en la fermentacién con hidrolizado de jugo
de figue (Figura 18), éste es considerablemente menor al producido por la
glucosa, se alcanza una menor concentracion de biomasa celular en la fase
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exponencial y la bacteria entra en fase estacionaria; de igual manera la produccion
de aminoacido disminuyd con este sustrato.

Figura 18: comparacion de la cinética de crecimiento bacteriano, consumo de carbono y
produccién de &cido glutdmico con hidrolizado de jugo de fique y glucosa

Fuente: esta investigacion

Respecto a la producciéon de acido glutamico con el hidrolizado de jugo de fique,
ésta fue menor en todos los tratamientos; puesto que si bien hubo crecimiento
celular y la bacteria consumio esta fuente de carbono la obtencion de &cido
glutdmico disminuyo en comparacién con el acido glutamico obtenido con el
hidrolizado de la pulpa de café (Figura 19).

Figura 19. Comparacion de la cinética de crecimiento bacteriano, consumo de carbono y
produccion de &cido glutamico con hidrolizado de jugo de fique y pulpa de café

Fuente esta investigacion

57



Se observa, ademas en los tratamientos realizados con el hidrolizado de jugo de
fique que la concentracion de nitrégeno no influyé en la produccién de acido
glutamico en este proceso de fermentacion.

La disminucién de produccion con este sustrato puede deberse a que existe en el
jugo sustancias bactericidas como saponinas, alcaloides y flavonoides que no
fueron eliminadas completamente en el proceso de hidrolisis y que pueden inhibir
el metabolismo de la bacteria y la disminucién de produccion de este aminoacido.
Rojas, (2008) estudio estos compuestos y determind que estas sustancias tienen
capacidad biofungicida en el control de la gota en la papa.

4.5. RECUPERACION Y CUANTIFICACION DEL PRODUCTO.

El &cido glutamico obtenido por precipitacién después del proceso de fermentacion
se recuperd en forma de cristales de coloracion amarillenta, con pequefias
impurezas de color café las cuales se eliminaron por repetidas recristalizaciones
hasta obtener unos cristales de color totalmente blanco, de particula finas e
inodoros, similares a los patrones comerciales puros (Figura20). En la
cromatografia en capa fina se obtuvo un RF de 0,27 igual al que aparece
reportado por (Randerath, 1999), similar al RF del &cido glutamico utilizado como
patrén.

Figura 20. Acido glutamico recuperado de los caldos de fermentacién utilizando el método
de precipitacion

recristalizacion

———

Producto sin purificar Producto final

Fuente: esta investigacion
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El rendimiento del proceso de recuperacion del aminodcido después de la
precipitacion se muestra en la Tabla 13 en cada uno de los tratamientos. La
cantidad de aminoacido recuperado en esta investigacion fue mayor que la
obtenida por Pérez y Mufioz (2006); quienes empleando el mismo método de
recuperacion y la misma cepa bacteriana, con sustratos de almidon de papa,
alcanzaron un rendimiento maximo del 45% en el tratamiento T1

Tablal3. Rendimiento de producciéon de acido glutdmico en el proceso de fermentacion

TRATAMIENTO % DE RECUPERACION DE ACIDO GLUTAMICO
Hidrolizado de pulpa de | Hidrolizado de jugo Glucosa testigo
café de fique
A 56,01 36,88 69,67
B 40,98 39,62 54,64
C 34,67 24,47 44,19
D 53,02 36,03 56,42

Fuente: esta investigacion

El mayor rendimiento en la produccion de acido glutdmico se obtuvo utilizando
como sustrato pulpa de café, alcanzando un rendimiento maximo de 56.01% en el
tratamiento A, donde la relacién carbono/nitrégeno es de 3.7; relacion adecuada
para convertir la mayor cantidad de carbono consumido en acido glutdmico por la
bacteria C. glutamicum.

El resultado obtenido en esta investigacion en relacién al rendimiento es
comparable al obtenido en los trabajos reportados en la Tabla 14, en los cuales se
utilizan diferentes métodos de fermentacion y como sustrato melaza de cafa de
azucar y glucosa como fuente de carbono. Por tanto con el rendimiento de
produccion de acido glutamico de 56,01% alcanzado en el tratamiento A,
utiizando 15 g de hidrolizado y 4 g de nitrogeno, con las condiciones de
fermentacion empleadas se demuestra que con la pulpa de café se puede obtener
productos de gran interés comercial como el acido glutamico.
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Tabla 14. Comparacién de varios sistemas de fermentacion para la produccion de &cido

glutdmico
AUTORES % DE RENDIMIENTO SISTEMA DE FERMENTACION
Amin 58.50 Cultivo continuo usando células
2007 inmovilizadas de Corynebacterium
glutamicum ATCC 13032 dentro de cubos
de poliuretano
Aoki y wada 53.7 Cultivo discontinuo usando células libres de
2005 Corynebacterium glutamicum ATCC 13032
Yoshioka 55.0 Cultivo continuo usando células libres de
1999 brevibacterium sp
Sun-Uk 53.0 Cultivo discontinuo usando células libres de
2004 Corynebacterium glutamicum
Sunitha 62.01 Cultivo discontinuo usando células de C
1998 Corynebacterium glutamicum y
Pseudomonas reptivora

Fuente: Amin (2007)

4.6. IDENTIFICACION POR CROMATOGRAFIA DE GASES

Los cromatogramas obtenidos en la cromatografia de gases en todos los
tratamientos, muestran que el producto obtenido con los dos sustratos empleados,
presentan una sefial con tiempo de retencién de 8,5 minutos (Figuras 21y 22), la
cual coincide con el tiempo de retencion del aminoacido utilizado como patrén
(Figura 23). Esto indica que el producto obtenido es &cido glutdmico, aunque se
evidencia que existen impurezas posiblemente debidas a productos inespecificos
de la derivatizacion.
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Figura 21. Cromatograma de &cido glutdmico obtenido con hidrolizado de pulpa de café
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Figura 22. Cromatograma de &cido glutamico utilizado como patron
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Figura 23. Cromatograma de &cido glutdmico obtenido con hidrolizado de jugo de fique
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5. CONCLUSIONES

Las mejores condiciones de hidrolisis acida en los dos sustratos de pulpa
de café y jugo de fique se alcanzaron con una concentracion diluida de
acido sulfurico (1%) y un tiempo de hidrolisis de 6 horas.

El mejor rendimiento en la produccion de &cido glutdmico se obtuvo
empleando el hidrolizado de pulpa de café en el tratamiento A, en él que se
utilizé 15 g de hidrolizado y 4 g de nitrdgeno, logrando un rendimiento de
56.01%, donde la relacion carbono/nitrégeno es de 3.7.

Se adecud6 un biorreactor a escala de laboratorio, con él que se logro
monitorear correctamente el proceso de fermentacion; controlando en forma
correcta la variacion del pH, consumo de carbono, aumento de biomasa y
produccioén de acido glutamico.

El método de precipitacién utilizado para recuperar el acido glutamico,
permiti6 obtener buenos rendimientos en la recuperacion de este
aminoacido en los tratamientos realizados.

Con la metodologia empleada y utilizando sustratos y nutrientes de facil

acceso y bajo costo, fue posible obtener &cido glutamico con buen
rendimiento y alta pureza.
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6. RECOMENDACIONES

Es recomendable realizar un estudio mas detallado de la composicion del
jugo de fique y evaluar su efecto sobre el metabolismo microbiano,
probando otros métodos de extraccion de los azucares.

Identificar los azlcares producidos en la hidrdlisis de estos sustratos
utilizando métodos cromatograficos, con el fin de evaluar que azucares son
los de mayor aprovechamiento para el microorganismo.

Emplear otros sustratos como fuente de carbono y otros nutrientes para
obtener acido glutdmico u otros aminoéacidos.

Probar otras técnicas de fermentacion para la produccion de acido

glutAmico y emplear cepas bacterianas diferentes a Corynebacterium
glutamicum y evaluar su produccion.
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ANEXOS

Anexo A: Tabla de Hidrdlisis &cida de pulpa de café: ensayos, absorbancia y
concentracion de azlcares

[H2SO4] Tiempo de | Replicas | Absorbancia | Concentracién de | Promedio
hidrdlisis azucares(g/mL)
(horas)
4 1 0,127 0,017
2 0,156 0,023 0,021
3 0,148 0,022
6 1 0,187 0,029
1% 2 0,154 0,023 0,026
3 0,180 0,028
8 1 0,130 0,018
2 0,154 0,022 0,020
3 0,137 0,019
2% 4 1 0,165 0,025
2 0,158 0,235 0,023
3 0,147 0,021
6 1 0,212 0,034
2 0,146 0,021 0,028
3 0,189 0,029
8 1 0,201 0,031
2 0,205 0,032 0,032
3 0,206 0,033
3% 4 1 0,202 0,032
2 0,210 0,033 0,033
3 0,211 0,034
6 1 0,210 0,033
2 0,211 0,034 0,034
3 0,213 0,034
8 1 0,212 0,033
2 0,210 0,033 0,033
3 0,213 0,034
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Anexo B. Tabla de Hidrdlisis acida de desechos de fique: ensayos, absorbancia y
concentracion de azlcares

[H2SO4] Tiempo de | Replicas | Absorbancia | Concentracion promedio
hidrélisis de
(horas) azucares(g/mL)
4 1 0,178 0,027
2 0,185 0,028 0,028
3 0,194 0,030
6 1 0,190 0,029
1% 2 0,173 0,026 0,029
3 0,202 0,032
8 1 0,187 0,029
2 0,179 0,027 0,0028
3 0,188 0,029
2% 4 1 0,206 0,033
2 0,215 0,034 0,033
3 0,212 0,034
6 1 0,201 0,032
2 0,213 0,034 0,034
3 0,222 0,035
8 1 0,212 0,034
2 0,220 0,035 0,034
3 0,211 0,034
3% 4 1 0,228 0,037
2 0,231 0,037 0,037
3 0,233 0,038
6 1 0,225 0,036
2 0,220 0,035 0,034
3 0,209 0,033
8 1 0,225 0,036
2 0,223 0,035 0,036
3 0,223 0,036
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Anexo C: Andlisis de Varianza para hidrdlisis de pupa de café

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS
PRINCIPALES
A:Acido 0,00170141 2 |0,000850704 0,72 0,4991
B:Tiempo 0,000160074 2 |0,000080037 0,07 0,9345
INTERACCIONES
AB 0,00180304 4 0,000450759 0,38 0,8180
RESIDUOS 0,021192 18 0,00117733
TOTAL (CORREGIDO) 0,0248565 26
Anexo D. Analisis de Varianza para hidrdlisis de jugo de fique
Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS
PRINCIPALES
A:Acido 0,0000405185 2 | 0,0000202593 0,05 0,9546
B:Tiempo 0,000112519 2 | 0,0000562593 0,13 0,8795
INTERACCIONES
AB 0,000140815 4 | 0,0000352037 0,08 0,9872
RESIDUOS 0,00782867 18 | 0,000434926
TOTAL (CORREGIDO) 0,00812252 26
Anexo E: Andlisis de Varianza para la produccion de acido glutamico
Fuente Suma de Cuadrados| Gl |Cuadrado Medio| Razén-F Valor-P
EFECTOS
PRINCIPALES
A:glucosa 0,00179341 1 0,00179341 140,76 0,0070
B:Nitrogeno 0,000166507 1 0,000166507 13,07 0,0687
C:Hidrolizado 0,00104288 2 0,000521441 40,93 0,0239
INTERACCIONES
AB 0,000664541 1 0,000664541 52,16 0,0186
AC 0,000107315 2 0,0000536575 4,21 0,1919
BC 0,000029715 2 0,0000148575 1,17 0,4617
RESIDUOS 0,0000254817 2 0,0000127408
TOTAL 0,00382985 11
(CORREGIDO)
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Anexo F. Pruebas de Multiple Rangos de la produccion de Aminoé&cido por fuente de
carbono.
Método: 95,0 porcentaje LSD

* indica una diferencia significativa.

Anexo G: Pruebas de Multiple Rangos de la produccion de &cido glutamico por

concentracion de Nitrégeno
Método: 95,0 porcentaje LSD

Hidrolizado | Casos | Media LS | Sigma LS Grupos
Homogéneos
Fique 4 0,038 (0,00178472 X
Café 4 0,05 |0,00178472 X
Glucosa 4 [0,060825 (0,00178472 X
Contraste Sig. | Diferencia |+/- Limites
Café - Fique * 0,012 0,0108598
Café - Glucosa -0,010825 |0,0108598
Fique - * | -0,022825 |0,0108598
Glucosa

* indica una diferencia significativa.

Nitrégeno |[Casos| Media LS | Sigma LS Grupos
Homogéneos

4 6 0,0458833 | 0,0014572 X
1

9 6 0,0533333 | 0,0014572 X
1
Contraste | Sig. | Diferencia| +/- Limites
4-9 -0,00745 |0,00886696
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