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Effect of enzyme complex produced by Aspergillus oryzaeon production of ethanol by Saccharomyces
cerevisiae

Sénchez-Torres, Liz*; Otiniano-Garcia, Milly?; Arellano-Barragén, Julio?; Chavez-Castillo, Milciades;
Robles-Castillo, Heber?; Lescano-Sacramento, Lilia®

RESUMEN

Para determinar el efecto del complejo enzimatico producido por Aspergillus oryzae CECT 2094 y CECT 2095
sobre la produccion de etanol por Saccharomyces cerevisiae en condiciones de laboratorio, se acondicionaron
cuatro sistemas de fermentacion empleando botellas con 400 ml de caldo melaza, a las que se adicioné extracto
enzimatico a las concentraciones de 2, 4, y 6% (v/v), y un control sin extracto enzimatico. Los sistemas fueron
inoculados con S. cerevisiae e incubados a temperatura ambiente durante 48h. en condiciones de anaerobiosis,
luego se procedié a medir la concentracion de alcohol expresada en porcentaje, en cada uno de los sistemas de
fermentacion. EI mayor porcentaje de alcohol se obtuvo en el tratamiento con 4% de extracto enzimatico, con una
media de 4,47% de alcohol y una biomasa final de 1,36 x 10° cel/ml a diferencia del control en el que se obtuvo
3,73% de alcohol y la biomasa final de 9,92X10 cel/ml. En todos los tratamientos se observé una disminucion
del Brix (14 a 6,57°B). Se concluye que el complejo enzimatico producido por A. oryzae tiene efecto positivo
sobre la produccion de etanol por S. cerevisiae en condiciones de laboratorio.
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ABSTRACT

In order to determine the effect of the concentration of the enzyme complex produced by Aspergillus oryzae
CECT 2094 and CECT 2095 on the production of ethanol by Saccharomyces cerevisiae in laboratory conditions,
four fermentation’s systems were conditioned using bottle with 400 ml molasses broth, which was added
enzymatic extract at concentrations of 2, 4, and 6% (v / v) and a control without enzyme extract. The systems
were inoculated with S. cerevisiae and incubated at environment temperature for 48hrs under anaerobic
conditions, then it was proceeded to measure the concentration of alcohol expressed in percent in each of the
fermentation systems. The highest percentage of alcohol was obtained in the treatment with 4% extract enzyme,
with an average of 4,47% alcohol and a biomass at the end of 1,36 x 10° cells / ml as opposed to the control
which was obtained 3,73% and its biomass at the end of fermentation was 9,92 X107 cel / ml. In all treatments was
observed a decrease of the Brix (14 a 6,57°B). The conclusion was that the enzyme complex produced by A.
oryzae has an positive effect on ethanol production by S. cerevisiae under laboratory conditions.
Key words: Aspergillus oryzae, enzyme complex, ethanol’s production.
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INTRODUCCION

El biocombustible mas importante es el alcohol
carburante (etanol) el cual permite un aumento del
indice de octano y mayor contenido de oxigeno; por
lo tanto, la reduccion del consumo y de la
contaminacion (10 a 15% menos de mondxido de
carbono e hidrocarburos)®. Asi mismo, el etanol
podria sustituir al metil ter-butil éter (MTBE) para
reducir las emisiones de CO,% accién muy
importante pues el MTBE, por ser un compuesto
muy estable de baja degradacion y muy soluble en
agua, ha resultado ser un contaminante de aguas
subterraneas.

El etanol es el alcohol etilico producido a
partir de la fermentacion de los azUcares contenidos

en el almidén de los cereales (trigo, cebada, maiz,
sorgo), los tubérculos (papa, yuca), la remolacha y
en general, materias provenientes de ligno-
celuliticos o de otros residuos orgénicos®.El proceso
de obtencién es mas eficiente en aquellos productos
gue tienen mas azucar, como la cafa de azlcar (jugo
de cafia 0 melaza) y el maiz, empleados como la
mejor materia prima para los principales
productores a nivel mundial como Brasil y Estados
Unidos respectivamente’.

La opcidn espafiola de produccion industrial de
bioetanol se ha concretado en la utilizacién de
cereales principalmente cebada; en un proceso que
sigue los siguientes pasos: transformacion del
almidon del cereal en glucosa (hexosa),
fermentacion del mosto obtenido por medio de
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levaduras, destilacion, y deshidratacion por medio
de tamices moleculares para enriquecer el contenido
alcohélico®.

En condiciones anaerdbicas, Saccharomyces
cerevisiae convierte un mol de hexosa en 2 moles de
etanol, 2 moles de adenosin trifosfato (ATP)?, y
CO,% algunas levaduras tienen la ventaja adicional
de tolerar concentraciones relativamente altas de
etanol (hasta 150g.1")%lo que les permite aumentar
su productividad. El proceso de fermentacién y su
eficiencia para producir etanol depende en alto
grado de la accion de levaduras y del sustrato
utilizado®. En algunos casos es necesario emplear
complejos enzimaticos para hidrolizar el almidén y
las proteinas residuales, permitiendo generar la
fuente de carbono (hexosas) y de nitrogeno
(aminoéacidos), para conformar las proteinas de la
membrana celular (involucradas en el transporte de
azUcares y aminoacidos) y de la pared celular
encaminada a garantizar la supervivencia de las
levaduras® tolerando concentraciones altas de
alcohol producido y aumentando su productividad,
en tal sentido sera necesario emplear enzimas
hidroliticas como las amilasas y proteasas (complejo
enzimatico) en este proceso y evaluar su efecto.
Muchas industrias biotecnoldgicas de bioprocesos
han evaluado la adicién de una serie de enzimas que
mejoran la produccién de etanol empleando melaza
como sustrato cuyos componentes no pueden ser
metabolizada por la levadura en condiciones
normales de proceso®’; por esta razén han evaluado
una mezcla de enzimas comerciales (0,05% p/v),
obteniendo muy buenos resultados, pero el elevado
costo no es apropiado desde el punto de vista
econdmico®.

Hoyos y Carrera (2004) reportaron un incremento
del grado alcohdlico hasta el 10%, v/v, con la
adicion de enzimas de 0,5%, p/v, obtenidas por
fermentacion en sustrato sélido con Rhizopus
niveus, valor muy satisfactorio; que sin embargo,
no superd el rendimiento que se obtiene con la
adicion de la enzimas comerciales de 0,05%, p/v,
ya que se empled 10 veces mas la proporcion de
enzimas, para obtener el mismo resultado®.

En América Latina esta aumentando el interés por la
produccion de etanol; por ejemplo en noviembre del
2005, se inicié en Colombia la adicion de un 10%
de etanol a la gasolina®, Argentina por su parte,
planea para los préximos cinco afios la transicion
hacia mezclas de gasolina con un 5% de etanol. En
Perd, ain no se ha  desarrollado mucho la
produccion de etanol; por la falta de una tecnologia
desarrollada que pueda suplir las necesidades de la
industria productora de alcohol, haciendo necesario
el estudio de nuevas alternativas y metodologias de
la de la produccién que permitan aprovechar al
méaximo los recursos industriales como el salvado de
trigo para producir enzimas y la melaza para
producir etanol’.

El salvado de trigo es mas rico en celulosa, hierro,
fésforo, magnesio, calcio, y vitaminas del complejo

B, y ha sido utilizado en Bogota-Colombia
(Universidad Jorge Tadeo Lozano) como sustrato en
la obtencion de amilasas por Aspergillus sp. aislado
de lentejas, demostrando que estas amilasas son
activas en el desdoblamiento de la molécula de
almidén a pH 5,0 y temperatura de 37°C”.

La utilizacion de melaza de cafia como sustrato
tiene ventajas econdmicas (minimizar costo) y
nutricionales como sales y minerales fundamentales
para el crecimiento de la levadura; ademés posee
compuestos que favorecen su desarrollo, tales como
altos contenidos de carbohidratos (sacarosa),
proteinas, grasas, calcio, fésforo, aminodcidos y
vitaminas®.

En este trabajo se estudid la utilizacion del complejo
enzimatico producido por A. oryzae para mejorar el
rendimiento en la  produccion de alcohol en
fermentacion de melazas de cafia con S. cerevisiae.
Hipotéticamente, el complejo enzimatico actuaria
sobre las sustancias no fermentables presentes en la
melaza, convirtiéndolas en  monosacéridos,
aminoacidos libres o simplemente moléculas mas
sencillas que podrian ser facilmente asimilables por
la levadura, otorgandole de este modo una nutricion
mas completa y mayor vitalidad. De esta manera, la
adicion del complejo enzimatico al proceso
fermentativo podria tener un impacto significativo
en la economia del proceso al inducir la produccion
de mayor cantidad de alcohol por unidad de materia
prima.

MATERIAL Y METODOS
Material Biol6gico

o Cepas deAspergillus oryzaeCECT 2094
(productora de amilasas) y CECT 2095
(productora de proteasas), procedente de la
Coleccidn Espafiola de Cultivos Tipo (CECT).
Universidad de Valencia- Espafia.

e Cepas de Saccharomyces cerevisiae var.
ellipsoideus MIT-L51, proporcionadas por el
Laboratorio de Microbiologia Industrial y
Biotecnologia del Departamento de
Microbiologia y Parasitologia de la Facultad
de Ciencias Biologicas de la Universidad
Nacional de Trujillo-Perq.

e Salvado deTriticum aestivum “trigo”, adquirido
en el Mercado Central de Trujillo-Perd.

e Melaza deSaccharum officinarum “Cafia de
azucar”, adquirido en el Molino San Francisco.
Trujillo. La Libertad-Per.

Fermentacion en sustrato sélido con A. oryzae.
Propagacion de A. oryzae.

Las cepas CECT 2094 y CECT 2095 de A. oryzae,
fueron suspendidas en Caldo Sabouraud estéril y
sembradas en Agar Papa Dextrosa (APD) y Agar
Extracto de Malta (AEM), respectivamente. Se
incubd por cinco dias a 28°C°.

Preparacion de los inéculos.

La preparacion del stock de esporas de A. oryzae se
realizo a partir de cultivos en placa de APD y AEM
para las cepas CECT 2094 y CECT 2095
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respectivamente, previo lavado de la superficie del
cultivo con 10 ml de solucién de Tween 80 al 0,1 %;
luego, cada solucién del lavado se centrifugd a 2800
rpm, durante 3 minutos. Posteriormente, se decant6
y se resuspendié en 10 ml de agua destilada estéril,
este proceso de lavado se repiti6 una vez mas.
Finalmente, se resuspendieron en 10mL de agua
destilada estéril. Seguidamente, se cogi6 una
alicuota de cada suspension y se llevd a la camara de
Neubauer para el recuento de esporas por ml
haciendo las diluciones necesarias para obtener el
inéculo de 2,7x10 & esporas/ml de cada cepa'®*.
Preparacion del sustrato sélido e inoculacién de
esporas

En dos botellas de vidrio planas de 1000 ml (una
para cada cepa), se colocaron 80 g de salvado de
trigo cada una y se llevaron al autoclave a una
presién de 15 libras, con temperatura de 121°C
durante 15 minutos. Seguidamente, se humedecié el
salvado con solucién tampon estéril (buffer - acetato
a pH 5,0) en cantidad suficiente para alcanzar una
humedad relativa de 50%. Posteriormente, se le
adicion6 6 ml del in6culo (de cada cepa en su
respectiva botella) homogenizandose con una
bagueta estéril. Estos recipientes se ubicaron
horizontalmente en la incubadora a 24°C durante
cinco dias'®. Todos los ensayos se ejecutaron en
triplicado.

Extraccion de enzimas

Una vez cumplido el tiempo de incubacion, el
sustrato de fermentacion (de cada cepa por
separado) se paso a un matraz estéril (un matraz para
cada cepa) y se les agregd 200 ml de la solucién
tampdn. Se agité aproximadamente por una hora en
un agitador magnético, luego se separé la fraccion
soluble de la insoluble, filtrando a través de un
lienzo (prensado). Se recolectaron los sobrenadantes
(preparados enzimaéticos) y se centrifugon a 2500
rpm por 10 minutos a 4 °C y finalmente se filtraron
a través de un filtro bacteriolégico estéril que
seguidamente se guardaron en refrigeracién a 4°C
hasta la determinacion de la actividad enzimatica de
cada uno de los extractos™,

Determinacion de la actividad de Alfa Amilasa
Se rotularon 3 tubos de la siguiente manera: Tubo I (
reactivos), Tubo Il (testigo) y Tubo Il (Problema).
En los tubos Il y Ill se agregd 10ul del extracto
enzimatico, luego al tubo I y 11l se agreg6 0,5ml de
la solucién de almidon bufferado pH 5. Luego se
incubaron los tres tubos a 37°C por 7.5 minutos.
Finalizando dicho tiempo se le afadid 4.5ml de la
solucién reveladora (0,006% de 1,+0,06% de Kl en
HCI de 0,02M) a los tres tubos y se completaron los
volimenes con 10 pL y 0,5mL de agua destilada en
los tubos 1 y Il , respectivamente’®. Luego se midi6
la absorbancia a 574nm. Para el calculo del
resultado, se usé la siguiente formula

donde:

Absorbancia del Tubo Blanco= Abs. del Tubo I +
Abs. del Tubo Il

Absorbancia del Tubo Problema= Absorbancia del
producto de la reaccion debido a la actividad del
extracto enzimatico originado por la cepa A. oryzae
2094.

Determinacion de la actividad de las enzimas
proteoliticas.

Se trabajaron con tres tubos (I, 11, 111). A los tubos I
y |l se les afiadid 2 ml de caseina al 1% y 2ml de
buffer fosfato 0,1 M pH 8. A los tubos 1 y I11, se les
afadio 2ml del preparado enzimatico. Para igualar
los volumenes se afiadi6 agua destilada a los tubos |1
y I11. Se mezclaron y se colocaron en bafio de agua a
37°C durante 30 minutos. Finalizado el tiempo de
reaccion, se tomaron alicuotas de 0,5 ml de cada uno
de los tubos y se trasladaron a otro sistema de tubos
numerados (I’, II’, III") a los cuales se les agrego 1
ml de solucion de ninhidrina a cada uno. Se
mezclaron y se llevaron a un bafio de agua hirviendo
(franca ebullicién) durante 3 a 5 minutos, luego se
les retir6 y agregd 3,5 ml de agua destilada.
Finalmente, se mezclaron por inversion y se midio la
absorbancia en espectrofotémetro a 640 nm. Se
defini6 que una unidad de actividad enzimética
proteolitica UE/g corresponde a la cantidad de
enzimas que libera un lpg de caseina por minuto
bajo las condiciones de ensayo. Este analisis de la
actividad fue hecha para el extracto enzimatico
producido por la cepa A. oryzae 2095",

Absorbancia (Blanco) — Absorbancia (Problema)
Amilasa, UA/dL . X 1000
Absorbancia (Blanco)

Preparacién del indculode S. cerevisiae.

A partir del cultivo puro, se reactivé sembrando en
placas conteniendo Agar Sabouraud Glucosa
Enriquecido (ASGE), y se incubaron a 30°C durante
36 horas.Luego secosecharon las células de
levaduras utilizando de 2 a 3 ml de Solucion Salina
Fisiolégica (SSF) por placa de cultivo.
Seguidamente, se reunieron todas las suspensiones
en un tubo estéril y se homogeniz6 la suspension.
Posteriormente, se realiz6 una observacion en fresco
utilizando azul de metileno para determinar la
viabilidad de las levaduras. Finalmente, se tomé una
alicuota de la suspensién y se hizo recuento celular
en camara de Neubauer haciendo diluciones
necesarias para obtener la concentracion de 2,7x10®
cel/ml*,

Determinacion de la fase logaritmica de
crecimiento de S. cerevisiae.

300ml de caldo melaza (melaza diluida hasta 14°B,
refrigerada a 4°C por 2 horas y decantada) a una
densidad de 1,05 Kg/dm® y a pH 4,5 fueron
esterilizados en autoclave a 121°C por 15 minutos.
Se pasé 200ml a un biorreactor aireado con
agitacion de 150 rpm, se enfri6 e inoculd 20ml de
suspension de levadura ( equivalente a una
concentracion final del 10% v/v en el sistema) y se
incubd a temperatura ambiente (20+1°C) durante 48
horas. Los recuentos de células se llevaron a cabo
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cada hora con el método de conteo directo en
camara de Neubauer, luego con los datos obtenidos
se elabord la curva de crecimiento™.

Fermentacion.

En 4 biorreactores de 500 ml estaticos y en
condiciones anaerdbicos se colocaron 352, 344, 336
y 360 ml de caldo melaza de 14°B a pH 4,5. A cada
uno de los biorreactores, se inocularon con 40 ml
(equivalente al 10% de volumen final en todos los
biorreactores) de suspension de levaduras en fase
logaritmica. Posteriormente, se les adiciond 8, 16, y
24 ml de la mezcla (en proporcion 1 a 1) de los
extractos enzimaticos ( producido por A. oryzae) en
los tres primeros biorreactores completdndose un
volumen final de 400ml; siéndo el Gltimo biorreactor
el control al que no se le afiadié extracto enzimatico,
luego se les hizo recuento inicial de levaduras en
camara de Neubauer. Finalmente, se dejaron los 4
biorreactores en incubacién durante 48 horas a
temperatura ambiente (20+1°C)™. Todos los ensayos
se ejecutaron en triplicado.

Mediciones finales de poblacién celular y grados
Brix.

Después de las 48 horas, en camara de Neubauer se
hizo recuento de poblacién celular de S. cerevisiae
en diluciones de caldo melaza fermentado. Asi
mismo, con el hidrémetro se midié los grados Brix
finales en los 4 biorreactores de fermentacion®®.
Determinacion del porcentaje de etanol.

Durante las 48 horas de incubacion, con el
Ebulloscopio de Malligan se midi6 el porcentaje (%)
de etanol en cada uno de los cuatro biorreactores.
Los resultados obtenidos se organizaron 'y
analizaron estadisticamente en base a la prueba de
analisis de varianza (ANAVA)*®.

RESULTADOS
Se observo que el momento dptimo de pasar la
levadura a la fase anaerébica fue a las 5 horas 23
minutos (Fig. 1). Asi mismo, se observd que la
mezcla de los extractos enzimaticos (complejo
enzimatico) favorecié (efecto enzimatico, Tabla 1)
la concentracion de etanol llegando al méximo valor
de produccién (Fig. 2) en la fase estacionaria
(después de las 12 horas).
Se encontr6 que el porcentaje de etanol producido
por S. cerevisiae fue mayor en el tratamiento con
4% de complejo enzimatico obteniéndose una media
de 4,47% de etanol a diferencia del control en el
cual se obtuvo 3,73% (Fig. 3). Sin embargo, se
obtuvo menor grado Brix en el tratamiento con 6%
de complejo enzimatico (Fig. 4).
El analisis de varianza indicé que si existe diferencia
significativa entre las variables de estudio
(produccion de alcohol y concentracion del compleo
enzimatico) a un nivel de confianza de 95% (Tabla
2). Asi mismo, el post anava sefiala que existe dos
grupos estadisticamente homogéneos. (Tabla 3).

Tabla 1. Actividad enzimética de los extractos de A. oryzae determinadas por la absorbancia promedio de los

ensayos de reaccion.

Extractos Absorbancias Actividad Enzimatica
(promedios)
| I 1
Aminolitico 0,2754 0,2524 0,1708 676,42 UA/dI
Proteolitico 1,7256 0,9870 0,0140 13,20 UE/g
4000000
= 3500000 Y= 17742'"{){) -187.61
= 3000000
B 2500000
S 2000000 Curva experimental
5 1500000 ) _
§ 1000000 Lmea,de.tendenoa
I~ 500000 logaritmica
0 h
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Fig. 1. Curva de crecimiento de S. cerevisiae (cel/ml) cultivado enmedio caldo melaza evaluado hasta las

25horas.
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Fig.2 Concentracion de etanol producido por S. cerevisiae en fermentacion de caldo melaza con tres

concentraciones del complejo enzimatico producido

4.6 4.47%

44 427% 427%

4.2

3.8{ 3.73%

%o de etanol

3.6

3.4

3.2

0% 2% 4% 6%

Concentracién de complejo enzimatico

Fig 3. Porcentaje de alcohol producido por S.
cerevisiae en fermentacién de caldo melaza con tres
concentraciones de complejo enzimatico producido
por A. oryzae a las 48 horas de fermentacion.

por A. oryzaeevaluado hasta las 48 horas.

cos . 657 6.67

6.66 6,65
6.64
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Grados Brix (°B)

6.56
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6.52 -
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Fig 4. Grados Brix de fermentacion alcoholica
suplementada con tres concentraciones de complejo
enzimatico.

Tabla 2. Analisis de varianza para porcentaje de alcohol segin concentraciones enzimaticas.

Fuente Suma de Gr.ados de Cuadr:?\do Cociente-F P-Valor
cuadrados libertad medio
MO(.:ieIo 0.486 1 0.486 6.65 0.0275
Residuo 0.730667 10 0.0730667

Tabla 3. Contraste maltiple de rango para porcentaje de alcohol seglin concentracidn enzimética
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Método: 95.0 porcentaje LSD

Nivel Frec. Media Grupos homogéneos

0 3 3.73333 X

2 3 4,26667 X

6 3 4,26667 X

4 3 4.46667 X
Contraste Diferencias +/- Limites
0-2 *-0.533333 0.380472
0-4 *-0.733333 0.380472
0-6 *-0.533333 0.380472
2-4 -0.2 0.380472
2-6 0.0 0.380472
4-6 0.2 0.380472

* indica una diferencia significativa.

DISCUSION

En la estandarizacién de la metodologia de la
fermentacion alcohdlica, hay una etapa muy
importante que es el momento de pasar la levadura
de fase aerobia a fase anaerobia®. La levadura se
debe pasar a la fase anaerobia cuando la curva de
crecimiento del cultivo estd en la fase exponencial
de desarrollo (Fig.1). Al realizar la incubacion
aerdbica con caldo melaza se presento la fase de lag
y la fase exponencial, lo que demostr6 que el caldo
melaza sirve como medio de crecimiento en
aerobiosis y como medio de fermentacién en
anaerobiosis®.

S. cerevisiae es una levadura que posee alta
actividad metabdlica, por lo que en la fase aerobia se
caracteriza por la produccion de biomasa y la fase
anaerobia generalmente por la produccion de
etanol®(Fig.2). Es importante la fase aerébica
debido a la produccién de enzimas como la enzima
tipo invertasa propia de la levadura que le permitan
metabolizar la sacarosa presente en el caldo melaza
produciendo glucosa y fructosa; asi mismo, el
complejo enzimético actuaria sobre las sustancias no
fermentables presentes en la melaza, convirtiéndolas
en  monosacaridos, aminoacidos libres o
simplemente moléculas mas sencillas que podrian
ser facilmente asimilables por la levadura,
otorgandole de este modo una nutricibn mas
completa y mayor vitalidad disminuyendo asi el
grado Brix (s6lidos solubles) (Fig 1y 4).

Los grados Brix miden la cantidad de solidos
solubles en agua™. Los biorreactores, control y el
de 2% de complejo enzimético (equivalente a 8mL)
debido al metabolismo de la levadura en fase
aerdbica disminuyo los sélidos solubles presentes
en el caldo melaza, ambos biorreactores tiene igual
Brix finales (Fig.4); pero, el segundo borreactor de
2% se observa mayor porcentaje de alcohol en fase
anaerdbica (Fig.3), debido a que la levaduras han

aprovechado las moléculas sencillas liberadas por la
actividad del complejo enzimatico y por ello mayor
concentracion de alcohol en el biorreactor con 2%
de complejo enzimatico®"%,

El complejo enzimatico obtenido de A. oryzae
contiene enzimas de diferentes tipos y para la
investigaciéon se evalué el contenido de amilasas y
proteasas, donde la prueba de actividad arrojé un
concentracion de 676.42 UA/AL( unidades
aminoliticas por decilitro de solucién) (Tabla 1), que
indica que el complejo enzimatico puede hidrolizar
residuos de almidén (amilosa y amilopectina). Este
complejo  hidroliza enlaces alfa(1,4-1,6) de
polisacaridos proporcionando a la levadura nuevos
componentes®.

David Johnston, investigd nuevos procesos usando
proteasas de microbios y hongos para producir
etanol mas eficazmente, y ha descubierto que las
enzimas ponen mas nutrientes disponibles para la
levadura, acelerando la fermentacion de los
azlcares”. Asi mismo, trabajando con otros
investigadores, ha reportado que las o-amilasas
afectan la concentracion final del etanol dando como
resultado un aumento de 10,5 hasta 11,6%(v/v) con
una concentracion de a-amilasa de 42,8 U/g a nivel
de laboratorio®; ademés que, las proteasas también
pueden facilitar el proceso deshidratacion de los
restos solidos después de la extraccion del etanol®.
Sin  embrago, utilizando 4% del complejo
enzimatico (8 ml del extracto de amilasas y 8 mL
del extracto de proteasas) se obtuvo un aumento de
3,73 hasta 4,47% (v/v) de etanol con una
concentracion de 676,42 UA/AL de amilasa y
proteasas que hidrolizan 2,7305mg de caseina a
37°C en 30 minutos.

La prueba de la proteasa, fue incluida por la baja
especificidad que presentan las enzimas proteoliticas
de la levadura®. Las proteasas hidrolizan las
proteinas y aminoacidos para liberar Nitrégeno, el
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mismo que puede ser asimilado por la levadura para
mejorar la estructura  conformacional de la
membrana celular **; y por tanto dar una mayor
tolerancia a la inhibicion por concentracién de
alcohol y aumentar la poblacién celular?.

Existen muchos métodos bioquimicos que nos
permiten identificar la presencia de aminoécidos en
una muestra, dentro éstos destacan la formacion de
complejos cromdforos por interaccion  del
aminoécido y un reactivo especifico, en esta ocasion
se trabajé con la Ninhidrina, agente que al entrar en
contacto con aminoécidos libres da lugar a un
complejo visible de color azul-violaceo, lo que
permiti6 demostrar que el extracto enzimatico
adicionado al sistema contenia proteasas®, al liberar
aminoécidos de la caseina (fosfoproteina) en la
prueba de la proteasas.

Las melazas se diferencia de otras materias primas
empleadas en la produccion de etanol como maiz,
papa, milo y otros, en que éstos son productos de
plantas con alto contenido de carbohidratos
almacenados en la forma de almidon (biomasa
amilacea)’. Por lo tanto, estos materiales deben
pasar por un proceso de pretratamiento para
hidrolizarlos y obtener azlcares fermentables antes
de la fermentacion®. Sin embargo, ambas materias
primas necesitan la ayuda del complejo enzimatico
antes de la fermentacion para que obtener los
azlcares fermentables y puedan ser metabolizados
por la levadura.

Para procesar materiales que contienen azlcares no
fermentables (se hidrolizaran con la actividad del
complejo enziméatico para obtener azlcares
fermentable), azlcares simples y disacaridos, como
las mieles de la industria de la cafia de azdcar, se
consiguié concentraciones apropiadas (14°B) y
luego se agregd cantidades de levadura suficientes
(indculo de concentracion de 2,76x10° cel/mL que al
ser afiadido al sistema al 10%, la concentracion
inicial fué¢ de 2,76 X10" cel/mL). Sin embargo, el
porcentaje de alcohol que se obtuvo en la
fermentacion fué limitado (4,47%) posiblemente
debido a la mediana tolerancia de la levadura a las
concentraciones de alcohol como lo observado en
otras investigaciones, varfa de una cepa a otra®. El
etanol ejerce influencia negativa sobre muchos
componentes y eventos intracelulares; tales como la
inhibicion y desnaturalizacion de varias proteinas
internas y enzimas glicoliticas, la inhibicién del
flujo de protones inducidos por glucosa, asi como la
induccion de una acelerada reentrada pasiva de
protones? Asi mismo, se ha demostrado que las
membranas citoplasmaticas de varios organelos son
el blanco principal para la inhibicién por etanol®?,
El alcohol ocasiona alteraciones en la organizacion y
permeabilidad de las mismas al afectar su
composicién lipidica y el funcionamiento de
proteinas de membrana involucradas en el transporte
de azicares y aminoacidos®. Estos cambios en la
permeabilidad, causan la fuga de cofactores,
coenzimas y nuclettidos, esenciales para la

actividad de enzimas involucradas en la glicolisis y
produccion de alcohol®.

Una de las etapas en el proceso de fermentacién es
la preparacion del “mosto”, el cual en este caso, se
ajusté los grados Brix a 14° Brix (13.31% de
azlcares); ademas una concentracion Optima de
azUcar esta en el rango del 10 al 18%, siendo el
valor més corriente el de 12%". Cuando se trabaja
con concentraciones de azicar muy altas, del orden
de 22%, se ha observado una deficiencia
respiratoria en la levadura y un descenso de la
velocidad de fermentacién; sin embargo, al trabajar
con concentraciones muy bajas, el proceso resulta
antieconémico ya que requiere un mayor volumen
para la fermentacion' Tal es asi que, la evaluacion
de los grados Brix (solidos solubles), mostré una
disminucion al final de la fermentacion con respecto
al blanco (fermentacion alcoholica sin la adicion de
enzima), lo que indica que los azlcares reductores se
transformaron en etanol por lo tanto se observa la
disminucion de los grados Brix % .(Fig. 4).

Las condiciones de fermentacion también
constituyen factores importantes en la produccién de
etanol*™. Asi tenemos que el pH Gptimo para el
metabolismo de la levadura es de pH 4.5, la
temperatura es de 30°C y el tipo de sustrato que
debe tener azUcares fermentables, la levadura solo
metaboliza directamente azUlcares simples (glucosa y
fructosa). Para fermentar disacaridos como la
sacarosa presentes en jugos y mieles de cafia, la
levadura emplea la enzima invertasa para desdoblar
la sacarosa en sus azlcares simples glucosa y
fructosa®.

El porcentaje de alcohol producido por S. cerevisiae
empleando diferentes concentraciones del extracto
enzimético de A. oryzae arrojo valores bajos entre
427 y 4,47% (Fig. 3); en comparacion con otra
investigacion que reportan el incremento del grado
alcohdlico del 8% a 10% v/v con la adicion de
enzimas obtenidas por fermentacién en sustrato
s6lido con Rhizopus niveus®. Valores satisfactorio
pero muy bajos probablemente porque la cepa de
Saccharomyces usada no fue una cepa mejorada y ni
especifica para obtencion de alcohol por no
presentar tolerancia al alcohol (cepas con tolerancia
al alcohol soportan de 9 a 11% de alcohol) ; pero al
afiadir el complejo enzimatico presentdé mediana
tolerancia (cepas con mediana tolerancia soportan
de 4 a 8% de alcohol)?.

Segin el ANAVA, Puesto que el p-valor del
test F es inferior a 0,05, hay diferencia
estadisticamente significativa entre las porcentaje de
alcohol medias de un nivel de concentracion
enzimatica a otro para un nivel de confianza del
95,0% (Tabla 2). Por lo tanto; se concluye que el
complejo enzimético producido por A. oryzae tiene
efecto positivo sobre la produccion de etanol por S.
cerevisiae en condiciones de laboratorio. El post.
ANAVA (Tests de Rangos Miultiples), aplica un
procedimiento de comparacion mdltiple para
determinar las medias que son significativamente
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diferentes unas de otras. El asterisco que se

encuentra al lado de los 3 pares, indica que éstos

muestran diferencias estadisticamente significativas

a un nivel de confianza 95,0%. En la parte superior

de la tabla, se identifican 2 grupos homogéneos

segun la alineacion del signo X en la columna, lo
que indico que cualquiera sea la concentracion del
extracto enzimético se tendria el mismo efecto

positivo, (Tabla 3).

CONCLUSIONES

1. El complejo enzimatico producido por A. oryzae,
a una concentracion de 676,42 UA/L y 13,20
UE/g; tiene efecto positivo sobre la produccion de
alcohol etilico por S. cerevisiae cualquiera sea la
concentracion del extracto enzimatico.

2. La utilizacién del complejo enzimatico A. oryzae
constituye entonces un método sencillo de
incrementar la produccion de alcohol en
fermentacion de melazas de cafa.

3. Estadisticamente, existe diferencia significativa
entre los tratamientos ( 2, 4 y 6% de
concentracion del complejo enzimatico) y el
control.
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