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RESUMEN

Los procesos microbioldgicos en la industria quimica han adquirido mucha
importancia debido al aumento de rendimientos y la considerable reduccion del
impacto ambiental que conlleva su uso. Es asi que el objetivo principal de la presente
investigacion fue evaluar la influencia de la adicion del microorganismo Aspergillus
niger y el tiempo de extraccion en el rendimiento del proceso de extraccion de aceite
de salvado de arroz mediante el método soxhlet. En primer lugar, se tuvo que hacer
una caracterizacion del Aspergillus niger para seleccionar al microorganismo con las
mejores propiedades lignoceluloliticas. Luego se hizo un pretratamiento al salvado
de arroz, donde se incorporaron en cada tratamiento diferentes porcentajes (0%, 1%,
2%, 3%) de un indculo que se prepard con 2 millones de esporas por mililitro, lo que
hara que el aceite contenido dentro de las paredes celulares del salvado quede mas
expuesto. Finalmente se us6 el método soxhlet con distintas horas de extraccion (4,
6, 8) para cada tratamiento teniendo en cuenta un volumen de solvente constante
(188 ml). Se concluyé que la incorporacion de Aspergillus niger y el tiempo de
extraccion si afectan en el rendimiento del proceso de extraccion de aceite,
incrementandolo notoriamente, llegdndose a obtener un rendimiento medio de
extraccion de aceite crudo de 24,7% b.s. Siendo 3% (v/v) de in6culo y 8 horas de

extraccion continua los mejores parametros de trabajo.



ABSTRACT

The microbiological processes are very important in the chemical industry due
to the increase of yield and the considerable reduction of the environmental impact
that their use implies. Thus, the main objective of the present investigation was to
evaluate the influence of the addition of Aspergillus niger and the extraction time on
the yield of the rice bran oil extraction process by soxhlet method. First, it is
necessary to have a characterization of Aspergillus niger to select the microorganism
with the best lignocellulolytic properties. Then a pre-treatment was made to the rice
bran, where different percentages (0%, 1%, 2%, 3%) of an inoculum prepared with 2
million spores per milliliter were incorporated in each trial, which makes the oil
content inside the cells of bran more exposed. Finally, the soxhlet method was used
with different extraction times (4, 6, 8) for each assay taking into account a constant
solvent volume (188 ml). It was concluded that the incorporation of Aspergillus niger
does affect the efficiency of oil extraction process, increasing it markedly, reaching a
crude oil extraction yield of 24,7% b.s. Being 3% (v/v) and 8 hours of continuous
extraction the best parameters.



INTRODUCCION

En la actualidad, a nivel mundial, la demanda de aceites es muy elevada y
variada, segin la materia prima a utilizar; ya sea en la cocina diaria, para un uso

cosmeético o en la obtencion de biodiesel.

A nivel nacional, se encontr6 que para el afio 2014, la produccion de aceites
vegetales comestibles fue de 270,300 TM (Diario GESTION, 2014), dejando un
mercado ampliamente abierto a los futuros productores e inversionistas; todo esto sin

contar la produccién de aceites vegetales dedicado al rubro cosmético.

En el norte peruano, haciendo un andlisis de lo planteado previamente, se puede
ingresar exitosamente al rubro aceitero, mediante el uso del subproducto (Salvado de
arroz) de la Oryza sativa, lo que comiUnmente se conoce como arroz; todo esto
gracias a la vastedad de su cultivo. Segun el MINISTERIO DE AGRICULTURA Y
RIEGO, su cultivo a nivel norte abarca los 272,6 miles de hectareas, representando el
82,13 % de siembra a nivel nacional, todo esto de Agosto 2014 — Marzo 2015.

La industria Molinera, brinda datos bastante prometedores, teniendo asi que el
porcentaje de salvado de arroz obtenido del arroz céscara, representa un 10%; del
cual el 22% representa la cantidad de aceite del mismo.

Actualmente existen diversos métodos de extraccion de aceite vegetal, entre los
cuales se destaca el método por prensado y el método por solventes; e incluso una
combinacién de los mismos, con el fin de lograr un mayor rendimiento de extraccion.
La problemaética radica siempre en la busqueda de mejores resultados; ante todo esto
existe una novedosa estrategia para la extraccion de aceite, adicionando un

pretratamiento con el uso de enzimas lignoceluloliticas.



En el Perd, Infantes (2014), en su trabajo “Evaluacion del tratamiento enzimatico
para la extraccion mecanica del aceite vegetal de las semillas de maracuya
(Passiflora edulis var. Flavicarpa Degener)”, hace uso de este método para
maximizar el rendimiento previo a la extraccion con prensa hidréulica para obtener
aceite de las semillas de maracuyd; logrando alcanzar un rendimiento experimental
de 20,19 % (b.s.) a comparacion del rendimiento obtenido con una extraccion

convencional (sin aplicacion de enzimas) fue de 11,87 % (b.s.).

El método enzimatico brindard un mejor rendimiento de extraccién; ademas de no
contaminar el medio ambiente ya que no produce componentes volatiles, el aceite
obtenido conserva su composicion y mantiene sus propiedades, sin embargo, existen
las desventajas de que son costosas y no siempre son comercialmente disponibles,
justificando asi el estudio de un nuevo método de extraccion mediante la

incorporacion de un microorganismo productor de estas enzimas (Aspergillus niger).

El objetivo general del presente trabajo es evaluar la influencia de la adicion de
“Aspergillus niger” y el tiempo en el rendimiento del proceso de extraccion continua
de aceite de salvado de arroz. Como objetivos especificos se busca obtener y
caracterizar el microorganismo utilizado para el tratamiento enzimatico; establecer
una nueva metodologia para la extraccion de aceite con la incorporaciéon de un

microorganismo y determinar las mejores condiciones del proceso.



l. FUNDAMENTO TEORICO

1.1. ANTECEDENTES DE ESTUDIO

No se han encontrado investigaciones sobre la adicion de Aspergillus niger,
como un tratamiento previo a la extraccion de aceite; por esta razén se tom6 como
base de estudios, a los trabajos que usaron enzimas comerciales, dado que nuestro

microorganismo sera productora de estas mismas.

- Cordova, G, & Nufez A. (2015) en su trabajo Determinacién del perfil de
acidos grasos de un aceite extraido de la semilla de Vitis vinifera (uva negra criolla)
realizaron el método de extraccion de aceites por prensado en frio, haciendo un
previo tratamiento enzimatico, en el cual aplicaron la enzima celulasa, obteniendo
rendimientos del 60% para un tiempo de estudio de 24 horas; ademas concluyendo
que la especie Vitis vinifera (uva negra criolla) contiene 12,32 y 18,12% de lipidos,
presentando un alto porcentaje de acidos poliinsaturados; siendo los mas abundantes
el &cido oleico y &cido linoleico; con porcentajes obtenidos de 17.36% y 68.75%

respectivamente.

- Infantes, M. R. (2014) en su Evaluacion del tratamiento enzimatico para la
extraccion mecanica del aceite vegetal de las semillas de maracuya (Passiflora
edulis var, Flavicarpa Degener) aplicé la Metodologia de Superficie de Respuesta
(MSR) para maximizar el rendimiento, empleando un tratamiento enzimatico, previo
a la extraccion con prensa hidraulica, para obtener aceite de las semillas de maracuya

(Passiflora edulis).

Concluyé que los niveles 6ptimos fueron: concentracion de enzima=1,95%, Relacién
MP: agua = 5,68:1 y Tiempo de hidrdlisis = 22,8 horas; con los que lograron
alcanzar un rendimiento experimental de 20,19 + 0,40 % (b.s.) en comparacion del
rendimiento obtenido con una extraccion convencional (sin aplicacion de enzimas)
de 11,87 % (p/p) (b.s.).



- Ciau-Solis, Gabriel Rosado-Rubio, Luis Chel Guerrero, David Betancur-
Ancona (2016) en su investigacion de la Aplicacion de métodos enzimaticos para la
extraccion de aceite de chia (Salvia hispanica L) realizaron una extraccion
enzimética, tratando harina integral y harina desgomada de chia a diferentes
condiciones de concentracion de enzima, pH y temperatura. Las enzimas comerciales
que emplearon fueron Viscozyme LMR (endo-1,3(4) betaglucanasa) derivada de
Aspergillus aculeatus, con 100 FBG/g (Unidad Beta Glucanasa Fungal) y Neutrase
0.8LMR, proteasa neutra con actividad declarada de 0.8 UA-NH/g, derivada de
Bacillus amyloliquefaciens; concluyendo que la extraccion de aceite utilizando

métodos enzimaticos no es un método viable ni aplicable para la semilla de chia.



1.2. BASE TEORICA
1.2.1.ACEITE VEGETAL

El aceite vegetal es un compuesto organico obtenido a partir de semillas u otras
partes de las plantas en cuyos tejidos se acumula como fuente de energia. Como

todas las grasas esta constituido por glicerina y tres acidos grasos.

Cuadro 1

Peru - Produccion Nacional de Aceites y Grasas Alimenticias (TM)

ACEITES Y GRASAS
1996 233,816 152,977 61,381 91,596 80,839 62,661 18,178
1997 235,238 157,142 66,422 90,720 78,096 60,212 17,884
1998 228,646 152,511 75,236 77,275 76,135 59,454 16,681
1999 239,334 168,300 77,569 90,731 71,034 53,786 17,248
2000 234,157 164,880 76,719 88,161 69,277 53,828 15,449
2001 233,889 163,385 80,765 82,620 70,504 56,207 14,297
2002 237,934 173,867 139,216 34,651 64,066 50,904 13,162
2003 245,659 188,016 146,321 41,695 57,644 47,320 10,324
2004 246,810 184,766 143,339 41,427 62,044 50,613 11,432
2005 253,639 186,694 171,069 15,625 66,945 50,751 16,194
2006 270,401 202,004 202,004 68,397 51,948 16,449
2007 282,709 204,227 204,227 78,482 62,054 16,428
2008 265,908 188,145 188,145 77,763 61,027 16,736
2009 285,319 204,996 204,996 80,322 62,206 18,116
2010 337,258 240,562 240,562 96,697 74,777 21,919
2011 268,855 186,706 186,706 82,148 63,840 18,309
2012 344,162 248,373 248,373 95,789 76,176 19,613
2013 352,985 256,910 256,910 96,075 76,786 19,289
2014p 361,953 262,808 262,808 99,145 80,972 18,172
2015* 250,748 182,761 182,761 67,988 53,879 14,109

Nota. Tomado del Ministerio de Agricultura y Riego - DGSEP -DE - Boletin Estadistico
Agroindustrial: 1996 - 2015*. MINAGRI - DGPA — DEEIA



a) USOS DE LOS ACEITES

1. Industriales

Estos aceites por su poder secante poseen valor industrial por ser aptos para
producir capas protectoras, debido a la posibilidad de secarse después de su
aplicacion como peliculas bien adheridas y resistentes. Tales son el caso del aceite de

lino, ricino y tung.

2. Comestibles

Los aceites vegetales comestibles, son los que son aptos para su uso
alimenticio; jugando un papel importante en la fijacion del calcio, caroteno, tiamina,
lactosa y con sus vitaminas A, D, y K, contribuyendo a proveer parcialmente a las

necesidades de la alimentacion humana.

Cuadro 2
Tabla de Contenido Nutricional de Aceites y Alimentos Ricos en grasas por 100 gr.
Grasas insaturadas
Aceite vegetal/ | Calorias Grasas Grasas saturadas F Fohturatas (o)
Alimento (Kcal) |totales (g.) (g.) Monoinsaturadas g.
(g.) Totales |Omega 6| Omega :
noledodqiatl | gog 100 9,7 83,5 4 36 0,4
alto cleico
Aceite de oliva a00 100 13,5 73 84 7.9 0,6
U e 900 100 17 46 32 32 0
cacahuete
Aceite de sésamo 900 100 14,2 40 41,6 41,3 0,3
Aceite de maiz 00 100 14 30 51,3 50,3 1
Aceite de soya 900 100 144 23 58 51 6,8
Aceite de girasol 900 100 12 20 63,3 63,2 0,1
4 (7% respecto total 8.5
Avellanas, fruto 661 61,6 de grasas del 46 (74%) ’ 8,5 0,11
(14%)
alimento)
1.9
Q, T
Aguacate, fruto 161 16 2,4 (15%) 9,6 (60%) (11%) 1,8 0,i1
Almendras, fruto| 610 54 4 (8%) 33 (60%) 13 (24%)| 12,6 0,4
; 41,7
i ;
Nuez, fruto 649 62,5 6,8 (10%) 10,9 (18%) (66%) 10,8 34,2

Nota. Recuperado de Botanical — Online.



Se desea que el aceite sea rico en grasas monoinsaturadas porque son mas estables y

no generan tantos radicales libres como las grasas poliinsaturadas.

3. Fines diversos

Se los utiliza en preparacion de cosméticos, jabones, detergentes, etc., tales

como por ejemplo los aceites de coco, jojoba, palma, entre otros.

El aceite vegetal también se puede utilizar como combustible(biodiésel) en vehiculos
hibridos o adaptados.

b) OBTENCION

Mecénicos: trituracion y prensado (en frio o en caliente) con el fin de romper las
células vegetales, extraer el aceite y luego aislarlo de los otros componentes de las

semillas o los frutos.

Quimicos: extraccion del aceite mediante solventes. Los solventes se eliminan del
producto final por evaporacién. Mediante el refinado se eliminan las impurezas que
se forman durante la extraccion y asi se suaviza el sabor del aceite. Durante la
refinacion se pierden sustancias que protegen al aceite de la oxidacion. Por eso, para

la conservacion del aceite se agregan sustancias antioxidantes permitidas.
1.2.2. ARROZ
El arroz se define como una graminea anual de tallos redondos y huecos

compuestos de nudos y entrenudos, hojas de lamina plana unidas a los tallos por la

vaina y su inflorescencia es una panicula (Tinoco y Acufia, 2009, p. 10)



Cuadro 3
Taxonomia del arroz.
Clase Monocotiledonea
Orden Glumifora
Familia Poaceae
Subfamilia Panicoideas
Tribu Oryzae
Subtribu Oryzineas
Género Oryza
Especie Sativa

Nota. Tomado del Manual de Recomendaciones Técnicas- CULTIVO DE ARROZ (Oryza sativa):
20009.

a) ENELPERU

En el Peru el arroz es el cultivo con mayor area instalada, actualmente
ocupando importantes extensiones de los valles del norte y de la ceja de selva
(Vasquez, 2015).

Socialmente ocupa 28 millones de jornales desde la siembra hasta la cosecha y
constituye el 10% del valor bruto de la produccion agropecuaria. Es un cereal de gran
importancia en la alimentacion diaria del poblador peruano (el consumo anual de este

grano es de aproximadamente 60 Kg por persona) (Vasquez, 2015).



3166

2028

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 201 2012 2013 2014 2015 2016
Fuente: MINAGRI- DGESEP Elaboracién:MINAGRI - DGPA

Figural: Produccion Nacional de arroz en cascara (2001-2016) (TM). Tomado del Ministerio de
Agricultura y Riego - DGSEP -DE - Boletin INFORME DEL ARROZ: Mayo 2017. MINAGRI -
DGPA - DEEIA

Cuadro 4
Siembra de arroz cascara (AGO — MAR 2014 — 2015) (Miles de
hectareas)
REGION TOTAL
Amazonas 34,8
La Libertad 32,6
Lambayeque 50,7
Piura 59,0
San Martin 60,1

Nota. Tomado del MINISTERIO DE AGRICULTURA Y RIEGO

b) EN LA REGION LAMBAYEQUE

El volumen producido de arroz en la region de Lambayeque ha venido
incrementandose ligeramente en el periodo del 2000 al 2015, de 429.6 a 441.4
toneladas, con una tasa de crecimiento promedio anual de 0.18%. En el afio 2000, la
produccidn de la region represent6 al nacional en 22.28% y 14.13% para el afio 2015
(Altamirano, 2017, p. 38).



Produccion de arroz - Lambayeque

2000|2001|2002|2003 2004|2005 |2006| 2007|2008 |2009|2010(2011| 2012|2013 | 2014|2015
BLzmbayeque |429.6/473.5 447 466.2) B4.3 [333.8303.5376.7[397 5}470.3407.7)262.2) 421 |428.4328.814414
B Nacional 1528|2029|2111|2128|1791| 2334 | 2340| 2481(2734| 2950|2831 | 2621| 3043|3047 | 2875|3124

Figura 2: Lambayeque - Produccion de arroz en cascara (2000-2015) (TM). Tomado del Ministerio
de Agricultura y Riego - DGSEP -DE - Boletin INFORME DEL ARROZ: Mayo 2017. MINAGRI -
DGPA - DEEIA

1.2.3.SALVADO DE ARROZ

El término “salvado de arroz”, se refiere a la cuticula que se encuentra entre el
arroz blanco y la céscara. Se obtiene de raspar el grano en el proceso de blanqueo,
quedando harina revuelto con trozos de arroz partido, germen y pedazos de

cascarilla. Es aproximadamente el 10% del grano. (Romero y Del Carre Diaz, 2014).

a) OBTENCION

El arroz con céscara sin limpiar es recibido en una tolva alimentadora para ser
pesado en una bascula para luego pasar a un pre limpiado con el fin de retirar sélidos
de gran tamafio como piedras, palos, animales y elementos metélicos de gran tamafio
que pueden dafar los equipos que siguen el proceso. Después de la limpieza, el arroz
es transportado hacia la tolva del descascarillador en donde es dosificada hacia los
cilindros en movimiento y donde por un proceso de abrasion entre la cascarilla del
paddy y la superficie de caucho de los rodillos, es liberada la capa mas externa del
arroz (cascarilla), y por el desprendimiento de la misma otros productos como las

puntas del grano (picas), y algunos fragmentos de aleurona o salvado.



Efectuando una operacién de tamizado se separa las particulas mas pequefias (picas y
salvado), y después por aspiracion la cascarilla retirada gracias a su mayor area de

exposicion al esfuerzo.

Como producto del descascarado se obtiene tanto arroz paddy como arroz integral
siendo separados mediante una mesa densimétrica de la cual se envia el arroz integral
hacia los conos de blanqueo que son aparatos que trabajan por fuerza centrifuga,
donde, por un lado, es aspirado el salvado y por la parte inferior es evacuado el grano
blanco. EI numero de blanqueadoras dependera del grado de blancura que se desee

en el grano y por ende la cantidad de salvado aumentara.
Pasando este arroz blanqueado al pulidor que funciona bajo el mismo principio del
blanqueador, pero cambiando la superficie de contacto rdstica por una mas suave se

da brillo y separa los polvos de salvado.

Luego de todo este proceso se obtienen dos productos principales: arroz blanco listo

para la comercializacion y las harinas de salvado de arroz.

DIAGRAMA DE FLUJO EN LA INDUSTRIA MOLINERA

Nota. Elaborado por los autores
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b) CARACTERIZACION QUIMICO-FISICA

El Salvado de arroz contiene de 17 a 22% de aceite que puede ser extraido
(Franco, 2013), 9,6 a 14,7% de humedad (Hwang et al, 2005), 12 a 16% de
proteinas, de 23 a 28% de fibra dietética y de 7 a 10% de cenizas; ademas presenta
un alto contenido de vitaminas del complejo B y E como el alfa-tocoferol,
tocotrienoles y gamma-orizanol (Kennedy & Burlingame, 2003; Nicolosi et al.,
1993).

¢) EXTRACCION DE ACEITE DE SALVADO DE ARROZ

El método racional de extraccion es el que hace uso de los solventes, de entre
los cuales el hexano es el que se emplea industrialmente. La extraccion de aceite de
los salvados y harinas bajas puede ser continua o discontinua. Tanto en uno como en
otro caso se basa en el mismo principio y la pérdida de materia grasa no excede del 1
al 1.5%.

i)  Extraccion discontinua

Las harinas que se hacen ascender hasta lo alto de la instalacion caen por
gravedad en un recipiente rectangular en el que se las impregna con hexano durante 3
0 4 horas, utilizando 2 Kg. de solvente por kg de harina. Pasado el tiempo que se
indica, la mezcla hexano aceite se somete a dos separaciones sucesivas: la primera a
presion atmosférica y temperatura de 105°C; la segunda a presion reducida (menor a
la presién atmosférica) y a 150° C. Esta separacién dura de tres cuartos de hora a una
hora; luego el aceite es enfriado a 20°C vy filtrado. En cuanto a salvado, desprovisto
ya de aceite, se hace secar por métodos industriales. La pérdida de hexano es

aproximadamente de 45 | por tonelada de salvado.
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i) Extraccion continua

El salvado que llega conducido directamente desde el molino arrocero por un
tornillo de Arquimedes, se le hace ascender a la parte superior de una columna en
cuyo interior penetra y cae, mientras que el hexano precalentado se introduce por la
parte inferior y se eleva en sentido inverso al del salvado. Esta mezcla de hexano y
aceite pasa y es extraida de la cima de la columna a una serie de secadores; el hexano
sobrante que se extrae es vaporizado en unos secadores y después de condensado se
hace decantar; de esta forma se separa el agua del hexano que se vuelve a utilizar.

La mezcla de solvente y aceite se hace pasar a una cubeta en la que se le bombea
para dirigirlo a un filtro prensa que permite eliminar las mindsculas particulas de
salvado. La mezcla filtrada pasa a otra cuba y de esta a un largo tubo de vaporizacion
calentado al vapor a 110° C; el 95% del solvente vaporizado se separa de la mezcla
en un dispositivo especial y después de condensado es introducido nuevamente en el

circuito general de aportacion del solvente.

El aceite y el solvente que quedan son separados al vacio; el solvente después de
recuperado entra de nuevo en el circuito general. El aceite bruto es trasladado del

separador a los depositos de almacenamiento.

El aceite bruto obtenido por uno de estos dos sistemas pasa por un proceso de
refinacion efectuado en el mismo lugar de su obtencién o en alguna instalacion
especializada. La refinacion se efectla utilizando sosa caustica y por doble
centrifugacion se puede eliminar por una parte las ceras y las gomas y por la otra los

acidos grasos libres.
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1.2.4.METODO DE EXTRACCION SOXHLET

El método soxhlet es el mas utilizado en la extraccion sélido-liquido, como
ejemplo se pueden citar todas las obtenciones de principios activos de los tejidos

vegetales.

Lo que hace el extractor Soxhlet es realizar un sinfin de extracciones de manera
automatica, con el mismo solvente que se evapora y condensa llegando siempre de

manera pura al material.

La extraccion Soxhlet se fundamenta en las siguientes etapas (Nufez, 2008, p. 2):

1) Colocacion del solvente en un balén.

2) Ebullicion del solvente que se evapora hasta un condensador a reflujo.

3) El condensado cae sobre un recipiente que contiene un cartucho poroso con la
muestra en su interior.

4) Ascenso del nivel del solvente cubriendo el cartucho hasta un punto en que se
produce el reflujo que vuelve el solvente con el material extraido al bal6n.

5) Se vuelve a producir este proceso la cantidad de veces necesaria para que la

muestra quede agotada. Lo extraido se va concentrando en el baldn del solvente.

1.2.5.DISOLVENTE ORGANICO

Son compuestos organicos volatiles que se utilizan solos o en combinacion con
otros agentes, sin sufrir ningn cambio quimico, para disolver materias primas,
productos o materiales residuales, o se utilice como agente de limpieza para disolver
la suciedad, o como disolvente, 0 como medio de dispersion, o como modificador de
la viscosidad, o como agente tenso-activo. El uso de estos disolventes libera a la
atmosfera compuestos organicos volatiles (COV), que tienen algunos problemas
importantes para el entorno. Algunos COV causan la degradacion de la capa de
ozono como es el caso del 1, 1,1-tricloroetano, tetracloruro de carbono, CFC, HCFC.
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Entre los solventes organicos mas destacados se encuentran el metanol, etanol,

acetona, cloroformo, tolueno o el xileno, entre otros.

El cardcter volatil de los disolventes orgéanicos hace que éstos se evaporen
répidamente en el aire, alcanzando concentraciones importantes en espacios
confinados. Los riesgos mayores para el ser humano se producen por la absorcion de
éstos a través de la piel y por inhalacion. El contacto directo con la piel permite que

el disolvente pase a la sangre, causando efectos inmediatos y a mas largo plazo.
1.2.6. Aspergillus niger

Aspergillus niger es un hongo que produce un moho negro en vegetales muy
comun en la lechuga, el tomate o la acelga y limon. Es una de las especies mas

corrientes del género Aspergillus.

a) APLICACIONES INDUSTRIALES

Produce diversos compuestos de gran interés para las industrias farmacéutica y
de alimentos (enzimas, acidos organicos), y es el principal productor de &cido citrico

a nivel industrial por cultivo liquido.

Se usa en la produccion de &acido gluconico, en la fermentacion del té (té chino

Ilamado Pu-erh) y en los conservadores de comida.
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Il. MATERIALES Y METODOS

1. MATERIAL DE ORIGEN BIOLOGICO

Hongo Aspergillus niger, éste es uno de los microorganismos con mayor
actividad lignocelulolitica ademas de ser de facil obtencion. Se encontro en el mismo
ambiente de la ciudad de Lambayeque. Su aislamiento y caracterizacion se realizé en
el laboratorio de Investigacion de Biotecnologia Microbiana de la Facultad de

Ciencias Biologicas de la “Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo™.

2. MATERIAL DE LABORATORIO

- Crisol

- Cuchara metélica
- Mortero

- Papel filtro

- Probeta

- Soporte universal
- Tela tocuyo

- Vaso de precipitacion

3. EQUIPOS

- Balanza electrénica
- Equipo Soxhlet
- Estufa

- Desecador

4.  REACTIVOS

- Agua destilada
- Etanol (96%)
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5.  ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Las variables utilizadas (concentracion de inoculo y tiempo de extraccion) y
los resultados obtenidos en cada tratamiento se analizaron haciendo uso del programa
Microsoft Excel mediante tablas y gréficos estadisticos, facilitando asi su

interpretacion.

Ademas, el andlisis se realiz6 tomando en cuenta los niveles de medicion de las
variables, haciendo uso de estadistica descriptiva como son las medidas de tendencia
central y medidas de variabilidad, posteriormente se efectu6 el ANOVA, cémo
analisis fundamental de los resultados, mediante el programa estadistico
STATGRAPHICS CENTURION XVI.11, evaludndose asi las siguientes premisas:

H,,; = El factor concentracién de indculo afiadido, no influye sobre el rendimiento de
extraccion de aceite.
H,, = El factor concentracion de indculo afiadido, si influye sobre el rendimiento de

extraccion de aceite.

H,, = El factor tiempo de extraccion, no influye sobre el rendimiento de extraccién
de aceite.
H,, = El factor tiempo de extraccién, si influye sobre el rendimiento de extraccion de

aceite.

H,; = No hay interaccion entre el factor concentracion de in6culo afiadido y el factor
tiempo de extraccion.
H,3 = Si hay interaccion entre el factor concentracion de indculo afadido y el factor

tiempo de extraccion.
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6. METODOS

ETAPA1

Obtencion de la materia prima

La muestra de estudio fue 1 Kg de salvado de arroz obtenido de la Empresa
MOLINOR S.A.C. (Lambayeque). La materia prima se almacend en una bolsa de
plastico cerrada herméticamente y se mantuvo en refrigeracion con el fin de evitar su

deterioro.

Pretratamiento de la materia prima

Existen algunas enzimas nativas (lipasas) que pueden generar reacciones de
hidrolisis lipidica deteriorando asi el aceite contenido en el salvado. Debido a esto se
realiz6 un tratamiento hidrotérmico para inactivar las lipasas, llevando el salvado de

arroz en envases de vidrio a la autoclave.

ETAPA 2

Seleccion y caracterizacion del microorganismo

Esta etapa consiste en la seleccion de la especie de microorganismo con las
mejores caracteristicas, en este caso lo que se busca es que el microorganismo
degrade las paredes celulares del salvado de arroz para que asi el aceite quede mas
libre, por lo tanto, las caracteristicas deseadas fueron: ser lignolitico y celulolitico.
Con la asesoria brindada se determind que el microorganismo idoneo para este
proyecto es el Aspergillus niger, el cual retine todas las caracteristicas mencionadas,
ademas de ser de facil obtencion. Se tomaron varias muestras de este hongo y se
procedio a realizar la seleccion y caracterizacion para encontrar el mejor hongo
dentro de ese grupo de muestras. El estudio realizado por un bidlogo de la UNPRG

se detalla en el Anexo A.
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ETAPA 3
Incubacién con Aspergillus niger
Es un proceso aerdbico en medio acuoso. El medio se prepar6 en base al Agar

Czapek Dox (pH =7.0 £ 0.2), con la diferencia de la fuente de carbono, que fue

reemplazada por el salvado de arroz. EI medio se detalla a continuacion:

Cuadro 5
Medio acuoso para incubacion de Aspergillus niger
Componente Cantidad

Salvado de arroz 30.0 gr.
Nitrato de Sodio 2.0 gr.
Fosfato Dipotasico 1.0gr.
Sulfato de Magnesio 0.54¢r.
Cloruro de potasio 0.54¢r.
Sulfato Ferroso 0.01gr.
Agar 15.0 gr.
Agua c.s.p. 1L

Nota. Elaborado por los autores

Una vez preparado el medio, se agregaron 1000 ml en cada una de las 4
muestras y se procedid a adicionar a cada muestra un indculo preparado con 2
millones de esporas por mililitro, del cual se agregaron a cada muestra los siguientes
porcentajes en base al volumen de medio: 0%, 1%, 2%, 3%. El conteo de esporas fue

realizado por un biélogo de la UNPRG con una camara Neubauer (Anexo B).

La incubacion se realizé a temperatura ambiente por un periodo de 144 horas

segun lo propuesto por Tirado (2005).
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ETAPA 4

Extraccion del aceite

Una vez concluido el proceso de incubacion se filtraron las muestras con tela
tocuyo. Posteriormente se sometieron a secado en una estufa a 55°C por 24 horas

segun lo propuesto por Tirado (2005).

Pasado ese tiempo, previa trituracion de la muestra seca en un mortero, se armé el
equipo Soxhlet y se procedio a la extraccion a diferentes horas (4, 6, 8) habiendo en
cada extraccion un peso de muestra de 5 gramos. Para el desarrollo del proceso se
trabajé con una temperatura de 80°C y se utilizd una cantidad de solvente
equivalente al 75% de la capacidad del balon utilizado es decir 188ml, lo suficiente

para evitar que el balon se seque y/o el material extraido se sobrecaliente.

ETAPAS

Determinacién del contenido de aceite

El contenido de aceite se determind como “grasa cruda” y se incluyen en la
determinacion los triglicéridos, que constituyen cerca del 99%, y el 1% restante
constituido por diglicéridos, monoglicéridos, fosfolipidos, pigmentos liposolubles,
vitaminas liposolubles, esteroles, alcoholes de alto peso molecular, etc. Los métodos
de referencia implican la determinacion por pesada de la materia grasa. Se desarmd
el equipo y se procedié a la eliminacion del solvente contenido en el balén en estufa
a 100 °C hasta peso constante (4 h). Se enfrié en desecador y se pesd. El contenido
graso se calcul6 segun (Hernandez y Mieres, 2005):

% Contenido graso = (P, — P;) * 100/B,,
Donde
P1 = peso en gramos del balon de destilacion empleado
P2 = peso del balon en gramos conteniendo el extracto

Pm = peso en gramos de la muestra seca.
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Diagrama de flujo para un tratamiento estandar de extracciéon de aceite con
etanol vy pretratamiento con adicién de microorganismo.

Muestra de salvado de arroz

|

Inactivacion de lipasas a
90°C por 15 minutos.

A 4

Enfriamiento a temperatura
ambiente.

Adicion del inéculo
(Aspergillus niger) y caldo
de sales minerales

\ 4
Incubacién

Filtracion

\ 4

Secado a 55°C hasta peso
constante

l

Extraccion: Soxhlet con
etanol

\ 4

Secado en estufa a 100 °C
hasta evaporar el solvente

l

Aceite

Nota. Elaborado por los autores
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I11. RESULTADOS

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos mediante las diversas
experimentaciones realizadas en laboratorio. Se realizaron 12 tratamientos iniciales
dado el disefio factorial, mas dos repeticiones a cada uno de dichos tratamientos, es
decir un total de 36 unidades experimentales, con la finalidad de obtener mayor

confiabilidad de los resultados (Anexo C).

1. TRATAMIENTOS

Tabla 1
Condiciones de las variables en cada tratamiento

N° de tratamiento ~ Horas de extraccion Concentracion del in6culo

01 4 0%
02 4 1%
03 4 2%
04 4 3%
05 6 0%

—

@ 06 6 1%

O

S 07 6 2%

m
08 6 3%
09 8 0%
10 8 1%
11 8 2%
12 8 3%
13 4 0%
14 4 1%

~ 15 4 2%

(D)

> 16 4 3%

S

o 17 6 0%
18 6 1%
19 6 2%
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20
21
22
23
24

3%
0%
1%
2%
3%

25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

0%
1%
2%
3%
0%
1%
2%
3%
0%
1%
2%
3%

Bloque 3

c 0 00 0o oo oo o o &~ A B B 0O 0O 0 0O O

Nota. Elaborado por los autores

2. TRATAMIENTOS CON TIEMPO DE EXTRACCION DE 4 HORAS

Tabla 2
Rendimiento de extraccién de aceite con 4 horas de extraccion

Concentracion de in6culo  N° de tratamiento Rendimiento

1 12,2%

0% 13 11,8%
25 12,0%

2 15,4%

1% 14 15,6%
26 15,8%

3 20,4%

2% 15 18,8%

27 18,2%
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4 20,4%
3% 16 21,0%
28 20,8%

Nota. Elaborado por los autores

3. TRATAMIENTOS CON TIEMPO DE EXTRACCION DE 6 HORAS

Tabla 3
Rendimiento de extraccion de aceite con 6 horas de extraccion

Concentracion de in6culo  N° de tratamiento Rendimiento

5 14,6%

0% 17 14,0%
29 15,2%

6 18,8%

1% 18 18,8%
30 18,2%

7 22,0%

2% 19 22,0%
31 22,2%

8 24,0%

3% 20 24,2%
32 24,6%

Nota. Elaborado por los autores
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4.  TRATAMIENTOS CON TIEMPO DE EXTRACCION DE 8 HORAS

Tabla 4
Rendimiento de extraccion de aceite con 8 horas de extraccion

Concentracion de in6culo  N° de tratamiento Rendimiento

9 15,2%

0% 21 15,8%
33 15,4%

10 21,6%

1% 22 19,6%
34 19,8%

11 22,2%

2% 23 23,0%
35 23,4%

12 24,4%

3% 24 24,8%
36 24,8%

Nota. Elaborado por los autores
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ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA)

En primer lugar, se muestran en forma tabular las medias asociadas a cada una

de las 12 combinaciones posibles. Esto permitio analizar el efecto promedio de cada

factor:
Tabla 5
Rendimiento medio seguin concentracion de indculo y tiempo de extraccion.
Tiempo (h) 4 6 8 Promedio
Conc. (%)
0 12,0% 14,6% 15,5% 14,0%
1 15,5% 18,6% 20,3% 18,2%
2 19,1% 22,1% 22,9% 21,4%
3 20,7% 24,3% 24,7% 23,2%
Promedio 16,9% 19,9% 20,8%

Nota. Elaborado por los autores

Interpretacion

El rendimiento de extraccion de aceite tendio a incrementarse conforme lo hizo
el nivel de tiempo empleado: los cuatro experimentos disefiados para 4 horas
tuvieron un rendimiento medio de 16,9%; los cuatro disefiados para 6 horas
mostraron un rendimiento medio de 19,9% vy los disefiados para 8 horas
tuvieron un rendimiento medio de 20,8%. Es necesario mencionar que la
diferencia de rendimientos medios entre 6 y 8 horas no es tan significativa en

comparacion a la mostrada entre 6 y 4 horas.

Por lo que se refiere a la concentracion, se pudo ver de igual manera una
diferencia notoria entre los valores promedio obtenidos: el rendimiento medio
para los tres experimentos disefiados con 0% de concentracion de inoculo fue
14,0%; los tres disefiados con 1% de indculo mostraron un rendimiento medio
de 18,2%; los tres disefiados con 2% tuvieron un rendimiento medio de 21,4%

y los disefiados con 3% tuvieron un rendimiento medio de 23,2%.



25

- Seevidencio que el rendimiento de extraccion va aumentando a medida que la
concentracion de inoculo es mayor, aunque este aumento resulté ser cada vez

menor.

En el siguiente gréfico se muestra la evolucion del rendimiento medio en
funcién del factor tiempo (descompuesto por niveles de la concentracion de inéculo

empleado) y la interaccion entre ambos factores.

Grafico de interaccion
W 24,7%

24,0%
2 22,0% — 22,1% 22,9% —m—0%
Q ¢4 %

E 20,0% 70,7% 4 203% ——1%
£ 18,0% 19.1% _18E% 2%
(] ’ /

£ 3%
.'% 16’0% VISISOO /.-mv/. 15,5% °
£ 14,0% 5%

% 12,0% -1(

10,0% ; ; i

4 6 8
Tiempo de extraccion (h)

26,0%

Figura 3: Grafico de interaccion de factores. Elaborado por los autores.

Interpretacion

- Segun lo apreciado, el nivel de concentracion de inéculo adicionado
incremento el rendimiento medio de extraccion de aceite en cada uno de los
niveles del factor tiempo (4, 6 y 8 horas). Por tanto, la influencia de la
concentracion de indculo afiadido sobre el rendimiento de extraccion de aceite
no dependio del tiempo que el proceso duro. Esto significa que ambos factores
no interactuaron. Se pudo comprobar en el grafico debido a que las lineas no se

cruzaron en ningun punto, es decir son (aproximadamente) paralelas.

- Se observo que el mayor rendimiento medio se alcanz6 con una concentracion
de in6culo afadido de 3% (v/v) para un tiempo de extraccion de 8 horas,
obteniéndose un 24,7% (b.s.) de extraccion de aceite crudo.
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Finalmente se aplico la técnica ANOVA usando el modelo de andlisis doble con

interaccion.
Tabla 6
Analisis de varianza (analisis doble con interaccion)

Suma de Cuadrado Razon- Valor-
Fuente Cuadrados Gl  Medio F P
EFECTOS PRINCIPALES
A: TIEMPO 102,949 2 51,474 163,120 0,000
B: CONCENTRACION 438,110 3 146,037 462,790 0,000
INTERACCIONES
AB 2,287 6 0,381 1,210 0,336
RESIDUOS 7573 24 0,316
TOTAL (CORREGIDO) 550,919 35

Nota. Recuperado del programa STATGRAPHICS CENTURION XVI. I1.

Interpretacion

Se analizaron los resultados de los tres contrastes (HO1: El factor concentracién
de inéculo afiadido, no influye sobre el rendimiento de extraccién de aceite,
HO2: El factor tiempo de extracciéon, no influye sobre el rendimiento de
extraccion de aceite, H03: No hay interaccion entre el factor concentracion de

indculo afiadido y el factor tiempo de extraccion).

Lo primero fue comprobar si existe interaccion, en este caso el p-valor fue
igual a 0,336 que es mayor a 0,05. Por tanto, se evidencia que no existe
interaccidn entre ambos factores. Notar que el rendimiento de extraccion medio
del salvado de arroz fue mayor a medida que aumenta la concentracion de
indculo afadido. Esto es consistente con el resultado del test. Ademas, segun lo
observado anteriormente, el nivel de concentracion de indéculo tendio a

aumentar el rendimiento medio independientemente del tiempo de extraccion.
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Por otro lado, se obtuvieron p-valores significativos en los otros dos contrastes
(puesto que sus p-valores son menores que 0,05); es decir, tanto el nivel de
concentracion de indculo afiadido como el nivel de tiempo de extraccién fueron

determinantes para el rendimiento de extraccion de aceite del salvado de arroz.
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IV. DISCUSION

- Respecto al inoculo utilizado que contenia 2 millones de esporas/mL; se
encontraron similitudes con Tirado (2005), que también trabaj6 con un in6culo
de 2 millones de esporas/mL. Esto se debe a la capacidad de la camara
Neubauer, dada que su maxima capacidad sin cometer errores en el conteo es
de 2,5 millones de esporas/mL, creyéndose asi por conveniente escoger esta
concentracion (2 millones esporas/mL), que nos permitird obtener los valores

mas altos en nuestra extraccion.

- De acuerdo con los resultados de la Tabla 5, para un tiempo de extraccién de 8
horas y una concentracién de inéculo afadido al 3%, el rendimiento medio
para la extraccion de aceite en el salvado de arroz fue de 24,7 %, en
comparacion al 60% logrado por Cérdova y Nufiez (2015) en un lapso de 24

horas, todo esto en la Vitis vinifera.

- Segun el Anélisis de Varianza (ANOVA), la concentracion de inoculo es una
variable que si influye en el rendimiento; todo esto se puede corroborar con
Infantes (2014), cuyo maximo rendimiento de extraccién logrado fue 20,19%,
para una concentracion de enzima afadida al 1,95%, en comparacion al
rendimiento obtenido de 11,87 % con una extraccién convencional (sin

aplicacion de enzimas).
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CONCLUSIONES

Se demostrd que la adicion del Aspergillus niger para un tratamiento previo a
la extraccion soxhlet y las horas de extraccion, si influyen en el rendimiento de
extraccion de aceite, al notarse un incremento en éste; en comparacion a los
rendimientos obtenidos en los experimentos sin la incorporacion del
microorganismo y menores tiempos de extraccion. Ademas, la influencia se
verifica en el anélisis ANOVA, al obtener un p-valor menor que 0,05 en ambos
casos; lo cual significa que el nivel de concentracion de indculo afiadido y las
horas de extraccion son determinantes para el rendimiento de extraccion de

aceite esperado del salvado de arroz.

En el proceso de obtencion y caracterizacion, se seleccionaron las muestras
productoras de las enzimas amilasa y proteasa, de las cuales se escogi6 la cepa

que presentd las mejores caracteristicas lignoceluloliticas.

Se logré establecer una nueva metodologia para la extraccion de aceite, basado
en un tratamiento enzimatico a la muestra, incorporando un microorganismo
lignocelulolitico como paso previo al método Soxhlet, lo que proporcionara un

aumento del rendimiento.

De los 4 niveles de concentracion de inoculo afiadido evaluados, la
concentracion éptima para obtener el mayor rendimiento de extraccion de

aceite crudo fue de 3% (v/v).

El mayor rendimiento de extraccion de aceite crudo se obtuvo cuando se

trabajo con un tiempo de extraccién de 8 horas.
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RECOMENDACIONES

Durante la preparacion del inoculo, para cada etapa, es necesario esterilizar los

materiales a utilizar.

En la etapa del desarrollo de la cepa de Aspergillus niger, se recomienda
observar el crecimiento durante los primeros 15 y 25 dias respectivamente;
clasificandolos en una escala convencional, segin el porcentaje existente del

hongo en el medio de cultivo.

En la seleccidn de la cepa de Aspergillus niger, se opta por aquel que no sea

productora de enzima lipasa.

Se requiere realizar un tratamiento hidrotérmico a la muestra problema, para

lograr la inactivacion de la enzima lipasa.

Estimar la variacion de rendimientos con la incorporacion de Aspergillus niger,

en los distintos métodos de extraccidn de aceites.

Estimar la variacion de rendimientos en la extraccion soxhlet y otros métodos
de extraccion de aceites, con la incorporaciéon de distintos microorganismos

lignoceluloliticos.

El presente trabajo se basé en la determinacion de la influencia del Aspergillus
niger en la extraccion de aceite del salvado de arroz, se recomienda realizar un
estudio de optimizacion para determinar el mayor rendimiento de aceite que se

podria obtener.
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VIII. ANEXOS

ANEXO A
OBTENCION, SELECCION Y CARACTERIZACION DE Aspergillus niger CON
MEJOR ACTIVIDAD LIGNOCELULOLITICA

a.  Seleccion cualitativa de hongos de la especie Aspergillus niger productoras
de amilasas.

v Se cultivo el hongo en agar almidén 1%.

v" Luego de incubar por 72 horas, se cubri¢ la superficie de agar almidén 1% con
solucién de yodo, dejar reposar 1 minuto y después eliminar el exceso del
reactivo. Observar la aparicion de zonas transparentes, no coloreadas de azul

alrededor del hongo cultivado.

v' La prueba cualitativa para el almidon se basa en la aparicion del color azul
cuando se agrega la solucion de yodo por la presencia de este en el medio de
cultivo, cuando los hongos producen la enzima amilasa degrada el almiddn

alrededor del hongo cultivado.

Resultado: El 100% de los hongos son productoras de amilasa.

b.  Seleccién cualitativa de hongos de la especie Aspergillus niger productoras
de proteasas.

v Se cultivo el hongo en agar leche 1%.

v' Luego de incubar por 72 horas, se deja en refrigeracion por 24 horas y se

observan zonas claras alrededor de los hongos cultivados.



38

La caseina es la proteina de la leche y se presenta como una solucion coloidal
responsable del aspecto blanco y opaco. Cuando los hongos producen
caseinasa, hidrolizan la proteina produciendo derivados solubles cristaloides,

observandose un halo transparente alrededor del hongo cultivado.

Resultado: El 30% de los hongos son productoras de proteasas y el 70% no son

productoras de proteasas.

B Proteoliticos

B No proteoliticos

Figura 4: % Hongos productores de proteasas. Elaborado por el autor.

C.

Reconocimiento de hongos de la especie Aspergillus niger productoras de

lipasas.

Se cultivé el hongo en agar aceite de oliva 2%.

Luego de incubar por 72 horas, se cubrié la superficie del agar con una
solucidn de sulfato de cobre 5% dejar en reposo 5 minutos y después eliminar

el exceso del reactivo.

Examinar por el microscopio (menor aumento) los globulos de grasa alrededor
del hongo cultivado. Si estos son de color azul verdoso es evidente que las
moléculas de grasa han sido hidrolizadas por accion de lipasas (acidos grasos

mas glicerina).
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Resultado: ElI 70% de los hongos son productoras de lipasas y 30% no son

productoras de lipasas.

M Productoras

B No productoras

Figura 5: % Hongos productores de lipasas. Elaborado por el autor.

d. Desarrollo de hongos filamentosos en bloques de madera

Para calificar el desarrollo micelial, bloques de madera, se esterilizaron en
autoclave 121 °C, 15 libras de presion por 20 minutos. Para la obtencién del inoculo,
cada hongo lignolitico se sembro en agar papa dextrosa (PDA) a 30 °C, por 72 horas

y luego se obtuvo una suspension de conidios.

A continuacién, los bloques de madera se depositaron independientemente en placas
de Petri esterilizadas, sobre ellos se vertieron 2,5 mL del inoculo y luego se llevaron
a frascos de vidrio conteniendo 20 mL de agua inclinado. Después de incubar a 30
°C, se realizo la valoracion del desarrollo micelial sobre el bloque de madera, a los
15 y 30 dias calificandolo segun una escala convencional donde 0-25% del aérea
colonizada correspondio a desarrollo escaso, 26-50% a desarrollo regular y 51-100%

a desarrollo bueno.

Resultado: El desarrollo micelial en bloques de maderas fue calificado de bueno en
el 10% de los hongos lignoliticos; regular en el 60% y escaso en el 30% después de
15 dias de incubacion. A su vez, el desarrollo fue bueno en 20%; regular en el 50% y

escaso en 30% de los hongos lignoliticos después de 30 dias.
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B Bueno
H Regular

M Escaso

Figura 6: Hongos lignoliticos nativos segtn el desarrollo micelial en bloques de madera después de

15 dias. Elaborado por el autor.

M Bueno
M Regular

W Escaso

Figura 7: Hongos lignoliticos nativos segun el desarrollo micelial en bloques de madera después de

30 dias. Elaborado por el autor.

e.  Desarrollo de hongos filamentosos en papel filtro

En tubos de ensayo de 20 mL de capacidad, conteniendo 2 mL de caldo Sales
Minerales, se depositaron verticalmente tiras de papel filtro Whatman N° 1, de 6 x
1 cm, previamente esterilizado. Cada hongo celulitico se sembré en PDA a 30 °C,
por 72 horas y luego se obtuvo la suspension de conidios. Después, cuidadosamente,
se inocularon 0,2 mL de la suspension de conidios, tratando que se distribuya
uniformemente en el papel filtro y los tubos fueron incubados a 30 °C, agitandolos

cada semana, por 25 dias.
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Después de 15 y 25 dias de incubacion se observé el desarrollo del micelio sobre el
papel filtro y se califico con una escala convencional, donde 0-50% del aérea
colonizada correspondié a desarrollo escaso, 51-80% a desarrollo regular y 81-100%
a desarrollo bueno.

Resultado: El desarrollo micelial en papel filtro fue calificado de bueno en el 30%
de los hongos celuliticos; regular en el 30% y escaso en el 40% después de 15 dias de
incubacion. A su vez, el desarrollo fue bueno en 40%; regular en el 20% y escaso en
40% de los hongos celuliticos después de 25 dias.

B Bueno
B Regular

M Escaso

Figura 8: Hongos celuliticos nativos segtn el desarrollo micelial en papel filtro a los 15 dias.

Elaborado por el autor.

M Bueno
M Regular

M Escaso

Figura 9: Hongos celuliticos nativos segtn el desarrollo micelial en papel filtro a los 25 dias.

Elaborado por el autor.
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Caracterizacion de los hongos de la especie Aspergillus niger

Aspergillus niger

Cddigo UNPRG Amilasa Proteoliticos Lipasas
1 + - -
3 + + +
4 + - +
5 + - -
6 + - +
7 + - +
9 + - +
11 + - +
12 + + +
12 + + -
Nota. Elaborado por el autor
Tabla 8
Seleccion de los hongos de la especie Aspergillus niger
Aspergillus niger
Cdédigo UNPRG Lignolitico Celuliticos
15 dias 30 dias 15 dias 25 dias
1 26% (R) 36% (R) 59% (R) 71% (R)
3 16% (E) 25% (E) 10% (E) 25% (E)
4 28% (R) 58% (B) 87% (B) 93% (B)
5 60% (B) 70% (B) 84% (B) 91% (B)
6 30% (R) 49% (R) 62% (R) 73% (R)
7 18% (E) 24% (E) 22% (E) 43% (E)
9 26% (R) 42% (R) 81% (B) 90% (B)
11 27% (R) 45% (R) 16% (E) 37% (E)
12 20% (E) 23% (E) 63% (R) 83% (B)
12 27% (R) 47% (R) 12% (E) 29% (E)

Nota. Elaborado por el autor
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Medio de Cultivos utilizados

Tabla 9
Composicion quimica Agar papa dextrosa (PDA)
Componentes g/L
Papa 2,00
Dextrosa 2,00
Agar agar 15,0
Agua destilada 1 000 mL

Nota. Elaborado por el autor

Tabla 10
Composicién quimica Agar Sales Minerales
Componentes g/L

K;HPO, 0,80
KH,PO, 0,20
CaS04.H,0 0,05
MgS0O,4.7H,0 0,50
FeSO,4.7H,0 0,01
(NH,)2S04 1,00
Agar agar 20,00
Agua destilada 1 000 mL
pH 7,0

Nota. Elaborado por el autor
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Tabla 11
Composicién quimica Agar Almidon

Componentes g/L
Almidon 10,00
K2HPO4 0,80
KH2PO4 0,20
CaS04.H,0 0,05
MgSO..7H,0 0,50
FeSO,4.7H,0 0,01
(NH,)2S04 1,00
Agar agar 20,00
Agua destilada 1 000 mL
pH 7,0

Nota. Elaborado por el autor

Tabla 12
Composicion quimica Agar Leche
Componentes g/L

Leche 10 mL
KoHPO,4 0,80
KH,PO, 0,20
CaS0,4.H,0 0,05
MgS0O4.7H,0 0,50
FeS0,.7H,0 0,01
(NH4)>SO04 1,00
Agar agar 20,00
Agua destilada 1 000 mL
pH 7,0

Nota. Elaborado por el autor
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Tabla 13
Composicién quimica Agar Aceite de Oliva
Componentes g/L

Aceite de Oliva 20 mL
K2HPO4 0,80
KH2PO4 0,20
CaS04.H,0 0,05
MgS0,.7H,0 0,50
FeS0,4.7H,0 0,01
(NH,4)2SO, 1,00
Agar agar 20,00
Agua destilada 1000 mL
pH 7,0

Nota. Elaborado por el autor

Tabla 14
Composicién quimica Caldo Sales Minerales
Componentes g/L

KoHPO, 0,80
KH,PO, 0,20
CaS0,4.H,0 0,05
MgS0O4.7H,0 0,50
FeS0O,.7H,0 0,01
(NH4)2SO, 1,00
Agua destilada 1 000 mL
pH 7,0

Nota. Elaborado por el autor
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ANEXO B
TECNICA PARA EL CONTEO DE ESPORAS

El procedimiento fue realizado en una cdmara de Neubauer, siguiendo los
siguientes pasos:

1. Adicionar 50 ml de una solucidn salina esteril a la placa de Petri que contiene
el hongo.

2. Agitar durante dos minutos mediante movimientos circulares; todo esto con la
finalidad de lograr el arrastre de las esporas.

3. Decantar la suspension, recuperando el filtrado en un matraz estéril.

4.  Colectar 0,5 ml de la suspension en una pipeta, y llevar a la camara de
Neubauer.

5. Llenar el area de contaje y dejar reposar, con la finalidad de que sedimente
nuestra suspension que contiene las esporas.

6.  Observar y empezar el conteo en un microscopio.

7. Realizar diluciones en caso sea necesario.

La concentracion se determina con la siguiente formula:

. numero de células x 10 000
Concentracion =

numero de cuadros
Donde:

NuUmero de células = Suma de todas las células contadas.

u
NUmero de cuadros 4
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ANEXO C
DETERMINACION DEL CONTENIDO DE ACEITE CRUDO

(P, — P,) * 100
Bn

% Contenido graso =

Donde
P1 = peso en gramos del balon de destilacion empleado
P2 = peso del balén en gramos conteniendo el extracto

Pm = peso en gramos de la muestra seca.

Bloque 1

Rendimiento de extraccion de aceite con 4 horas de extraccion

- Tratamiento 1 (Concentracion del Indculo 0%)

, (108.74 — 108.13) * 100
% Contenido graso = z =12,2

- Tratamiento 2 (Concentracion del Indculo 1%)

) (108.90 — 108.13) * 100
% Contenido graso = c = 15,4

- Tratamiento 3 (Concentracion del In6culo 2%)

) (109.15 — 108.13) * 100
% Contenido graso = c = 20,4

- Tratamiento 4 (Concentracién del In6culo 3%)

(109.15 — 108.13) * 100 _
c =

% Contenido graso = 20,4
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Rendimiento de extraccion de aceite con 6 horas de extraccion

- Tratamiento 5 (Concentracion del In6culo 0%)

_ (108.86 — 108.13) * 100
% Contenido graso = z = 14,6

- Tratamiento 6 (Concentracién del Indculo 1%)

, (109.07 — 108.13) * 100
% Contenido graso = z = 18,8

- Tratamiento 7 (Concentracion del Indculo 2%)

(109.23 — 108.13) * 100 _

% Contenido graso = z = 22,0

- Tratamiento 8 (Concentracion del Indculo 3%)

) (109.33 — 108.13) * 100
% Contenido graso = c = 24,0

Rendimiento de extraccidn de aceite con 8 horas de extraccion

- Tratamiento 9 (Concentracién del Indculo 0%)

_ (108.89 — 108.13) * 100
% Contenido graso = c = 15,2

- Tratamiento 10 (Concentracion del In6culo 1%)

) (109.21 — 108.13) * 100
% Contenido graso = c =21,6

- Tratamiento 11 (Concentracion del Inoculo 2%)

) (109.24 — 108.13) = 100
% Contenido graso = c = 22,2
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- Tratamiento 12 (Concentracion del Inéculo 3%)

(109.35 - 108.13) =« 100 _
z =

% Contenido graso = 24,4

Bloque 2
Rendimiento de extraccion de aceite con 4 horas de extraccion

- Tratamiento 13 (Concentracion del Indculo 0%)

) (108.72 — 108.13) = 100
% Contenido graso = c =118

- Tratamiento 14 (Concentracion del Indculo 1%)

) (108.91 — 108.13) * 100
% Contenido graso = c = 15,6

- Tratamiento 15 (Concentracion del Indculo 2%)

_ (109.07 — 108.13) * 100
% Contenido graso = c = 18,8

- Tratamiento 16 (Concentracion del In6culo 3%)

_ (109.18 — 108.13) * 100
% Contenido graso = c =210

Rendimiento de extraccidn de aceite con 6 horas de extraccion

- Tratamiento 17 (Concentracion del Inéculo 0%)

) (108.83 — 108.13) * 100
% Contenido graso = c = 14,0

- Tratamiento 18 (Concentracion del Inéculo 1%)

_ (109.07 — 108.13) * 100
% Contenido graso = c = 18,8
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- Tratamiento 19 (Concentracion del Inculo 2%)
(109.23 — 108.13) = 100

% Contenido graso = c = 22,0
- Tratamiento 20 (Concentracion del Inéculo 3%)
_ (109.34 — 108.13) = 100
% Contenido graso = = 24,2

5

Rendimiento de extraccion de aceite con 8 horas de extraccion

- Tratamiento 21 (Concentracion del In6culo 0%)

(108.92 — 108.13) * 100 _

% Contenido graso = z = 15,8

- Tratamiento 22 (Concentracion del In6culo 1%)
(109.11 — 108.13) * 100

% Contenido graso = c = 19,6
- Tratamiento 23 (Concentracion del Indculo 2%)
) (109.28 — 108.13) = 100
% Contenido graso = c = 23,0
- Tratamiento 24 (Concentracion del Inéculo 3%)
) (109.37 — 108.13) = 100
% Contenido graso = = 24,8

5

Bloque 3

Rendimiento de extraccion de aceite con 4 horas de extraccion

- Tratamiento 25 (Concentracion del Indculo 0%)

(108.73 — 108.13) = 100
5

% Contenido graso = =12,0
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- Tratamiento 26 (Concentracion del Inculo 1%)

_ (108.92 — 108.13) = 100
% Contenido graso = c = 15,8

- Tratamiento 27 (Concentracion del Inéculo 2%)

_ (109.04 — 108.13) = 100
% Contenido graso = c = 18,2

- Tratamiento 28 (Concentracion del Indculo 3%)

) (109.17 — 108.13) = 100
% Contenido graso = c = 20,8

Rendimiento de extraccion de aceite con 6 horas de extraccion

- Tratamiento 29 (Concentracion del In6culo 0%)

) (108.89 — 108.13) * 100
% Contenido graso = c = 15,2

- Tratamiento 30 (Concentracion del Indculo 1%)
(109.04 — 108.13) = 100 _

% Contenido graso = c 18,2
- Tratamiento 31 (Concentracion del Indculo 2%)
) (109.24 — 108.13) = 100
% Contenido graso = = 22,2

5

- Tratamiento 32 (Concentracion del Indculo 3%)

) (109.36 — 108.13) * 100
% Contenido graso = c = 24,6
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Rendimiento de extraccidn de aceite con 8 horas de extraccion

- Tratamiento 33 (Concentracion del Inéculo 0%)

_ (108.90 — 108.13) * 100
% Contenido graso = z =154

- Tratamiento 34 (Concentracion del Inculo 1%)

, (109.12 — 108.13) * 100
% Contenido graso = z = 19,8

- Tratamiento 35 (Concentracion del In6culo 2%)

(109.30 — 108.13) * 100 _

% Contenido graso = z = 23,4

- Tratamiento 36 (Concentracion del In6culo 3%)

) (109.37 — 108.13) * 100
% Contenido graso = c = 24,8
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ANEXO D
IMAGENES DEL PROCEDIMIENTO

Figura 10: Hongos de la especie Aspergillus niger. Elaborado por los autores.

Figura 11: Seleccion cualitativa de hongos de la especie Aspergillus niger productoras de amilasas.

Elaborado por los autores.
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Figura 12: Seleccion cualitativa de hongos de la especie Aspergillus niger productoras de

proteasas. Elaborado por los autores.

Figura 13: Reconocimiento de hongos de la especie Aspergillus niger productoras de lipasas.

Elaborado por los autores.

Figura 14: Desarrollo de hongos filamentosos en bloques de madera. Elaborado por los autores.
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Figura 16: Inoculo de Aspergillus niger. Elaborado por los autores.

Figura 17: Muestra inoculada al 1%. Elaborado por los autores.
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Figura 18: Muestra inoculada al 2%. Elaborado por los autores.

Figura 19: Muestra inoculada al 3%. Elaborado por los autores.

Figura 20: Filtrado. Elaborado por los autores.
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Figura 22: Muestra triturada. Elaborado por los autores.

Figura 23: Cartucho para extraccion soxhlet. Elaborado por los autores.
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Figura 24: Extraccion soxhlet. Elaborado por los autores.

Figura 25: Aceite crudo. Elaborado por los autores.
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