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RESUMEN

La busqueda de alternativas biotecnoldgicas para el aprovechamiento integral de
los residuales generados en el procesamiento agroindustrial del café y los frutos
citricos constituye una problematica actual. En el presente trabajo se evalla la
biotransformacion de la pulpa de café y el mesocarpo de naranja, sometidos a
fermentacion en condiciones aerobias y andxicas con la levadura pectinolitica
Kluyveromyces marxianus CCEBI 2011. Se encontré que pulpa de café aporta
condiciones mas favorables para el crecimiento de la levadura, reflejado en una
mejor conversion de la fuente de carbono y energia. La levadura utilizé eficazmente
los azlcares reductores y neutros de los sustratos en 24 h, tanto en cultivos
aerobios como limitados de oxigeno. La excrecibn de la enzima
endopoligalacturonasa por la levadura facilitd la extraccion de las sustancias
pécticas contenidas en la pulpa de café y el residual de naranja, produciendo
incrementos del 225 % y 33 %, respectivamente, con respecto a las cantidades
extraidas durante la esterilizaciéon de los sustratos. La produccion de esta enzima
por el microorganismo no presenté diferencias significativas con respecto al
sustrato empleado, pero si con respecto a la concentracion de glucosa en el medio.
Estos resultados apuntan al empleo promisorio de K. marxianus CCEBI 2011 en la
valorizacién de residuales agricolas ricos en pectinas a través de su conversién en
fuentes potenciales de estimuladores vegetales y prebidticos basados en
oligogalacturonidos.
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ABSTRACT

The search of the biotechnological ways to the integral use of the wastes generated
by the coffee and citric agroindustries, is a current problem. The biotransformation
of coffee pulp and orange mesocarp during aerobic and anoxic fermentation with
the pectinolitic yeast Kluyveromyces marxianus CCEBI 2011 was studied in this
research. It was found that coffee pulp is a better substrate to yeast growth, which
was evidenced throughout a better conversion of the carbon and energy source.
The yeast used in 24 h the reducing and neutral sugars from substrates efficiently,
either under aerobic or oxygen-limited cultures. The excretion of the
polygalacturonase enzyme by the yeast lead to the increasing in the pectic
substances extraction, which reached the 225 % and 33 % for coffee pulp and
orange mesocarp, respectively, compared with the amounts which were extracted
during substrates sterilization. The enzyme production by the microorganism
presented not significantly differences in relation to the substrate used, but the
contrary occurred with respect to glucose concentration in the medium. These
results point to the promissory use of the K. marxianus CCEBI 2011 yeast strain in
the valorization of pectin-rich agricultural wastes by means of their conversion in
potential plant elicitors and prebiotics oligogalacturonides-based.

Keywords: kluyveromyces marxianus, pectinolytic yeast, coffee pulp, orange
mesocarp, wastes valorization.

INTRODUCCION

Una problematica actual con respecto a la conservacion medioambiental radica en
como otorgarle utilidad a los residuos ocasionados por la actividad industrial y
social del hombre. Actualmente, los procesos de reciclaje de desechos constituyen
una via muy utilizada para paliar las consecuencias ambientales derivadas del
vertimiento incontrolado de estos al medio ambiente. Sin embrago, estos métodos
no siempre pueden ser aplicados, sobre todo en el caso de los subproductos y
residuos generados por la agricultura y el procesamiento industrial de los productos
agricolas, debido a muchas peculiaridades inherentes a estos, como su
heterogeneidad, dispersion en espacio y tiempo y alto contenido de humedad,
fundamentalmente.

En la provincia Santiago de Cuba, los procesos agroindustriales de beneficiado del
café y los citricos generan considerables voliumenes de desechos sélidos,
caracterizados por un alto poder contaminante como consecuencia de su elevado
contenido de humedad y azlcares fermentables. Estos desechos representan una
fraccidon importante en peso con respecto al fruto beneficiado, que llega a ser de
aproximadamente el 40 % o mas. Ambos residuales comparten también como
caracteristicas, su alto contenido en pectinas y su escaso o nulo aprovechamiento
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La pulpa del café, debido a su composicion quimica, presenta potencialidades para
ser empleada como materia prima en la obtencidon de biogas, alimento animal y
como sustrato en la produccion de setas comestibles. Estas tecnologias permiten
utilizarla como subproducto, eliminar la contaminacién y, a su vez, generar
beneficios en el orden econdmico, social y ambiental [2]. Para el mucilago y las
aguas de lavado del café la digestién anaerobia para la obtencién de biogas parece
ser la opcién mas atractiva [3].

La corteza y hollejos de naranja, constituyen subproductos que también resultan
interesantes desde el punto de vista de Ila posibilidad de explotarlos
comercialmente. Ejemplos de lo antes sefalado son la extraccion de aceites
esenciales de la corteza externa o flavedo y la obtencion de pectina del mesocarpo
(hollejos o albedo), ambos productos de interés alimentario y farmacéutico y con
elevados precios de comercializacion [4, 5].

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar la biotransformacion de la pulpa de
café y el mesocarpo de naranja, cuando son sometidos a fermentacion en
condiciones aerobias y anaerobias con la levadura pectinolitica Kluyveromyces
marxianus CCEBI 2011, atendiendo principalmente a aquellos aspectos relevantes
desde el punto de vista de su aprovechamiento, valorizacién y disminucion de su
impacto ambiental, como son la produccién de la enzima endopoligalacturonasa, la
extraccion de las sustancias pécticas y la disminucidon del contenido de azucares
fermentables.

MATERIALES Y METODOS
Diseiio experimental
Se utilizaron las siguientes variables y niveles:

e Sustratos ricos en pectina: Pulpa de café (P) y mesocarpo de naranja (M).
e Oxigenacién de los cultivos/Concentracion de la fuente de carbono:

o Cultivos estaticos (glucosa 20 g/L y 100 g/L).

o Cultivos agitados (glucosa 20 g/L).

Como invariantes de los experimentos se consideraron las siguientes:

e Microorganismo: Se empled la cepa de levadura Kluyveromyces marxianus
CCEBI 2011, suministrada y conservada por la Coleccion de Cultivos del
CEBI, Universidad de Oriente.

e Indculo: Se utilizd una suspension de la levadura en agua destilada a razén
del 0,2 % (v/v).

e Medio de cultivo base: Se trabajo con un medio mineral suplementado con
extracto de levadura y conteniendo glucosa como fuente de carbono y
energia. La composicion del medio, en gramos por litro, fue la siguiente:
extracto de levadura 5, cloruro de calcio dihidratado 0,1, sulfato de
magnesio heptahidratado 0,5, hidrogenofosfato de potasio 5 y sulfato de
amonio 5, pH 5; glucosa 20 6 100, segun el experimento.

e Concentracién del sustrato: 1% (m/v) base seca.

e Temperatura: 32 °C.

e Tiempo de fermentacion: 24 h.

Se utilizaron dos réplicas por cada variante y dos controles sin inocular.



Propagacion del inéculo

La levadura se propagd en frascos conicos de 250 mL de capacidad, conteniendo
100 mL de medio YPD (extracto de levadura 1 %, peptona 2 %, glucosa 2 %)
durante 18 h. Se tomaron entonces 30 mL del cultivo, se centrifugaron (5000 rpm,
durante 5 min) y se desechd el sobrenadante. La biomasa se resuspendié en 6 mL
de agua destilada estéril, quedando asi cinco veces mas concentrada que en el
cultivo de propagacion.

Fermentacion

Los ensayos de fermentacién se efectuaron en frascos cénicos de 100 mL
conteniendo 75 mL (cultivos estaticos) o 25 mL (cultivos agitados) del medio de
cultivo basal, a los cuales se anadid el sustrato correspondiente. Los frascos se
inocularon e incubaron por 24 h a 32 °C.

Procesamiento de los cultivos

Después de 24 h de fermentacion, los cultivos se homogenizaron, se tomaron 10
mL de la suspensidon y se centrifugaron a 3000 rpm por 30 min a 4°C. Se llevo el
sobrenadante a tubos termorresistentes provistos de tapa con cierre hermético y el
sedimento se lavo dos veces con 5 mL de agua destilada, se resuspendid y se
homogenizé en 5 mL de agua destilada. Se tomaron tres alicuotas de 1 mL de esta
suspension para la realizacion del conteo celular. Todos los cultivos se conservaron
en congelacién (-20 °C).

Determinacion de la concentracion de biomasa microbiana

La concentracion de biomasa se determiné mediante conteo directo al microscopio
optico (400X) utilizando una cdmara de conteo celular Flichs-Rosenthal (altura
capilar de 0.2 mm y 1/16 mm? de &rea del cuadrante). La concentracion celular (en
cél/mL) se convirti6 a concentracion masica multiplicando por el factor de
conversion 1,41x10-9 mg/cel, determinado experimentalmente en el laboratorio.

Calculo del rendimiento microbiano

Se calculd segun la siguiente expresion:

X X
s Si—Sf
donde

X: biomasa formada
Si: concentracion inicial de azucares reductores

Sf: concentracion final de azucares reductores

Métodos analiticos
Se utilizaron los siguientes métodos:

e Determinacion de azlcares reductores: Método de Somogyi-Nelson [6].
e Determinaciéon de acidos urdénicos: Ensayo del carbazol [7].
e Determinaciéon de azlcares neutros: Ensayo de la antrona [8].



Determinacion de la actividad enzimatica poligalacturonasa

Previo a la determinacion de la actividad enzimatica, el sobrenadante de los cultivos
conteniendo la enzima se clarific6 mediante precipitacion con etanol. Para ello se
utilizé 1 mL del sobrenadante del cultivo, se enfrid en bafo de hielo y se precipitd
con tres volumenes de etanol absoluto helado. Se homogenizé rapidamente por
inversion y se incubd en hielo nuevamente por espacio de 10 minutos. Se
centrifugd durante 10 minutos y se desechd el sobrenadante, el precipitado se lavo
dos veces con etanol absoluto helado y por ultimo se disolvio en 4 mL de buffer
acetato 50 mM (pH 5). Se conservo en congelacidén (aproximadamente -10 °C).

Como sustrato para el ensayo enzimatico se utilizd acido poligalacturénico (Sigma)
a 5 g-L?, en tampdn acetato de sodio 50 mM (pH 5). La mezcla de reaccién estuvo
conformada de 0,1 mL de la enzima y 0,4 mL de sustrato, para un volumen total de
0,5 mL. La reaccién se desarrollé por espacio de 10 min a 37 °C. La actividad
enzimatica se estimo de la pendiente de la recta de regresidon correspondiente a la
curva de avance de la reaccion enzimatica, dada como concentracién de extremos
reductores vs. Tiempo de reacciéon. Una unidad de actividad enzimatica se defini
como la cantidad de enzima que cataliza el incremento del poder reductor de la
mezcla de reacciéon en 1 pmol-min-1, expresado como acido galacturoénico, bajo las
condiciones de ensayo especificadas.

Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizd6 con ayuda del paquete estadistico Statgraphics
Centurion XV (Stat Point, Inc., USA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Comportamiento del crecimiento microbiano durante la fermentacion de la
pulpa de café y el mesocarpo de naranja

El crecimiento microbiano es un elemento fundamental a considerar en un proceso
fermentativo ya que, como consecuencia de él, tiene lugar las transformaciones
bioguimicas del sustrato debido a la actividad metabdlica de las células
microbianas. Este proceso puede ser caracterizado por dos pardmetros basicos: uno
relacionado con la velocidad a que tiene lugar, que es la velocidad especifica de
crecimiento (u) y otro relacionado con la estequiometria del proceso, o sea, con la
eficacia en que es aprovechado el contenido energético del sustrato, que es el
rendimiento de crecimiento o rendimiento biomasa/sustrato (Yx/s).

La concentracion celular y de biomasa a las 24 h de fermentaciéon fue menor en el
residual pulpa de café para los cultivos estaticos (andxicos), independientemente
de la concentraciéon de glucosa inicial en el medio de cultivo (20 6 100 g/L), no
siendo asi para el caso de los cultivos agitados, donde la concentracion de biomasa
fue significativamente superior en los medios con pulpa de café (tabla). Esto
sugiere una mayor velocidad de crecimiento de la levadura, en condiciones de
oxigenacién y en presencia de pulpa de café, lo cual se corresponde con el
metabolismo preferentemente respiratorio de la especie Kluyveromyces marxianus
[9] vy al origen de la cepa utilizada en este estudio, la cual fue aislada de residuales
del beneficio himedo del café, mediante enriquecimiento en presencia de un
extracto de pulpa de café [10].



Ver a continuacion la figura 1.
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Figura 1. Rendimiento de biomasa en cultivos agitados (A) y estaticos (E) con mesocarpo de

naranja (M) y pulpa de café (P) a concentraciones de glucosa (G) de 20 g/L y 100 g/L

Tabla

Concentracion celular y de biomasa en los diferentes
medios de fermentacion

Cultivos Conc. Celular | Conc. Biomasa
(cel/mL) (mg/ml)
PA-G20 2,62x10° 3.69
+
MA-G20 2,13x10° 3,00
PE-G20 2,11x108 0,30
ME-G20 3,80x108 054
PE-G100 3,58x108 051
ME-G100 5,70x108 0,80

Para los cultivos estaticos o anodxicos, se obtuvo un menor crecimiento en los
medios donde la concentracion de glucosa fue de 20 g/L, comparado a los de 100
g/L, en correspondencia con la mayor disponibilidad de la fuente de carbono y
energia el medio de cultivo. Este resultado indica que la levadura tolera bien
concentraciones de etanol del orden del 4 % (v/v) (considerando un 40 % de
rendimiento alcohdlico), sin inhibicién apreciable del crecimiento. Serrat y col. [11]
plantearon la posibilidad de producir concomitantemente alcohol enzima
poligalacturonasa con esta levadura, utilizando concentraciones de glucosa de 100

g/L.

Segun puede observarse en la figura 1, los cultivos agitados presentan un mayor
rendimiento de biomasa, alrededor de 10 veces mayor que el de los cultivos
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estaticos. Esto se corresponde con la mayor eficiencia energética de los procesos
respiratorios con respecto a los fermentativos. Sin embargo, resulta notable que
para el caso de los cultivos estaticos en presencia de pulpa de café como sustrato,
el rendimiento de biomasa aumenta casi cuatro veces cuando la concentracién de
glucosa inicial se incrementa de 20 a 100 g/L. Aunque en primera instancia resulta
dificil explicar este comportamiento, debido a los multiples factores que pueden
estar implicados, podria suponerse la acumulacién intracelular de compuestos
energéticos de almacenamiento (p.e, glicbgeno) ante el exceso de fuente de
carbono y la limitacidon de fuente de nitrégeno [12] o de sustancias intracelulares
con efecto protector, como la trehalosa, ante el incremento de la concentracion de
etanol en el medio [13].

Cambios en la composicion de azicares solubles en los medios de
fermentacién

La concentracion de azlUcares reductores inicial en los cultivos fue,
aproximadamente, un 50 % superior en los medios conteniendo mesocarpo de
naranja con respecto a los que contenian pulpa de café (ver figuras 2 y 3). Este
incremento es causado por la extraccion de azlcares solubles presentes en el
mesocarpo durante el proceso de esterilizacion, lo cual se corresponde con el
elevado contenido de azuUcares en este material [4].
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Figura 2. Concentracion de azlcares reductores y neutros en cultivos con pulpa de café (P)
y mesocarpo de naranja (M)
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Figura 3. Concentracion de azucares reductores y neutros en cultivos con pulpa de
café (P) y mesocarpo de naranja (M)

Entre estos azUcares que contribuyen al incremento del poder reductor se
encuentran la glucosa y la fructosa, presentes en cantidades importantes [4];
también las sustancias pécticas aportan al incremento del poder reductor, aunque
en menor grado debido a su elevado grado de polimerizacién. En todos los cultivos
donde la concentracion de glucosa fue de 20 g/L, independientemente del nivel de
oxigenaciéon, se produjo un consumo casi total de los azlcares reductores
inicialmente presentes (figuras 2 y 3). Estos azUcares, constituidos por la glucosa
presente en el medio basal y los azlcares incorporados al medio por los sustratos,
son utilizados por el microorganismo como fuente de carbono y energia para su
crecimiento. Este resultado es importante, desde el punto de vista practico, pues
nos indica la eficacia de proceso fermentativo conducido por K. marxianus CCEBI
2011, que en apenas 24 h agoto la fuente de carbono presente en el medio del
cultivo. Esto también se traduce en un impacto ambiental mucho menor de los
sustratos fermentados, debido a su bajo contenido de azlcares potencialmente
fermentables.

En la figura 2 se presenta la concentracion de azlcares reductores y neutros en
cultivos con pulpa de café (P) y mesocarpo de naranja (M) a concentraciones de
glucosa (G) de 20g/L en cultivos agitados (A) y estaticos (E).

En la figura 3 se presenta la concentracién de azlcares reductores y neutros en
cultivos con pulpa de café (P) y mesocarpo de naranja (M) a concentraciones de
glucosa (G) de 100g/L en cultivos agitados (A) y estaticos (E).

En los cultivos donde estd presente el residual de naranja y la concentracion de
glucosa inicial fue de 20 g/L, se aprecié un menor consumo de azlcares y, por
ende, la existencia de una mayor cantidad de azlcares neutros residuales con
respecto a los medios conteniendo pulpa de café (ver figura 2). Este hecho sugiere
la existencia, en el mesocarpo de naranja, de azlcares neutros no asimilables por
esta cepa de levadura. El contenido de azlUcares neutros residuales fue siempre
mayor en los cultivos agitados que en los estaticos, lo que pudiera estar asociado a
la sintesis de alguna enzima glucohidrolasa (por ej, endoglucanasas) por la
levadura, capaza de hidrolizar los polisacaridos estructurales de los sustratos. En
levaduras del género Kluyveromyces ha sido descrita la sintesis de B-(1,3)-
glucanasas [14] e inulinasas [15], entre otras.



En el caso de los cultivos estaticos, donde la concentracion de glucosa inicial fue de
100 g/L, se aprecié un mayor consumo aparente de azlcares reductores y neutros
en los medios con mesocarpo de naranja con respecto a los que contenian pulpa de
café (figura 3). Este resultado, aparentemente contradictorio con lo observado en
los cultivos agitados y en los cultivos estaticos, cuando la concentracién de glucosa
fue de 20 g/L, podrian ser el resultado de la accidon hidrolitica de |la
poligalacturonasa de la levadura, la cual solo se produce en condiciones de anoxia y
en proporcién directa con las concentraciones de glucosa en el medio [10]. Se
conoce también que esta enzima actla preferentemente sobre pectinas de bajo
grado de esterificacion [10], como es el caso de la pectina de café [16]; de modo,
gue el elevado contenido de azucares reductores al final de la fermentacion pudiera
atribuirse, fundamentalmente, a la existencia de oligdmeros pécticos
(oligogalacturénidos) en el medio, extraidos de la matriz del sustrato. En tanto, el
mayor contenido de azlcares neutros residuales observado en los medios con pulpa
de café, se corresponde muy bien con el menor crecimiento de la levadura en este
medio (tabla). El sustrato pulpa de café se caracteriza por presentar determinados
factores de inhibicién del crecimiento microbiano, como la cafeina y el acido cafeico
[17].

Influencia de los sustratos pulpa de café y mesocarpo de naranja en la
produccion de endopoligalacturonasa y en la extraccién de sustancias
pécticas

Uno de los productos biotecnoldgicos de mayor significacion que puede obtenerse
con la levaduras K. marxianus CCEBI 2011 es la enzima endo-poligalacturonasa
[18]. En este estudio se evalluan las potencialidades de los residuales pulpa de café
y mesocarpo de naranja como sustratos para la produccion de esta enzima, lo cual
resulta de gran interés practico, por constituir una via para la valorizacion de estos
residuos. En este estudio se considerd solamente a los cultivos estaticos (andxicos),
pues la levadura K. marxianus CCEBI 2011 solo produce la enzima
endopoligacturonasa en ausencia de oxigeno [10].

A continuacién la figura 4.
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Figura 4. Concenfracion de sustancias pécticas (como acidos urénicos totales)
y actividad enzimatica poligalacturonasa en la fraccion liquida de los

cultivos sobre mesocarpo de naranja (A) y pulpa de café (B) a diferentes
concentraciones de glucosa

Como puede observarse en la figura 4 (A y B), la produccion de la enzima por la
levadura, para ambos sustratos, fue mayor cuando la concentracion inicial de
glucosa fue de 20 g/L, no existiendo diferencia significativas (p<0,05) entre los
sustratos. Estos resultados no estdn en concordancia con el caracter
pseudoconstitutivo de la sintesis de esta enzima por esta cepa de levadura [10]. Si
se tiene en cuenta la complejidad que le confiere al sistema la introduccién de
sustratos de naturaleza quimica compleja, como son la pulpa de café y el
mesocarpo de naranja, podria suponerse la existencia de factores inhibitorios o
inactivantes sobre la enzima producida.

La concentracién de sustancias pécticas, expresada como acidos urdnicos totales,
fue significativamente mayor en los medios que contienen el residual de naranja
con respecto a los que se formularon con la pulpa de café (figura 4, A y B). Esto
guarda una estrecha relacién con la composiciéon informada para estos sustratos
[16, 19], donde al mesocarpo de naranja corresponde una mayor concentracion de
pectina, lo cual es la base de su empleo como una de las materias primas
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principales en la obtencion de este polisacarido a escala comercial. El
microorganismo utilizado en este estudio no consume pectinas ni su mondémero, el
acido galacturdnico [10], por lo que los valores observados son el resultado del
aporte de cada uno de los sustratos al medio.

En los cultivos estaticos se observo un mayor acumulado de sustancias pécticas que
en los cultivos agitados, siendo superior cuando la concentracién de glucosa fue de
100 g/L. Esto se relaciona con el hecho de que en los cultivos limitados de oxigeno,
la levadura excreta la enzima endopoligalacturonasa, siendo mayores los
acumulados de enzima a medida que se incrementa la concentracién de glucosa en
el medio. Es decir, el incremento observado en el contenido de sustancias pécticas
en los cultivos estaticos puede atribuirse al rol desempefiado por las enzimas
pécticas en la extraccion de las pectinas presentes en los sustratos. Debe
destacarse que se logran incrementos en el contenido de sustancias pécticas del 33
% (mesocarpo de naranja) y 225 % (pulpa de café) en los cultivos estaticos con
respecto a los agitados, como consecuencia de la accion de enzima
endopoligalacturonasa. La menor extraccién de pectinas en el residual de naranja
se corresponde con la naturaleza altamente esterificada de estas pectinas [10].

CONCLUSIONES

1. Se demuestra la factibilidad del empleo de las fermentaciones aerobia o andxica,
con la levadura pectinolitica K. marxianus CCEBI 2011, como alternativa para la
valorizacion de dos residuos agroindustriales ricos en pectina y de gran impacto
ambiental: la pulpa de café y el mesocarpo de naranja.

2. La pulpa de café aporta condiciones mas favorables para el crecimiento de la
levadura, lo cual se refleja en una mejor conversion de la fuente de carbono y
energia en biomasa.

3. En ambos sustratos se logra un consumo eficaz de los azlcares reductores y
neutros del medio de cultivo en 24 h, tanto en cultivos aerobios como limitados de
oxigeno. Bajo condiciones anodxicas se logra producir la enzima
endopoligalacturonasa, incrementandose la extraccion de sustancias pécticas de los
residuos solidos en un 225 y 33 %, para la pulpa de café y el residual de naranja,
respectivamente.

4. Los caldos fermentados, ricos en levadura, enzima poligalacturonasa vy
sustancias pécticas, en forma de oligdmeros pécticos, poseen un gran atractivo
desde el punto de vista de sus potenciales aplicaciones en el sector agropecuario,
como estimuladores del crecimiento vegetal y en la formulacion de prebidticos para
la alimentacion animal.
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