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Resumen: Los residuos de cáscara de papa se han incrementado debido al alto consumo del tubérculo, no obstante, los avances 
biotecnológicos permiten usar estos desechos y generar otros mejorados generalmente a través de una fermentación con ayuda 
de microorganismos como Aspergillus niger. En este trabajo se evaluó la influencia del tiempo de fermentación (5 – 8 días), la 
velocidad de agitación (0 – 60 rpm) y la concentración del inóculo (5000 y 50000 conidios/g de medio) sobre la concentración 
de biomasa y proteína a través de un diseño factorial 23. El análisis estadístico determinó que los factores con mayor influencia 
sobre las variables respuestas analizadas fueron la velocidad de agitación y la concentración del inóculo con sus máximos 
niveles: 60 rpm y 50000 conidios/g de medio respectivamente. Se maximizaron las variables respuestas con valores de 16,31 
mg/mL para la concentración de proteína y 0,94 g/mL para la concentración de biomasa.

Palabras clave: Fermentación en estado sólido, Aspergillus niger, enriquecimiento proteico.

Abstract: Potato peel residues have increased due to the high consumption of the tuber; however, biotechnological advances allow 
us to use these wastes and generate others that are generally improved through fermentation with the help of microorganisms 
such as Aspergillus niger. In this work, the influence of the fermentation time (5 - 8 days), the stirring speed (0 - 60 rpm) and the 
concentration of the inoculum (5000 and 50000 conidia / g of medium) on the concentration of biomass and protein were evaluated 
through a factorial design 23. The statistical analysis determined that the factors with the most significant influence on the analyzed 
response variables were the stirring speed and the concentration of the inoculum with its maximum levels: 60 rpm and 50000 
conidia / g of the medium, respectively. The response variables were maximized with values ​​of 16.31 mg / mL for the protein 
concentration and 0.94 g / mL for the biomass concentration.

Key words: Solid-state fermentation, Aspergillus niger, protein enrichment.

RESEARCH / INVESTIGACIÓN

Introducción
La papa (Solanum tuberosum L) es uno de los tubércu-

los más frecuentes dentro de la canasta básica ecuatoriana; 
particularmente la variedad Superchola1. Su crecimiento es 
óptimo a una altitud de 2800 a 3600 m2, posee una alta de-
manda en el mercado y su principal uso radica en la industria 
alimenticia3, sin embargo, la acumulación de sus desechos se 
ha convertido en una problemática4. La cáscara de la papa es 
desprendida del tubérculo representando aproximadamente el 
2% del volumen total comestible y se acumula a razón de 2 
kilogramos por cada 100 kilogramos de papa procesada en el 
país de Perú4.

Los cultivos en estado sólido se caracterizan por contener 
el sustrato transformado por el microorganismo en estado só-
lido y no en solución o suspensión como ocurre en una fermen-
tación líquida5. El objetivo de la fermentación es el aumento 
parcial del contenido proteico de los sustratos, mejorando las 
posibilidades de conservación, cambio de las características 
físicas y químicas, el color, el olor o el sabor6. Existen dos ti-
pos de fermentación sólida. El primer tipo es aquel donde el 
material sólido actúa como principal fuente de nutrientes y 
como soporte físico del microorganismo al mismo tiempo. El 
segundo tipo, es en el que el material sólido actúa únicamente 
como soporte o anclaje del microorganismo y para su cultivo 
se adiciona una solución nutritiva7.

Aspergillus niger es un hongo que produce un moho negro 
en vegetales, es muy común en lechuga, tomate, acelga y li-
món. Es una especie de hongo inocuo para los seres humanos 

y también para la mayoría de los cultivos8. La producción de 
ácido cítrico a gran escala es el principal uso que se le da a 
este microorganismo, sin embargo, empiezan a desarrollarse 
nuevas líneas en las que se maximiza la producción de ma-
cronutrientes, enzimas y otros metabolitos de amplio interés 
industrial9,10,11.

El objetivo de este estudio fue obtener un incremento pro-
teico en la cáscara de papa mediante fermentación en estado 
sólido utilizando Aspergillus niger.

Materiales y métodos

Obtención del sustrato
Se recolectaron los residuos de cáscara de papa (variedad 

Superchola) y fueron transportados hacia los laboratorios de 
la Unidad Operativa de la Dirección de Investigación y Desa-
rrollo (UODIDE) radicada en la Facultad de Ciencia e Ingenie-
ría en Alimentos y Biotecnología de la Universidad Técnica de 
Ambato.

Las cáscaras fueron lavadas con agua potable y cortadas 
en trozos de 5-7 cm de longitud. Posteriormente, se sometie-
ron a un proceso de secado por aspersión durante 48 horas 
a una temperatura de 50 °C en un horno de bandejas (GAN-
DER MTN). Se utilizó un molino de cuchilla (Baumgarten Porta 
Westfalica) para obtener la harina5.
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Proceso de fermentación
Se pesaron 150 g de la harina y se sometió a un proceso 

de esterilización en una autoclave (H1-CLAVE). Se enfrió y se 
colocó en bandejas a una temperatura de 25 °C, humedad de 
60-65% y pH alrededor de 5 a 6. La fermentación se realizó en
un agitador orbital (Incu-Shaker mini).

Los factores evaluados fueron: la concentración del inócu-
lo (5000 y 50000 conidios/g de medio), tiempo de incubación 
(5 y 8 días) y la velocidad de agitación (0 y 60 rpm). Las va-
riables respuestas analizadas correspondieron a la concentra-
ción de biomasa y concentración de proteína.

Determinación de la concentración de biomasa
Para la determinación de la concentración de biomasa se 

pesaron tres tubos de centrífuga limpios y secos. En la ban-
deja de fermentación se mezcló la muestra con ayuda de una 
espátula estéril y se colocó dentro de cada tubo una cantidad 
equivalente a 5 mL y fueron centrifugados a 4000 rpm durante 
10 minutos con una centrífuga (Rotina 380- Hettich Zentrifu-
gen). Se desechó el sobrenadante y se procedió a realizar tres 
lavados continuos, cada lavado con 2 mL de agua destilada y 
centrifugados con las condiciones antes mencionadas.

Se colocaron los tubos dentro de una estufa (Preci-
sion-Thermo Scientific) a 70 °C durante 24 horas para eliminar 
la humedad. y se registró el valor para realizar los cálculos de 
biomasa7. Para estimar la concentración de biomasa se utilizó 
la Ecuación 1.

fic) a una longitud de onda de 540 nm. Se determinó la concen-
tración de proteínas a partir de una curva patrón de albúmina 
bovina con una concentración en el rango de 5 hasta 20 mg/
mL (Figura 1).

Análisis estadístico
Para el análisis de los datos se utilizó el software Stat-

graphics Centurion versión XVI.I con un diseño experimental 
23 donde se realizó un análisis de varianza (ANOVA) para de-
terminar si existen diferencias significativas entre los factores 
estudiados y sus interacciones.

Se optimizó los factores: concentración de inóculo, tiempo 
de fermentación y velocidad de agitación para conocer la me-
jor relación entre las variables respuestas: concentración de 
biomasa y proteína. Se consideraron diferencias significativas 
con un valor-p < 0,0515.

Resultados y discusión

Análisis de la concentración de biomasa como variable 
respuesta

Del análisis estadístico total se obtuvo para cada varia-
ble respuesta los siguientes indicadores: tabla de análisis de 
varianza (ANOVA), coeficiente de determinación, diagrama de 
Pareto estandarizado, gráfico de efectos principales y gráfico 
de superficie de respuesta.

Determinación de la concentración de proteína
Para la cuantificación de proteína en el medio se tomaron 

muestras a los 0, 5 y 8 días de fermentación. Se pesó 2 g de 
éste en una balanza analítica (Adventurer Pro), posteriormen-
te se colocó en un mortero y se añadió 8 ml de solución de 
NaCl al 1%, se adicionó arena estéril y se trituró. El macerado 
se colocó en un tubo de centrífuga y se centrifugó a 4000 rpm 
durante 5 minutos, se recolectó el sobrenadante.

Se colocó 0,1 mL del sobrenadante y se añadió 0,9 mL de 
reactivo Biuret previamente preparado13. Se realizaron los en-
sayos por triplicado. Los tubos reposaron durante 20 minutos 
a temperatura ambiente mientras ocurría la reacción.

Finalmente, se leyó la absorbancia de la muestra utilizan-
do el espectrofotómetro UV-vis (accuSkan GO- Fisher Scienti-

De acuerdo a los resultados obtenidos en la ANOVA para 
la concentración de biomasa (Tabla 1), el Valor-p de los fac-
tores tiempo de fermentación (A), velocidad de agitación (B), 
concentración de inóculo (C) y la interacción BC fueron inferio-
res a 0,05, lo que indica que son significativamente diferentes 
de cero en el nivel de confianza del 95,0%. Según Gutierrez15, 
una significancia diferente de cero indica que los factores que 
cumplen con este parámetro influyen significativamente sobre 
el proceso en análisis.

El efecto estandarizado se gráfica en el eje x del diagra-
ma de Pareto expresado en valor absoluto. Sirve de estadístico 
de prueba para aprobar la hipótesis nula contra la alternativa. 
Así, se rechaza la hipótesis nula si el valor absoluto del efec-
to estandarizado es mayor que el valor crítico de tablas de la 

Figura 1. Curva estándar para la determinación de la concentración de proteína.
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distribución t de Student con los grados de libertad correspon-
dientes al error del análisis15. Éste último valor se adiciona en 
el diagrama de Pareto con una línea azul.

Para el caso de la concentración de biomasa se puede 
apreciar que el factor velocidad de agitación (B) seguido del 
factor concentración de inóculo (C) abarcan la mayor parte de 
influencia sobre el proceso fermentativo (Figura 2), sin embar-
go la interacción BC y el tiempo de fermentación (A) también 
sobrepasan la línea de valor crítico de la tabla de distribución 
t de Student (Línea vertical de color azul). Por tanto, los esta-
dísticos del diagrama de Pareto corroboran la afirmación que 
proporcionó la ANOVA al concluir que todos los factores son 
estadísticamente diferentes de cero.

El Gráfico de Efectos Principales (Figura 3) indica una 
mayor influencia para los factores velocidad de agitación (B) y 
concentración de inóculo (C) sobre la concentración de bioma-
sa. Se determinó que a medida que aumenta la velocidad de 
agitación de 0 a 60 rpm y la concentración de inóculo de 5000 
a 50000 conidios/g, aumenta la concentración de biomasa; es 
decir existe una mayor tasa de duplicación celular. El tiempo 
(A) presenta una línea menos pronunciada al incrementar los

días de fermentación, es posible que la influencia de este fac-
tor afecte de manera significativa al proceso en un rango más 
alto o cuando se alcance la máxima taza de duplicación celular8.

El análisis de regresión muestra un coeficiente de correla-
ción de 96,4727% lo que indica una relación ajustada a la línea 
de tendencia de los datos muestréales. Se reportó la ecuación 
optimizada para la predicción de la concentración de Biomasa 
en el proceso fermentativo de Aspergillus niger en sustrato de 
cáscara de papa (Ecuación 2).

Análisis de la concentración de proteína como variable 
respuesta

De acuerdo a los resultados obtenidos en la ANOVA para 
la concentración de proteína (Tabla 2), el Valor-P de los fac-
tores tiempo de fermentación (A), velocidad de agitación (B), 
concentración de inóculo (C) y la interacción AB y AC fueron 
inferiores a 0,05, lo que indica que son significativamente di-
ferentes de cero en el nivel de confianza del 95,0% por tanto 
se concluye que los mismos afectan significativamente al pro-
ceso fermentativo para los resultados de la concentración de 
proteína.

Tabla 1. Tabla ANOVA para concentración de biomasa

Figura 2. Diagrama de Pareto estandarizado para la concentración de biomasa.

Figura 3. Gráfico de efectos principales para la concentración de biomasa.
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1192 El diagrama de Pareto indica que el factor velocidad de 
agitación (B) seguido del factor tiempo de fermentación (A) 
abarcan la mayor parte de influencia sobre el proceso fermen-
tativo (Figura 4) El factor cantidad de inóculo (C) y las interac-
ciones AB y AC representan valores menores, pero se consi-
deran significativos debido a que sobrepasan la línea de valor 
crítico de la tabla de distribución t de Student. Por tanto, los 
estadísticos del diagrama de Pareto corroboran la afirmación 
que proporcionó el análisis de varianza al concluir que los fac-
tores son estadísticamente diferentes de cero para la variable 
concentración de proteína.

El Gráfico de Efectos Principales (Figura 5) indica una 
mayor influencia para los factores velocidad de agitación (B) 
y tiempo de fermentación (A) sobre la concentración de pro-
teína. Se determina que a medida que aumenta la velocidad 
de agitación de 0 a 60 rpm y el tiempo de fermentación de 5 a 
8 días, aumenta la concentración de proteína. La velocidad de 
agitación presenta una línea con mayor inclinación. Al parecer 

la agitación permite que las células obtengan un mejor con-
tacto con la superficie y pueden disponer de mejor manera los 
nutrientes del medio. De esta manera existe una correlación 
directamente proporcional entre el sustrato y el crecimiento 
celular de Aspergillus niger.

El tiempo de fermentación influye sobre el crecimiento 
celular. A mayor división celular mayor síntesis de proteína 
en el medio, esto se consigue cuando el microorganismo se 
encuentra en la fase de crecimiento exponencial10. De tal ma-
nera, mientras el conidio se encuentre en la fase exponencial 
de crecimiento existirá mayor cantidad de biomasa y por ende 
mayor nivel de proteína sintetizada.

El análisis de regresión muestra un coeficiente de correla-
ción de 98,2207% lo que indica una relación ajustada a la línea 
de tendencia de los datos muestréales. Se reportó la ecuación 
optimizada para la predicción de la concentración de proteína 
en el proceso fermentativo de Aspergillus niger en sustrato de 
cáscara de papa (Ecuación 3)

Tabla 2. Tabla ANOVA para la concentración de proteína.

Figura 4. Diagrama de Pareto estandarizada para la concentración de proteína.

Figura 5. Gráfico de efectos principales para la concentración de proteína.

Berenize Fonseca Lilibeth, Danae Fernández, Dario López Orestes
Volumen 5 / Número 3     •     http://www.revistabionatura.com



1193

Optimización del proceso de fermentación en estado 
sólido

Para optimizar un proceso es necesario ajustar el modelo 
de las ecuaciones de regresión lineal a un conjunto de puntos 
que pertenecen a la región experimental del proceso en aná-
lisis. El programa estadístico emite un gráfico que describe el 
comportamiento de la vibración de estos puntos sobre la re-
gión experimental15. El diagrama toma el nombre de Superficie 
de Respuesta y describe el comportamiento de la respuesta 
promedio en cada punto de la región experimental.

De las ecuaciones 2 y 3 se obtuvo los diagramas de su-
perficie de respuesta para la optimización de la concentración 
de biomasa (Figura 6) y la optimización de la concentración de 
proteína (Figura 7).

Se observa que con una concentración de inóculo de 
50000 conidios/g, una velocidad de agitación de 60 rpm y un 
tiempo de fermentación de 8 días es posible alcanzar la desea-
bilidad más alta (1), por tanto, la optimización de los factores 
en el proceso fermentativo.

Tanto en la Figura 5 como en la Figura 6 se observa una 
superficie lineal con tendencia a un crecimiento positivo. Este 
fenómeno explica que aún no se ha alcanzado el nivel máximo 
de optimización y que los valores críticos de los 3 factores se 
encuentran por encima de los rangos establecidos en el aná-
lisis15. Sin embargo, se necesita de un estudio con variación 
de niveles altos y bajos para poder establecer los verdaderos 
puntos críticos. Si se quiere reproducir los valores obtenidos en 
este experimento no es recomendable variar los valores de los 
factores establecidos en este estudio puesto que no se conoce 
el comportamiento del hongo fuera del rango preestablecido.

Los resultados de las variables respuesta optimizadas se 
resumen en la Tabla 3. Se obtuvo una concentración de bio-
masa de 0,942 g/mL y una concentración de proteína de 16,31 

mg/mL al finalizar el proceso de fermentación. Isique & Sing16, 
realizaron estudios sobre la disponibilidad de azúcares reduc-
tores y el análisis químico de residuos de cáscara de papa, 
camote y yuca. Los resultados del análisis químico reportan 
valores para la concentración de proteína en cáscara de papa 
de 5,26 g/mL.

Borras y colaboradores9, en su estudio de la determina-
ción de la influencia de la temperatura sobre el crecimiento 
de Aspergillus niger en sustrato de harina de papa logró in-
crementar el valor proteico de 3,21 a 8,33 g/mL al finalizar la 
fermentación al mantener una temperatura de crecimiento de 
25±3 °C. Por otro lado, Aranda y colaboradores5 lograron obte-
ner un alimento enriquecido proteicamente basado en caña de 
azúcar a través de una fermentación en estado sólido utilizan-
do una mezcla de bacterias lácticas en simbiosis con hongos 
como Pleurotus ostreatus y Aspergillus niger, el incremento 
fue de 4, 18 a 19,43 mg de proteína sobre 100 g de cultivo de 
cultivo fermentado.

Por tanto, el valor de incremento proteico obtenido en 
esta experimentación se encuentra dentro de los rangos re-
portados bibliográficamente.

Conclusiones
Se determinó la influencia de los factores: concentración de 

inóculo, tiempo de fermentación y velocidad de agitación sobre 
el proceso fermentativo de Aspergillus niger en sustrato de cás-
cara de papa mediante un análisis estadístico de diseño factorial 
23 indicando que existieron diferencias significativas entre los 
tres factores con un nivel de confianza p < 0,05.

Se observó que a pesar de que todos los factores influyeron 
significativamente sobre el proceso fermentativo, los que afec-

Figura 6. Superficie de respuesta del modelo ajustado en el proceso fermentativo para optimizar la concentración de biomasa 
con una concentración de inóculo de 50000 conidios/g de medio.

Figura 7. Superficie de respuesta del modelo ajustado en el proceso fermentativo para optimizar la concentración de proteína 
con una velocidad de agitación de 60 rpm.
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taron en mayor proporción fueron la velocidad de agitación (B) y 
la concentración del inóculo (C).

Se optimizó el proceso de fermentación en estado sólido 
con los siguientes parámetros: velocidad de agitación (60 rpm), 
concentración de inóculo (50000 conidios) y tiempo de fermen-
tación (8 días) con las cuales se maximizó las variables respues-
ta obteniendo valores de concentración de proteína de 16,31 
mg/mL y una concentración de biomasa de 0,94 g/mL.
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