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Resumen 
 
La creciente demanda de soluciones sostenibles en biotecnología ha impulsado el 
aprovechamiento de subproductos agroindustriales, como el orujo de uva, un residuo de la 
industria vitivinícola que contiene compuestos bioactivos con potencial para ser utilizados en 
procesos biotecnológicos, como la fermentación. En este contexto, se investigó la producción 
de biomasa del hongo Aspergillus oryzae utilizando orujo de uva como sustrato y harina de soja 
como fuente de nitrógeno, mediante fermentación en estado sólido. Para ello, se emplearon 
técnicas de preparación y esterilización del medio, inoculación del hongo y evaluación del 
crecimiento mediante análisis gravimétrico y conteo en cámara de Neubauer. Los resultados 
mostraron un efecto significativo de la harina de soja en la producción de biomasa (p-valor = 
0,0000), confirmando su importancia como fuente de nitrógeno. Sin embargo, la interacción 
cuadrática entre el orujo de uva y la harina de soja no resultó significativa (p = 0,5498) en el 
proceso de producción de biomasa. El tratamiento con mayores niveles de harina de soja 
alcanzó un rendimiento óptimo de 3,33 × 10⁶ células/ml. Por otro lado, el sustrato de uva no 
tuvo un efecto significativo en la producción de biomasa (p = 0,3413). Estos resultados indican 
que se requieren más estudios para optimizar el uso de subproductos vitivinícolas y 
suplementos de nutrientes en biotecnología, con el objetivo de mejorar la producción de 
biomasa de Aspergillus oryzae. 
 
Palabras clave: Biomasa; Aspergillus oryzae; orujo de uva; soja; biorremediación. 
 
 

Abstract 
 
The growing demand for sustainable solutions in biotechnology has driven the utilization of 
agro-industrial by-products such as grape marc, a residue from the wine industry that contains 
bioactive compounds with potential for use in biotechnological processes such as fermentation. 
In this context, the production of biomass of Aspergillus oryzae was investigated using grape 
pomace as substrate and soybean meal as nitrogen source by solid-state fermentation. The 
methodology included medium preparation and sterilization, fungal inoculation, and growth 
evaluation using gravimetric analysis and Neubauer chamber counting. The results showed a 
significant effect of soybean meal on biomass production (p-value = 0.0000), confirming its 
importance as a nitrogen source. However, the quadratic interaction between grape pomace 
and soybean meal was not significant (p = 0.5498) in biomass production. The treatment with 
the highest level of soybean meal achieved an optimal yield of 3.33 × 10⁶ cells/ml. On the other 
hand, grape pomace substrate did not have a significant effect on biomass production (p = 
0.3413). These results suggest that further studies are needed to optimize the use of 
winemaking by-products and nutrient supplements in biotechnology to improve biomass 
production of Aspergillus oryzae. 
 
Keywords: Biomass; Aspergillus oryzae; grape pomace; soybean; bioremediation. 
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1. Introducción 

En el contexto actual, los retos globales asociados con la sostenibilidad ambiental y el manejo 
de residuos han impulsado la búsqueda de soluciones innovadoras que permitan reducir el 
impacto ecológico de diversas actividades industriales. En particular, la industria vitivinícola 
genera grandes cantidades de residuos, como el orujo de uva, un subproducto compuesto por 
pieles, semillas y restos de pulpa que se obtienen tras la extracción del mosto (Beres et al., 
2017; Chantaca et al., 2021). Este material, aunque considerado desecho, posee un alto 
contenido de compuestos bioactivos, como fenoles, fibra dietética, vitaminas y minerales, que 
lo convierten en un recurso potencialmente valioso para aplicaciones biotecnológicas y 
agroindustriales (Caponio et al., 2023; López-Astorga et al., 2023; Siller-Sánchez et al., 2024). 

Paralelamente, los hongos filamentosos han demostrado ser microorganismos de gran 
importancia en la biotecnología debido a su capacidad para aprovechar residuos orgánicos y 
convertirlos en productos de alto valor agregado (Corbu et al., 2023). Entre ellos, Aspergillus 
oryzae se distingue por su habilidad para crecer en diversos sustratos y su amplia aplicación en 
la producción de biomasa, enzimas industriales y compuestos bioactivos (Uwineza et al., 2024) 
(Sun et al., 2024). Este hongo ha sido empleado en procesos tradicionales, como la 
fermentación de alimentos en Asia, así como en desarrollos modernos relacionados con la 
biorremediación y la producción de suplementos alimenticios (Daba et al., 2021; Devanthi et 
al., 2024). La biomasa de hongos, compuesta por materia celular generada durante su 
crecimiento, representa una fuente rica en proteínas, aminoácidos esenciales, vitaminas y 
compuestos bioactivos. Esta biomasa tiene aplicaciones directas como aditivo en alimentos 
para animales, mejorando la digestibilidad y el aporte nutricional, y también como ingrediente 
alternativo en productos alimenticios destinados al consumo humano (Rousta et al., 2021; Sosa 
et al., 2022). En este contexto, la utilización de subproductos agroindustriales como sustratos 
para la producción de biomasa se perfila como una estrategia sostenible y rentable que 
contribuye a la economía circular. 

La fermentación en estado sólido (FES) es una técnica ampliamente utilizada para el 
cultivo de hongos debido a su eficiencia en el aprovechamiento de residuos orgánicos con bajo 
contenido de agua. Este enfoque permite maximizar el uso de sustratos como el orujo de uva, 
generando productos con valor añadido y minimizando el impacto ambiental. Además, la FES 
ofrece ventajas como el bajo costo operativo, la reducción en el consumo de agua y la 
posibilidad de utilizar residuos agroindustriales como materia prima (Meini et al., 2021; 
Puspitarasi et al., 2024). En el caso del orujo de uva, estudios previos han demostrado su 
potencial como sustrato para la producción de enzimas y compuestos bioactivos mediante 
procesos biotecnológicos (Amaya-Chantaca et al., 2022; Caponio et al., 2023). Sin embargo, su 
uso en la producción de biomasa de Aspergillus oryzae representa una línea de investigación 
que aún requiere exploración, especialmente en lo que respecta a la influencia de diferentes 
fuentes de nitrógeno en el crecimiento del hongo. La harina de soja, conocida por su alto 
contenido de nitrógeno y disponibilidad en el mercado, se presenta como un suplemento viable 
para enriquecer el orujo y potenciar la producción de biomasa. 

La industria vitivinícola al sur de Perú, ofrece un escenario ideal para explorar estas 
posibilidades debido a su creciente producción de vino y, consecuentemente, a la generación 
de residuos asociados. En 2023, esta región alcanzó una producción de 19,1 millones de litros 
de vino (León, 2024; Ministerio de la Producción, 2024), generando cantidades significativas de 
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orujo de uva que actualmente tienen un aprovechamiento limitado. Integrar estos residuos en 
procesos biotecnológicos no solo contribuiría a la sostenibilidad de la industria vitivinícola, sino 
también al desarrollo de productos con alto valor agregado y aplicaciones industriales (Valdez, 
2019).  

Por lo tanto, el objetivo del estudio fue evaluar la producción de biomasa de Aspergillus 
oryzae utilizando orujo de uva como sustrato principal y harina de soja como fuente de 
nitrógeno, empleando la fermentación en estado sólido. Al utilizar subproductos vitivinícolas 
como materia prima, se abren nuevas oportunidades para el desarrollo de procesos que 
minimicen el impacto ambiental y maximicen el aprovechamiento de recursos. 

2. Metodología 

2.1. Preparación del medio de cultivo, inóculo, sustrato y fuente de nitrógeno 

El medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA) fue preparado siguiendo el protocolo descrito por 
Hernández (2003) que se muestra en la Figura 1. Se pesaron 39 g de PDA, los cuales se 
disolvieron en 1 L de agua destilada. La solución se calentó hasta ebullición en un matraz de 
500 ml, asegurando la completa disolución del medio. Posteriormente, se cubrió con algodón 
y papel kraft, y se esterilizó en autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Este medio se vertió en 
placas Petri bajo condiciones estériles y se dejó solidificar antes de ser utilizado para el cultivo 
inicial de Aspergillus oryzae. 

Figura 1 
Diagrama de flujo de la producción de biomasa 

Preparación del sustrato 
en medio sólido 

Preparar Agar Papa Dextrosa (PDA) 
Autoclave de 40 min a 105 °C  

Verter en placa Petri  

Prepara inóculo de esporas de Aspergillus 
Oryzae (1 x 107 esporas/ml). 

Introducir el hongo en los matraces con sustrato 

Preparación de sustrato y 
fuente de nitrógeno  

Monitoreo del crecimiento  

Secar el sustrato (orujo de uva) a 60 °C por 18 h. 
Añadir la fuente de nitrógeno, (harina de soya) 
según las variaciones indicadas. Mezclar con las 

esporas en matraces Erlenmeyer 

Incubar los matraces durante una semana a 30 °C 
Observar el crecimiento de los hongos 

Evaluación del crecimiento 
de biomasa  

Cuantificación de esporas 
(Cámara de Neubauer)  

Recolectar muestras de los matraces. Contar las 
esporas bajo el microscopio usando la Cámara de 

Neubauer según el método de Bustillo (2010). 

Realizar análisis ANOVA para evaluar si las 
fuentes de nitrógeno son significativas 

Inoculación y 
establecimiento del cultivo  
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La cepa de Aspergillus oryzae se adquirió de una tienda comercial alimentaria, que luego 
fueron cultivada en PDA durante 7 días a 30 °C. Las esporas desarrolladas se recolectaron con 
un hisopo estéril y se suspendieron en 50 ml de solución salina estéril, ajustando la 
concentración a 1 × 10⁷ esporas/ml mediante conteo en cámara de Neubauer (Bustillo, 2010). 
Esta concentración se obtuvo diluyendo la suspensión según el factor de dilución indicado. 

El sustrato fue el orujo de uva (Vitis vinifera), un subproducto de la industria vitivinícola, 
se secó a 60 °C durante 18 horas para reducir la humedad residual (Meini et al., 2021). Las 
cantidades requeridas de orujo se pesaron con precisión según el diseño experimental que se 
muestra en la tabla 1  

Este sustrato fue complementado con harina de soja, seleccionada por su contenido de 
nitrógeno (8 %) y su disponibilidad (U.S. Department of Agriculture, 2020). Se distribuyeron 10 
g, 15 g o 20 g de orujo en matraces Erlenmeyer de 250 ml, a los que se añadió una cantidad 
variable de harina de soja (0 g, 5 g, o 10 g) según el tratamiento asignado. Además, se agregaron 
20 ml de agua destilada para asegurar una hidratación uniforme del sustrato. Luego, los 
matraces preparados se cubrieron con algodón y papel kraft, asegurándose con pabilo, y se 
esterilizaron en autoclave a 121 °C durante 15 min. Este procedimiento eliminó posibles 
contaminantes y garantizó la esterilidad del sustrato y la fuente de nitrógeno (Hernández, 
2003). 

2.2. Inoculación y establecimiento del cultivo 

Después de la esterilización, cada matraz fue inoculado con 10 ml de la suspensión de esporas 
de Aspergillus oryzae. La mezcla se homogenizó cuidadosamente para garantizar una 
distribución uniforme de las esporas en el sustrato. Los matraces inoculados se incubaron a 30 
°C durante 7 días en condiciones de oscuridad (Puspitarasi et al., 2024). El desarrollo del hongo 
en los matraces fue monitoreado diariamente mediante observación visual. Se verificó la 
uniformidad del crecimiento y la ausencia de contaminantes. 

2.3. Evaluación de biomasa  

Para cuantificar la biomasa fúngica, se recolectó 1 g del sustrato cultivado y se suspendió en un 
tubo de ensayo con 9 ml de agua destilada estéril. La mezcla fue agitada manualmente 
mediante movimientos circulares durante 2 min y se añadió cuatro gotas de azul de metileno 
como colorante para mejorar la visualización de las esporas. Tras reposar 5 min, se agitó 
nuevamente con un vórtex durante 2 min adicionales y se dejó reposar antes del conteo. Se 
utilizó la cámara de Neubauer siguiendo el protocolo descrito por Bustillo (2010). La fórmula 
empleada para el cálculo fue la ecuación 1: 

Nota.  El factor 104 es inherente a la cámara de Neubauer y representa el volumen del área de 
observación. 

 

 

𝑁° 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 =
𝑁° 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 × 104 × 𝑓𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛

𝑁° á𝑟𝑒𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠 𝑒𝑛 𝑚𝑚2        (1) 
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2.4. Análisis estadístico  

Se empleó un diseño experimental factorial 3² con dos factores principales: cantidad de orujo 
de uva y concentración de harina de soja. Cada combinación experimental se replicó tres veces. 
Los datos obtenidos se analizaron mediante ANOVA para evaluar la significancia estadística de 
los factores y sus interacciones (Romaina, 2012). Adicionalmente, se construyeron gráficos de 
superficie de respuesta y diagramas de Pareto para identificar las condiciones adecuadas de 
cultivo que maximizaran la producción de biomasa. 

3. Resultados 

Los resultados obtenidos mostraron un efecto positivo de la harina de soja en el crecimiento 
de Aspergillus oryzae utilizando orujo de uva como sustrato. Las mediciones realizadas tras 7 
días de incubación a 28 °C resultaron con variaciones significativas en la producción de biomasa, 
determinadas mediante el conteo de esporas en cámara de Neubauer. 

La tabla 1 muestra los datos del recuento de esporas en la cámara de Neubauer por 
tratamiento. Se observó un rango amplio de producción de biomasa, con valores que oscilaron 
entre 240 000 y 3 330 000 células/ml. Las mayores densidades celulares se alcanzaron en 
tratamientos con concentraciones intermedias y altas de harina de soja, destacando los 
tratamientos 5_1 (29,3) y 14_2 (30,2) con un crecimiento robusto. En contraste, los 
tratamientos con bajas concentraciones de nitrógeno, como 4_1 (3,1) y 18_2 (4,0), presentaron 
un desarrollo limitado. Estos datos sugieren que las condiciones óptimas para la producción de 
biomasa se logran con niveles adecuados de harina de soja, indicados por promedios superiores 
a 20 esporas por área analizada. 

Tabla 1 
Datos del recuento de esporas en la cámara de Neubauer por cada tratamiento 

N° Bloque Sustrato 
(g) 

Soja 
(g) 

Promedio 
cel/ml 

Número 
total de 
células 
cel/ml 

N° Bloque Sustrato 
(g) 

Soja 
(g) 

Promedio 
cel/ml 

Número 
total de 
células 
cel/ml 

1 1 15 5 17,4 1740000 23 3 15 5 11,8 1180000 
2 1 20 5 5,5 550000 24 3 20 5 18,0 1800000 
3 1 10 5 17,3 1730000 25 3 10 5 31,4 3140000 
4 1 10 10 3,1 310000 26 3 10 10 27,4 2740000 
5 1 20 0 29,3 2930000 27 3 20 0 10,5 1050000 
6 1 15 5 17,1 1710000 28 3 15 5 26,4 2640000 
7 1 10 0 6,0 600000 29 3 10 0 17,4 1740000 
8 1 20 10 4,2 420000 30 3 20 10 33,3 3330000 
9 1 15 10 16,4 1640000 31 3 15 10 25,3 2530000 

10 1 15 0 7,9 790000 32 3 15 0 12,3 1230000 
11 1 15 5 15,1 1510000 33 3 15 5 21,9 2190000 
12 2 15 5 25,9 2590000 34 4 15 5 25,1 2510000 
13 2 20 5 14,8 1480000 35 4 20 5 20,9 2090000 
14 2 10 5 30,2 3020000 36 4 10 5 22,6 2260000 
15 2 10 10 2,4 240000 37 4 10 10 22,5 2250000 
16 2 20 0 23,5 2350000 38 4 20 0 11,8 1180000 
17 2 15 5 29,9 2990000 39 4 15 5 9,3 930000 
18 2 10 0 4,0 400000 40 4 10 0 6,7 670000 
19 2 20 10 2,9 290000 41 4 20 10 15,7 1570000 
20 2 15 10 19,2 240000 42 4 15 10 24,5 2450000 
21 2 15 0 9,3 2350000 43 4 15 0 12,9 1290000 
22 2 15 5 16,4 1640000 44 4 15 5 15,9 1590000 
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Se identificó efectos significativos de la harina de soja (B: SOJA) sobre la producción de 

biomasa, con un valor P < 0,0001. Asimismo, se encontró que la interacción cuadrática (BB) 
también influyó de manera significativa (p = 0,0059), indicando una relación no lineal entre los 
factores evaluados. El estadístico Durbin-Watson (2,00336) y el error absoluto medio (MAE = 
452 369) corroboraron un buen ajuste del modelo, aunque se identificó cierta variabilidad 
residual que podría explicarse con la inclusión de otros factores en estudios futuros. 

La figura 2A muestra un diagrama de Pareto, donde se observa que el factor soja tiene 
el mayor impacto individual sobre el crecimiento del hongo, seguido por su interacción doble. 
Aunque esta interacción fue significativa, su efecto negativo contendría el impacto positivo de 
la harina de soja. Por otro lado, la figura 2B presenta un gráfico de superficie de respuesta que 
ilustra un comportamiento cóncavo, con un punto óptimo que combina 10 g de orujo de uva y 
7,98 g de harina de soja. Este punto corresponde a un rendimiento máximo de biomasa de 
2.4448 × 10⁶ células/ml. 

En conjunto, estos hallazgos confirman que el orujo de uva enriquecido con harina de 
soja es un sustrato efectivo para la producción de biomasa de Aspergillus oryzae. Este enfoque 
aprovecha subproductos agroindustriales, promoviendo la sostenibilidad y contribuyendo al 
desarrollo de aplicaciones biotecnológicas. 

 

Figura 2 
Diagrama de Pareto y gráfica de efectos principales 

4. Discusión  

Los resultados de este estudio muestran que la combinación de orujo de uva como sustrato y 
harina de soya como fuente de nitrógeno tiene un impacto significativo en la producción de 
biomasa de Aspergillus oryzae, consistente con investigaciones previas. El gráfico de superficie 
de respuesta identificó valores óptimos en tratamientos que combinaron 10 g de orujo y 7.98 
g de harina de soja, lo que maximizó el crecimiento de biomasa. Esto coincide con el estudio 
de Jin et al. (2016), que destaca la importancia de seleccionar sustratos ricos en compuestos 
bioactivos para optimizar procesos biotecnológicos en hongos filamentosos.  

Además, la harina de soja tuvo un efecto significativo en la biomasa, aunque la 
interacción con el orujo presentó una ligera reducción en la eficiencia. Esto podría atribuirse a 
un desbalance en nutrientes secundarios o a la acumulación de compuestos inhibitorios 

A B 
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durante el proceso de fermentación, consistente con observaciones reportadas por Uwineza et 
al. (2024), quienes mencionaron que ajustes específicos en el medio de cultivo son esenciales 
para evitar inhibiciones del crecimiento del hongo debido a desbalances de nutrientes en 
sistemas de fermentación sólida. 

En comparación, el estudio como el de Jin et al. (2016) observó un rendimiento similar 
al usar residuos agroindustriales como sustrato en sistemas de fermentación sólida, 
demostrado que el uso de subproductos como sustratos en procesos biotecnológicos no solo 
es viable, sino que también puede ser optimizado al combinar diferentes fuentes de carbono y 
nitrógeno. En este contexto, el uso de orujo de uva se alinea con las tendencias actuales en la 
valorización de residuos agroindustriales para aplicaciones biotecnológicas, promoviendo un 
enfoque sostenible y de economía circular. 

Por su parte Uwineza et al. (2024) resaltan el valor de Aspergillus oryzae en la 
biotransformación de residuos para aplicaciones industriales, subrayando la relevancia de la 
optimización de parámetros. La investigación realizada, apoya estas conclusiones y demuestra 
la viabilidad de utilizar el orujo de uva, un subproducto vitivinícola, para aplicaciones 
biotecnológicas.  

Aunque los resultados podrían ser prometedores, el estudio no evaluó la composición 
química del orujo tras la fermentación, lo que podría proporcionar información sobre los 
cambios en el contenido de compuestos bioactivos como polifenoles y flavonoides. Además, la 
influencia de factores como el pH inicial del sustrato y la aireación podrían ser consideradas en 
futuros trabajos para mejorar la comprensión y optimización del proceso, debido al complejo 
sistema de secreción y el mecanismo de regulación de la expresión de proteínas de A. oryzae 
(Sun et al., 2024)  

En futuras investigaciones, sería importante incluir análisis más detallados de los 
parámetros fisicoquímicos del proceso y evaluar su impacto en la biotransformación del orujo 
de uva. Esto permitiría desarrollar estrategias más robustas para la optimización de sistemas 
de fermentación sólida y fortalecer la aplicación industrial de los resultados obtenidos. 

5. Conclusiones 

El estudio evaluó el efecto de diferentes niveles de humedad inicial y tiempos de fermentación 
sobre la producción de biomasa de Aspergillus oryzae utilizando orujo de uva como sustrato en 
fermentación en estado sólido (FES). Los resultados destacaron la importancia de seleccionar 
adecuadamente los nutrientes y factores de crecimiento para optimizar la biomasa del hongo 
con sustratos agroindustriales, como el orujo de uva. La harina de soja, como fuente de 
nitrógeno, mostró ser un suplemento viable para el crecimiento de A. oryzae, aunque se 
requieren estudios adicionales para determinar su concentración óptima. 

Los tratamientos con mayores niveles de harina de soja alcanzaron un máximo de 3,330,000 
células/ml en el conteo de esporas, obteniéndose el rendimiento óptimo con 10 g de orujo de 
uva y 7.98 g de harina de soja, según el análisis de superficie de respuesta. Se observaron 
diferencias significativas en los tratamientos, con un rango de conteos de 310,000 a 3,330,000 
células/ml, lo que demuestra que la harina de soja es un factor clave en el aumento de la 
biomasa. La interacción entre el orujo de uva y la harina de soja presentó un comportamiento 
no lineal, indicando que existen condiciones específicas que maximizan la producción. 
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El impacto de la harina de soja fue estadísticamente significativo en la producción de biomasa 
(p = 0.0000), y su interacción cuadrática también resultó relevante (p = 0.0059). Los valores 
óptimos para maximizar la biomasa fueron estimados en 2.4448 × 10⁶ células/ml. 
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