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RESUMEN

TITULO: PRODUCCION ESTIMULADA DE ALCOHOL A PARTIR DE MIELES DE CANA
MEDIANTE UN COMPLEJO ENZIMATICO OBTENIDO DE Rhizopus spp.*

AUTOR: ADRIANA ESTHER PUENTES VEGA **

PALABRAS CLAVES: Mieles de cafa, Rhizopus spp., Complejo enzimatico crudo, amilasa,
etanol.

En la actualidad la comunidad internacional realiza grandes esfuerzos para disminuir su
dependencia a los combustibles fésiles tradicionales buscando fuentes de energia renovables
como por ejemplo la biomasa vegetal y ambientalmente mas limpias como los biocombustibles; las
mieles provenientes de la Cafia de Azucar (Saccharum officinarum) presentan un alto contenido de
azucares fermentables, que posicionan a este sustrato entre los mas importantes para la
produccion de bioetanol mediante el uso de levaduras particularmente Saccharomyces cerevesiae.

La presente investigacion plantea el aumento en la produccion de etanol mediante la obtencion de
un complejo enzimatico crudo producido por la fermentacion sobre salvado de trigo de cepas
nativas de Rhizopus spp. y su utilizacién en procesos fermentativos de mieles de cafia, asi como la
comparacion frente a un complejo enzimatico comercializado por la empresa Alltech, y otro
producto de una investigacion anterior desarrollado por el CINBBYA de la UNAB. Los resultados
mostraron un aumento en la produccion de etanol para las fermentaciones con adicion de los
complejos enzimaticos de aproximadamente un 4% v/v con respecto a un tratamiento control sin
enzima. Los complejos enzimaticos de mayor rendimiento son el complejo enzimatico comercial
Alltech y el complejo enzimatico crudo de Rhizopus spp. en concentraciones de 60 ppm.

* Proyecto de grado
** Facultad de Ciencias, Escuela de Biologia, UIS, Director Edgar Fernando Castillo, Codirectora
Graciela Chalela Alvarez.



ABSTRACT

TITLE: STIMULATED PRODUCTION OF ALCOHOL COMING FROM CANE’S HONEY BY AN
ENZYMATIC COMPLEX OBTAINED FROM Rhizopus spp *

AUTHOR: ADRIANA ESTHER PUENTES VEGA **

KEYWORDS: Cane’s Honey, Rhizopus spp., enzymatic crud complex, amylase, ethanol.

Actually the international community is making huge efforts to stop their dependence from the
traditional fossil combustible looking for renewable energy sources as for example vegetable
biomass or cleaner sources for the environment like combustibles which are crated biologically. The
honey which comes from the sugar cane (Saccharum officinarum) has a big quantity of fermentable
sugar which possessions it as one of the most important substrates for the production of bioethanol
by the using of particular yeast (Saccharomyces cerevesiae). This investigation establishes an
increase of ethanol’s production obtaining an enzymatic crud complex produced by the fermentation
over wheat bran of the underground parts of Rhizopus spp, and their utilization over fermentative
processes of cane’s honey and also its comparison towards an enzymatic complex commercialized
by Alltech, and another product of a previous investigation developed by CINBBYA from UNAB.

The results showed an increase of the production of ethanol for the fermentations with addition of
the enzymatic complex of approximately 4% v/v in comparison with the control treatment without
enzymes. The enzymatic crud complex of better performance belongs to the enzymatic complex of
Alltech and the enzymatic crud complex of Rhizopus spp with concentrations of 60ppm.

*Degree Project
** Science Faculty, Biology School, UIS, director Edgar Fernando Castillo, Codirector Graciela
Chalela Alvarez.



INTRODUCCION

Una de las areas tecnolégicas aplicadas que mas rapidamente avanza
actualmente es la biotecnologia; esta integra a la bioquimica y la microbiologia en
el uso de agentes biolégicos de distinta naturaleza, desde plantas y animales
hasta microorganismos para obtener productos de utilidad en muy diversos
campos: farmacéutico, diagnéstico, agricola, alimentario, ambiental, etc.; la politica
de desarrollo internacional la considera como pieza clave y fundamental para el

progreso industrial y economico de las naciones (Becker, et al., 1999).

La industria biotecnologica ha tenido gran repercusién en la medicina, agricultura,
la generacién de energia y la produccién de alimentos, de alli que sea considerada
como la gran revolucion técnica de este siglo, la cual ha logrado una serie de
avances tendientes a la disminucion de precios de los procesos industriales,
ahorro de energia, eliminacién de residuos contaminantes y sustitucion de
productos y aditivos en la alimentacion humana y animal. Entre estos avances se
destaca la produccion de biomasa, de enzimas solubles e inmovilizadas, de acidos

aminados, de biocombustibles, de saborizantes y otros productos. (Glazer, 1998).

La actualidad mundial enfrenta el agotamiento progresivo de sus recursos
energéticos, en su mayoria combustibles no renovables de origen fosil, a esta
problematica se suma el acelerado aumento en el consumo de energia; hechos
que direccionan el ejercicio investigativo hacia la busqueda de una alternativa
energética de origen renovable que supla eficientemente la demanda mundial
(Chum, et al, 2001; Roehr, 2001).



La biomasa de mas de 300 especies vegetales, entre las que podemos nombrar la
soya, la colza, la palma africana, el girasol, el maiz, el sorgo, la yuca, la
remolacha, la cafia de azucar, el bagazo, etc., puede ser procesada de multiples
formas para la obtencién de una amplia variedad de productos energéticos, como
el etanol, el biodiesel, el metanol, el hidrogeno, el butanol, entre otros, posiciona a
los combustibles de origen biolégico como los principales sustituyentes parciales
de los energéticos fosiles tradicionales como el petrdleo y el carbén (Macedo,
1996; Ballesteros, 1997; Sanchez, 2005; Vidmantiene, et al., 2005).

La cafa de azucar (Saccharum officinarum), es una planta de la familia Poaceae
caracterizada por sus tallos gruesos, blandos y jugosos, los cuales presentan una
variedad de colores que pueden ir desde el amarillo palido a purpura oscuro,
combinaciones de estos y rayas multicolores. Muchas de estas plantas tienen alto
contenido de azucares, elevada pureza en sus jugos y bajo contenido de fibra y
almidon. Se puede distinguir gran variabilidad para muchos caracteres
econdémicos y botanicos, incluyendo el contenido de sacarosa y la resistencia a
las enfermedades, pero son uniformes en cuanto a su baja adaptabilidad al estrés
ambiental y por ser un excelente cultivo para producir energia debido a su elevado
nivel de eficiencia en el proceso fotosintético, condicion que lo ubica como la
primera opcion para la produccion de alcohol carburante a partir de uno de sus
principales derivados, las mieles, ricas principalmente en sacarosa y otros
azucares. (Domingos, 1995; Sanchez, 2004; Suarez, et al, 2005; Xavier, 2007).

En Colombia la produccion de alcohol se destina principalmente como base para
bebidas alcohdlicas, pero también un alto porcentaje es utilizado como alcohol
antiséptico, como solvente y ultimamente como aditivo para la gasolina, la cual
precisa mezclarse con oxigenantes que proporcionen un aumento en su octanaje

otorgandole una mayor combustion, logrando disminuir las emisiones



contaminantes de hidrocarburos no oxidados completamente, tales como el
benceno, el tolueno, el etilbenceno, el xileno y el mondxido de carbono, causantes
de la contaminacion ambiental y del fendmeno de calentamiento global; por lo
tanto optimizar el proceso mediante el aprovechamiento maximo de la materia
prima mas utlizada, las mieles de cafa, ha sido objetivo de muchas
investigaciones (Ballesteros, 1997; Ancillotti, et al.,1998; Calero, et al., 2003;
Ocampo, 2004).

La falta de una tecnologia desarrollada en nuestro entorno que permita satisfacer
las necesidades de la industria colombiana de alcohol, hace necesario el estudio y
la optimizacidn de los procesos biotecnologicos existentes, que permitan el total

aprovechamiento de los recursos agroindustriales.

El uso de enzimas para hacer mas eficiente el proceso de produccién de etanol ha
adquirido gran importancia; complejos enzimaticos producidos por especies del
hongo Rhizopus, como resultado de su fermentacion sobre sustratos solidos ricos
en celulosa y almidon, como el salvado de trigo, el amaranto, la cascarilla de
arroz, entre otros, han logrado el beneficio esperado, incrementando Ila
productividad del proceso, resultando un aumento en cantidad y concentracion de
alcohol (Sheehan, 1999; Acevedo, et al., 2003; Hoyos, et al., 2004).

La utilizacion de este complejo enzimatico crudo como facilitador de la
fermentacion alcohdlica, otorgara a la cepa de Saccharomyces cerevisiae,
microorganismo encargado de fermentar las mieles de cafa, una nutricion mas
completa, convirtiendo azucares antes no fermentables en fermentables, lo cual
llevara a aumentar la produccion de etanol y a disminuir los residuos de

carbohidratos sin fermentar que hacen parte de la carga organica de las vinazas



generadas en el proceso de fermentacion, las cuales representan un problema
ambiental considerable, logrando como resultado un proceso mas optimo, viable
econdmicamente y amable con el medio ambiente, los cuales son los principales

objetivos perseguidos por esta investigacion (Acevedo, et al., 2003).

La presente tesis tiene como hipotesis que, el uso de un extracto crudo a partir de
cepas nativas de Rhizopus spp. puede ser una alternativa mas rentable y eficiente,

con relacion al producto comercial disponible (Allzyme).



JUSTIFICACION

En los ultimos 20 afios la mayoria de paises han realizado grandes esfuerzos a fin
de disminuir su dependencia del petréleo; como consecuencia se trabaja en el
desarrollo de fuentes renovables de energia que se posicionen como una
alternativa viable frente a los combustibles fésiles tradicionales. Paralelamente la
creciente preocupacion por la conservacion del medio ambiente se evidencia en
legislaciones puntuales que obligan a la utilizacibon de combustibles menos
contaminantes que los actuales. Asi mediante la Ley 693 de 2001 el Gobierno
Nacional reglamento las normas sobre uso de alcoholes carburantes, la fijacion de
estimulos para produccion, comercializacion y consumo de estos y establecio la
mezcla de gasolina con 10% de alcohol carburante a partir de Septiembre 27 de
2005 para las areas metropolitanas de Barranquilla, Bogota, Cali y Medellin y de
Septiembre 16 de 2006 para las areas metropolitanas de Bucaramanga,

Cartagena, Cucuta y Pereira (Colombia. Ministerio de Minas y Energia, 2003).

El bioalcohol representa una fuente de energia renovable, menos contaminante,
con una gran potencialidad y variedad en cuanto a materias primas entre las que
encontramos la biomasa lignoceluldsica que incluye residuos agricolas, forestales
y solidos urbanos, que comprenden aproximadamente el 50% de la biomasa
mundial, originando una produccion mas limpia, eficiente y rentable en
comparacion con el combustible de origen petroquimico utilizado en la actualidad
(Macedo, 1996; Moreira, et al., 1999; Chum, 2001; Roehr, 2001; Sanchez, 2005;
Xavier, 2007).



Siguiendo este orden de ideas una alternativa frente a los energéticos actuales
debe cumplir con caracteristicas como la de producir contaminacién minima, no
provenir de fuentes fésiles y por lo tanto disminuir la adicién neta de didxido de
carbono en la atmoésfera el cual aumenta el efecto invernadero; debe también ser
facilmente almacenable, renovable y sobre todo se debe producir empleando
tecnologia de factibilidad probada y en cantidad suficiente para suplir la demanda
(CORPODIB, 2002).

Dentro de este contexto se situa la presente investigacion, la cual se inclina por la
produccién y utilizacion en la fermentacion alcohdlica de mieles de cafa de
complejos enzimaticos producidos por microorganismos, entre los cuales se
destacan cepas nativas de Rhizopus spp., que se caracteriza por la produccién de
lipasas, macerasas, fitasas, rodanasas, hidrolasas, proteasas, amilasas,
amiloglucosidasas, alcohol deshidrogenasas, y dextranasas, las cuales actuan
sobre los polisacaridos convirtiéndolos en azucares fermentables, mejorando el
rendimiento del proceso de produccion de alcohol y disminuyendo la carga
organica presente en las vinazas, subproducto del bioproceso de fermentacion
alcoholica (Acevedo, et al., 2003; Hoyos, et al., 2004)

Asimismo establece parametros directos de comparacion en cuanto a la actividad
enzimatica, mas especificamente las Amilasas y rendimiento del proceso entre un
complejo enzimatico crudo sintetizado por cepas nativas de especies de Rhizopus
frente a la actividad de complejos enzimaticos comerciales producidos por
industrias biotecnoldgicas internacionales que han dado muy buenos resultados,
pero el costo después de las evaluaciones no las hace de interés econdmico
(Carrera J. 2005), con el fin de proponer iniciativas reales de independencia
tecnoldgica, aprovechando la microbiota nativa mediante su caracterizacion,

aislamiento y utilizacibn en bioprocesos industriales, definiendo lineas de



investigacion y desarrollo de tecnologias propias, mas econdmicas y efectivas
(Chalela, 2007) .



2. OBJETIVOS

2.1 GENERAL

Obtener un complejo enzimatico crudo a partir de Rhizopus spp. y su
utilizacion para estimular la eficiencia de produccién de etanol mediante la
fermentacion de mieles de cana con Saccharomyces cerevisiae, a escala

de laboratorio.

2.2 ESPECIFICOS

Realizar una caracterizacion fisico-quimica y una descripcion microbioldgica
de las mieles de cafa provenientes de la regién de la Hoya del Rio Suarez,
a utilizar como materia prima en el bioproceso, para identificar las

propiedades y la microbiota nativa.

Aislar e identificar cepas nativas de Rhizopus spp., a partir de diferentes
sustratos como aire, suelo, frutas utilizando medios modificados, que

induzcan el crecimiento del hongo.

Obtener un complejo enzimatico crudo a partir de las cepas aisladas de
Rhizopus spp. sobre medios de cultivo preparados para estimular su
produccién, en fermentacion en estado soélido, asegurando su

mantenimiento y productividad.



Evaluar la actividad enzimatica del complejo enzimatico crudo producido,
comparandolo con un complejo enzimatico comercial de la empresa Alltech
y un complejo enzimatico producido anteriormente en el Centro de

Investigacion en Biotecnologia, Bioética y Ambiente.

Evaluar la produccion de Etanol obtenido con la adicion del complejo
enzimatico crudo de Rhizopus spp. y compararlo con una fermentacion

alcohodlica control sin adicidon de enzima.

Realizar una caracterizacion general de las vinazas obtenidas en los
bioprocesos fermentativos de las mieles de cafia y proponer un tratamiento

bioldgico que permita disminuir el impacto ambiental de estas.



3. MARCO TEORICO

3.1 Caria de AzUcar

La cafa de azucar (Saccharum officinarum) (Figura1), es uno de los principales
cultivos agroindustriales a nivel mundial, debido al uso directo e indirecto de los
productos y subproductos en la alimentacion humana y animal, ademas es un
cultivo conservacionista y cumple un papel importante como mejorador de las
condiciones fisicas de los suelos. Este es un cultivo permanente, que se cosecha

en periodos que oscilan entre 12 y 24 meses (Domingos, 1995).

Figura 1. Cafa de Azucar (Tomado de Chalela, 2007)

La cafa de azucar pertenece al Reino Plantae, Division Magnoliophyta, Clase
Liliopsida, Orden Poales, Familia Poaceae, Género Saccharum, Especie

Saccharum officinarum.

10



El metabolismo fotosintético de esta planta C4, le confiere una alta eficiencia en la
conversion de la energia radiante en energia quimica, con tasas fotosintéticas
calculadas aproximadamente en 100 mg de CO; fijado por dm? de area foliar por
1995).
condiciones de cultivo produce volumenes superiores a las 100 t/ha de tallos y si

hora  (Domingos, Esta extraordinaria capacidad, que en buenas
se incluyen las hojas y puntas, que no se emplean para la produccion de azucar,
el volumen de biomasa vegetal se eleva en 20%. Por esto, el cultivo de la cana de
azucar representa un aporte ecologico de importancia como via para aliviar el
calentamiento de la atmésfera que se origina a través del llamado "efecto

invernadero" (Suarez y Morin, 2005).

Los parametros ambientales que mas afectan los procesos de bioconversion de
energia de la cana de azucar son: luz (intensidad y cantidad), concentracién de
CO,, disponibilidad de agua y nutrientes y temperatura; este ultimo es de los
factores climaticos, mas importante para la produccién de cafa de azucar. La
planta, generalmente, es tolerante a altas temperaturas, produciéndose en
regiones con temperatura media de 47°C; en temperaturas mas bajas (menos de
21°C), disminuye el crecimiento y se promueve la acumulacion de sacarosa
(Domingos, 1995). La composicién quimica de los tallos y hojas de la cafa de

azucar se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Componentes de la Cafia de Azucar (Tomado de Noa, 1982. Modificado

por la Autora)

Componentes | Materia | Azucares | Sacarosa | Fibra | Cenizas | Agua | Otros
Seca Totales

Tallos 29% 15.4% 14.1% | 122% | 0.5% 71% | 0.8%

Puntas y 26% 0.2% -- 19.8% | 2.3% 74% | 2.4%

Hojas
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Muchos de los subproductos de la cafa de azucar tienen una amplia aplicaciéon
industrial (Tabla 2); el hecho de que la cafia de azucar haya sido utilizada durante
mas de 400 afios como materia prima para la produccion de azucar, convirtié en
un paradigma industrial la sintesis de sacarosa como la caracteristica mas
importante de esta planta. La industria de los biocombustibles se ha convertido en
uno de los principales destinos de los subproductos de la cafia ya que alrededor
de las dos terceras partes de los casi 250 millones de toneladas de cafa que se
producen cada afio en el mundo se destinan a la produccion de alcohol etilico para
combustible automotor, tanto en forma directa, como para aditivo de la gasolina
(Fundagao Cargill, 1987; ICIDCA, 1999; Spillman, 2003; Suarez, et al., 2005).

Tabla 2. Subproductos de la Cafia de Azucar, Procesos de Transformacion y su

utilizacion en la Industria (Tomado de Suarez y Morin, 2005. Modificado por la

Autora)
Producto Proceso Utilizacion
Quimico Biotecnolodgico

Sacarosa X Industria alimentaria

Glucosa X Ind. alimentaria y
farmacéutica

Fructosa X Ind. alimentaria y
farmacéutica

Alcohol etilico X Combustible,
bebidas, ind.
Quimica

Levaduras X Panaderia, Bebidas

L-Lisina X Piensos y alimentos

Acido citrico X Ind. Alimentaria y
farmacéutica

Acido lactico X Ind. quimica y
farmacéutica

Acido acético X Varias industrias

Acido oxalico X Ind. quimica y
construcciones
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3.1.1 Cultivo de cafia en Colombia

Su cultivo en Colombia es considerado la segunda agroindustria rural en
importancia después del cultivo del café y representa cerca del 20% de los cultivos
permanentes del pais. La regién del pais con mayor numero de hectareas
cultivadas de cafia de azucar (Saccharum officinarum) es el Valle del Rio Cauca
(Figura 2) con mas de 200.000 Hectareas, destinadas a la produccion de azucar y
15.000 Hectareas proyectadas como materia prima para la produccion de
biocombustibles. En otras zonas del pais como los departamentos de Santander,
Antioquia, Cundinamarca, Boyaca, Tolima, Huila, Cauca, Caldas, Narifio y Norte
de Santander se cultiva la cafia principalmente para la produccion de panela
(Calero, et al., 2003; Bustos, 2006; Kafarov et al., 2006).

Figura 2. Zonas de Cultivo de Cafna en Colombia con Potencial para la Produccion
de Bioetanol (L/dia) (Tomado de Kafarov, et al., 2006)

Costa Norte
— 3zoo.000 lt/detanol
10,000 Has Cafla
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250.000 1t/d etancl
10.000 Has Cafia

Antioguia

] __ 350.000 lt/d etanol
| -

ig.000 Has Cafia

Valle
jco.000 lt/d etanol
15.000 Has Cafia

Rio Suarez
¥ 3a00.000 It/d etancl
30.000 Has Cafia

Villeta y Sasaima
zo0.000 lt/d etanol
Huila 15.000 Has Cafia
200.000 lt/d etanscl

3 P~
10.000 Has Cada —

Narifio /
150000 lt/d etatiol

15.000 Haz Cafia

Llanos
1o0.000 lt/detancl
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La zona conocida como la Hoya del Rio Suarez (Figura 2), en donde convergen
municipios del Sur de Santander (Puente Nacional, Barbosa y Glepsa) y del norte
de Boyaca (Moniquira, Togui, San José de Pare, Chitaraque y Santana), son los
principales productores de cafia panelera en el oriente del pais, donde se
constituye en el principal cultivo, siendo uno de los renglones agroindustriales de
mayor tradicion, convirtiendose por lo tanto, en la base economica de la zona
(Bustos, 2006; Zambrano, 2005). Esta region se ha visto enfrentada a una
problematica socio- econdmica, ya que la agroindustria de la panela se ha visto
afectada por la fluctuacion de los precios que originan incertidumbre en torno a la
rentabilidad de la actividad productiva. También es importante anotar la extensa
cadena de comercializacidén que eleva el precio al consumidor final. La calidad de
la panela se ve afectada por la falta de uniformidad en cuanto a peso y tamano,
color, caracteristicas fisico quimicas y microbiologicas, sistemas de empaque y
almacenamiento que inciden en la estandarizacién del producto para asi fortalecer

procesos de mercadeo institucional (Zambrano, 2005; Mojica, et al., 2004).

Debido a que la region de la hoya del rio Suarez presenta una gran potencialidad
con referencia a la mano de obra disponible, la materia prima como la cafa
panelera (Figura 2), fue escogida por inversionistas privados como una de las
nueve regiones para crear un complejo agroindustrial para realizar el montaje de
plantas de alcohol carburante. Ademas de considerar el abastecimiento de
materias primas basicas y de gran consumo para utilizar en el proceso industrial
de produccion de alcohol, también se considerd la cercania que tiene la region de
la Hoya del Rio Suarez como zona estratégica con la capital de la republica y
ademas con las ciudades de Tunja y Bucaramanga, para la adquisiciéon de los

diferentes materiales que sean necesarios para el proyecto (Calero, et al., 2003).
Un punto muy importante a tener en cuenta dentro de la produccién de alcohol
son las vinazas generadas en el proceso, debido a que son contaminantes de las

fuentes hidricas, por su pH bajo y el contenido de materia organica elevado de 6.5
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a 7.5%, entre otros; por lo tanto es necesario la busqueda de alternativas de

manejo de estos subproductos (Ocampo, 2004; Gémez et al., 2000;)

Se ha despertado interés general por realizar aquellos proyectos de investigacion
que aumenten la eficiencia en la produccion de etanol usando como materia prima
las mieles derivadas de las variedades de cafa sembradas en la regién de la hoya
del rio Suarez, pero a la vez aquellos que minimicen el impacto ambiental del

bioproceso global de la fermentacion.

3.2 Produccién de etanol

La fermentacién alcohdlica es el proceso bioquimico por el cual microorganismos
como las levaduras, entre ellas diversas variedades microbianas de
Saccharomyces cerevisiae, transforman los sustratos ricos en azucares en
Etanol y CO,. Para que esta tenga lugar, el sustrato a fermentar debe manejarse
en condiciones limitantes de oxigeno. (Zambonelli, 1988; Glazer, 1998; Madigan,
1999).

Las variables que intervienen en el proceso fermentativo son: (Ward, 1989;
Mandigan, 1999)

e Concentracion de azucar: Este es el factor mas importante pues incide
directamente en la velocidad de fermentacion y en la concentracion
alcohdlica la cual influye en la actividad de la levadura. Una concentracion
de 10 a 18% es la mas adecuada. Un aumento en la concentracion,
aumenta el tiempo de fermentacion y una concentracion muy baja no
resulta econdémica.

e pH del mosto: La fermentacion se efectua satisfactoriamente cuando el pH

del mosto se encuentra entre 4 y 5. Este pH es el 6ptimo para la
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multiplicacién de la levadura y evita la contaminacién del sustrato por
bacterias y hongos filamentosos.

e Temperatura: La temperatura de crecimiento de la levadura, es en general
25 - 30°C, en un maximo comprendido entre 34 — 47°C.

e Tiempo de fermentacion: La fermentacion se lleva a cabo sobre las 50
horas 0 menos, dependiendo de la temperatura, concentracion inicial y

reduccidon de azucares.

En condiciones oxigénicas las levaduras se multiplican abundantemente con un
rendimiento en biomasa muy alto ya que se consigue 1g de levadura por cada 4g
de azucares consumidos. En condiciones anoxigénicas las levaduras realizan la
fermentacion alcohdlica, es decir degradan los azucares de forma incompleta
generando C,Hs0OH, CO,, energia y vinazas. En estas condiciones el rendimiento
en biomasa es de tan solo 1g de levadura por cada 100g de azucares consumidos
(Mesas, et al., 1999).

La via por medio de la cual las levaduras metabolizan los azucares
transformandolos en etanol y CO, se conoce con el nombre de via Embden-

Meyerhof- Parnas (Figura 3) (Bruchmann, 1980).

Figura 3. Formacioén de Etanol a partir de Glucosa por Saccharomyces cerevisiae
(Tomado de Salgado, 2007)

Glucosa —» ———> — Piruvato — Acetaldehido ———» Etanol
NAD* NADH NADH NAD*
0 NADH
= 3 Ht  co, + H* NAD*
hﬁ‘""x .f".l:‘:’o .'" H"' .f'-.:":::’o ', ."'-’l H\"‘\. .f"'fDH
8] T \ / T, N _ ”__-T
Piruvato ! Alcohol
CH:  descarboxilasa CHy deshidrogenasa CHs
Piruvato Acetaldehido Etanol
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Saccharomyces cerevisiae, es un hongo unicelular, perteneciente al Dominio
Eucharya, Phyllum  Ascomycota, Clase Hemiascomycetes, Orden
Saccharomycetales y Familia Saccharomycetaceae, que presenta células
alargadas, globosas o elipsoides con gemaciones o blastosporas laterales
multilaterales (Figura 4). Presenta reproduccion asexual por gemacion cuando se
encuentra en su forma haploide (n), y de manera sexual cuando a partir de un
cigoto (2n) se forma un Asco que contiene cuatro ascosporas haploides (Figura 5).
Este microorganismo se ha estudiado ampliamente como modelo simple de la

célula eucariota (Gonzalez, et al., 2000).

Figura 4. Observacidon microscopica de S. cerevisiae. Notese las células

vegetativas y los Ascos con ascosporas. Coloracion azul de Lactofenol. (40x)
(Tomado de Chalela, G., 2007)
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Figura 5. Ciclo biolégico de S. cerevisiae. (Tomado de Glazer, et al., 1998.

Modificado por la Autora)
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En la industria, Saccharomyces cerevisiae es una de las levaduras que mas se
utiliza para la fermentaciéon de sustratos tales como las mieles de cafa, y es
responsable de la fermentaciéon de la mayor parte de los azucares de esta materia
prima. Su poder alcoholégeno es elevado (17°) y es bastante resistente al SO,
(250 mg/L) (Mesas, et al., 1999). Aunque tiene muchos atributos para ser
considerada como un microorganismo ideal para la produccion de etanol tiene
limitaciones significativas tales como un rango reducido de sustratos ya que
fermenta solo azucares tipo glucosa, fructosa, galactosa, maltosa, maltotriosa y
xylulosa, al igual que no asimila cadenas de glucosa llamadas dextranas que
pueden ser cuantificables como azucares reductores y adicional a esto posee un
bajo limite de tolerancia al etanol, el cual es toxico para la levadura en
concentraciones comprendidas entre 8 y 18% en peso, dependiendo de la cepa y
del estado metabdlico del cultivo. En concentracion de 11% en volumen de etanol
la actividad fermentativa de S. cerevisiae es inhibida debido a cambios
estructurales de la membrana citoplasmatica (Bruchmann, 1996; Glazer, et al.,
1998; Hoyos, et al., 2004).
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3.2.1 Vinazas

Las vinazas son un subproducto de la fabricaciéon de alcohol que se produce en
una proporcion de 13:1, es decir, por cada litro de alcohol se obtienen 13L de

vinaza.

De acuerdo con Ferreira y Montenegro (1987) esta proporciéon puede variar entre

10:1 y 15:1. Recientemente se han desarrollado cambios en el proceso de
fabricacién de alcohol para obtener vinaza mas concentrada; en Colombia, por
ejemplo, la Industria de Licores del Valle produce 2.5L de vinaza con 55% de

sélidos totales por cada litro de alcohol producido.

Las vinazas contienen principalmente materia organica, potasio (K), azufre (S),
magnesio (Mg), nitrogeno (N) y calcio (Ca); sin embargo, esta composicion es
variable segun provenga de melaza, jugo o la mezcla de ambos. De acuerdo con
analisis realizados en Brasil (Gloria et al., 1983), la vinaza proveniente de melaza

presenta los mayores contenidos de materia organica y elementos minerales

(Tabla 3).

Tabla 3. Composicion quimica de la vinaza segun proceda de jugo, melaza

O la mezcla de ambos (Tomado de Orlando, 1991)

Propiedad Jugo Melaza Mixto de melazay
jugo
N (kg/m®) 0.28 0.77 0.46
P,Os (kg/m°) 0.20 0.19 0.24
K0 (kg/m®) 1.47 6.00 3.60
CaO (kg/m®) 0.46 2.45 1.18
MgO (kg/m°) 0.29 1.04 0.53
SO, (kg /m°) 1.32 3.73 2.67
Materia organica (kg/m®) 23.44 52.04 32.63
Fe (ppm) 69 80 78
Cu (kg/m®) 7 5 21
Zn (kg/m°) 2 3 19
Mn (kg/m®) 7 8 6
pH 3.7 4.4 4.1
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Se estima que por una tonelada de cafia destinada para la produccion de azucar
se obtienen alrededor de 45Kg de melaza que pueden producir 12L de alcohol
(Orlando, 1991) y entre 30 y 156L de vinaza segun los contenidos de sélidos

totales.

Como respuesta al preocupante deterioro ambiental ocasionado por las vinazas
producto de la actividad fermentativa de las mieles de cana se realizan procesos
de compostaje. En este sentido, se han logrado algunos avances en la fabricacion
de un abono organico granulado preparado a partir de una mezcla de cachaza y

cenizas enriquecida con vinaza (Quintero, 2004).

3.2.1.1 Compostaje

El Compostaje se puede definir como una biotecnologia donde es posible ejercer
un control sobre los procesos de biodegradacion de la materia organica.

La biodegradacion es consecuencia de la actividad de los microorganismos que
crecen y se reproducen en los materiales organicos en descomposicion. La
consecuencia final de estas actividades vitales es la transformacion de los
materiales organicos originales en otras formas quimicas. Los productos finales de
esta degradacion dependeran de los tipos de metabolismo y de los grupos
fisiologicos que hayan intervenido. Es por estas razones, que los controles que se
puedan ejercer, siempre estaran enfocados a favorecer el predominio de
determinados metabolismos y en consecuencia a determinados grupos fisioldgicos
(Chalela, 2007).

De la Molienda de la cana de azucar resulta un residuo fibroso llamado bagazo
rico en material celulésico y con algun valor nutricional para nutricion animal o
vegetal. De la etapa de clarificacion en la que el jugo de cafia extraido es sometido

a un proceso de decantacion, resulta un precipitado que luego de filtrado con
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bagacillo como medio filtrante, se obtiene un producto de 70 a 80% de humedad
llamado cachaza (Figura 6) (Chalela, 2007).

Figura 6. Subproductos de la Industria de la cafa de azucar y su utilizacion en el

compostaje (Tomado de Chalela, 2007)
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El compost o bioabono, es el producto de un proceso de descomposicidn o

degradacion aerodbica termofilica de los materiales de desechos organicos, por la
accion de una poblacién mixta de microorganismos, como bacterias y hongos
actinomicetos, en un ambiente calido, humedo y aireado, que permiten la

obtencion de humus entre aproximadamente seis (6) a siete (7) semanas.

Como resultado, sube la temperatura de la pila, acelerando por tanto el proceso
basico de degradacién natural, que normalmente ocurre con lentitud en desechos

organicos que caen sobre la superficie del suelo.
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3.3 Enzimas

Las enzimas son catalizadores organicos de naturaleza proteica, que aceleran la
velocidad de las reacciones termodinamicamente posibles, como las de sintesis,

hidrdlisis e isomerizacion (Rosas, 2003).

Al ser catalizadores, las enzimas son eficientes en pequefas cantidades, no se
modifican durante las reacciones y no afectan el equilibrio de estas. Son
componentes del citoplasma donde se sintetizan y su principal caracteristica es la
especificidad; de manera que cada enzima cataliza un solo tipo de reaccién y casi
siempre actua sobre un unico sustrato o sobre un grupo muy reducido de ellos.
Esta caracteristica depende de la estructura quimica de la proteina (Chalela, et al,
1989).

La mayoria de las reacciones quimicas que se llevan a cabo en los seres vivos
son catalizadas por enzimas. En una reaccion que es catalizada por una enzima la
sustancia sobre la que actua la enzima se conoce como sustrato; este se une a
una regién concreta de la enzima, llamado centro activo, el cual comprende un
sitio de unién formado por los aminoacidos que estan en contacto directo con el
sustrato y de un sitio catalitico, formado por los aminoacidos directamente
implicados en el mecanismo de la reaccion. En 1894 Fisher propuso la hipétesis
llave y cerradura para explicar el mecanismo de accion de las enzimas en el cual
el centro activo es rigido (Figura 7A), y en 1958 Koshland propuso el modelo
adaptacion inducida en donde el centro activo es modificado y adquiere la forma
rigida complementaria solo después de unirse al sustrato (Figura 7B) (Murray, et
al., 1997; Mathews, et al., 2002; Wilches, 1993).
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Figura 7. Modelos de Accion enzimatica A. Llave y Cerradura de Fisher
B. Adaptacion Inducida de Koshland (Tomado de Mathews, et al., 2002.
Modificado por la Autora)

A.

Conformacion del
estado de transicion

La actividad enzimatica es sensible a cambios en factores externos tales como:
(Wilches, 1993; Murray, et al, 1997)

o pH: Debido a que la conformacion de las proteinas depende en parte de
sus cargas eléctricas, habra un pH en el cual la conformacion es la mas
adecuada para la actividad catalitica. Este es el llamado pH Optimo.
Desviaciones de pocas décimas por encima o por debajo del pH o6ptimo

pueden afectar drasticamente su actividad.

o0 Temperatura: En las reacciones catalizadas los aumentos de temperatura

tal como sucede en las reacciones quimicas en general, aceleran las
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reacciones quimicas: por cada 10°C de incremento, la velocidad de
reaccion se duplica. Sin embargo, por ser proteinas, después de cierta
temperatura, esta se comienza a desnaturalizar por el calor. Por lo tanto
también se presenta una temperatura Optima en la cual la actividad
catalitica es maxima. Por encima de esta temperatura, el aumento de
velocidad de la reaccidén debido a la temperatura es contrarrestado por la

pérdida de actividad catalitica debida a la desnaturalizacién térmica.

o Cofactores: Algunas enzimas para cumplir su funciéon requieren la
presencia de sustancias no proteicas que colaboran en la catalisis, son los
denominados cofactores, los cuales son iones inorganicos como el Fe™,
Mg™, Mn™*, Zn™, o las coenzimas que son moléculas organicas, como por
ejemplo, la vitamina B que participa en la reacciones biolégicas de

oxidacioén y reduccion.

La International Union of Biochemistry System (I.U.B) adopté una clasificacién
enzimatica basada en la reaccion quimica catalizada o propiedad especifica de
cada enzima. Las caracteristicas principales del sistema |.U.B para clasificar las

enzimas son las siguientes: (Wilches, 1993; Nufiez, 2001)

e Las reacciones y las enzimas que las catalizan se dividen en 6 clases
principales, cada una con 4 a 13 subclases.

e El nombre de la enzima tiene 2 partes: primero esta el nombre del o los
sustratos y luego la terminacion asa.

¢ Informacioén adicional de ser necesaria para aclarar el tipo de reaccion, se
puede sefalar en paréntesis.

e A cada enzima se le ha asignado un numero clave sistematico (E.C.) que
caracteriza el tipo de reaccion segun la clase (primer digito), subclase
(segundo digito) y subclase (tercer digito). El cuarto digito es para la enzima

especifica.
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Las seis clases de enzimas se presentan a continuacion utilizando ejemplos de
cada una de ellas: (Wilches, 1993; Nufez, 2001)

1. Oxidoreductasas: Son las que catalizan reacciones de oxidorreduccién, es
decir, transferencia de hidrégeno (H) o electrones (e”) de un sustrato a otro, segun
la reaccion general:

AH;+B === A+ BH,

.
Ared + Box . on + Bred

R
Ejemplo: Alcohol + NAD* S Aldehido o Cetona + NADH + H*
Reaccion catalizada por la enzima 1.1.1.1 Alcohol:NAD oxidorreductasa (alcohol

deshidrogenasa)

2. Transferasas: Son las que catalizan la transferencia de un grupo quimico

(distinto del hidrégeno) de un sustrato a otro segun la reaccion:

—_—
AB+ C ™ A+C-B

—
Ejemplo: ATP + D- hexosa ~ ADP+ D- hexosa-6-fosfato

La enzima que cataliza la reaccion es 2.7.1.1 ATP:D-6-hexosa-6-fosfotransferasa

(hexocinasa)

3. Hidrolasas: Son las que catalizan las reacciones de hidrdlisis.
A-B + H,0O —"L‘ AH + B-OH

Ejemplo: Un B-D-galactésido + H,O # un alcohol + D-galactosa
Reaccion catalizada por la enzima 3.2.1.23 3-D-Galactésido galactohidrolasa (B-

galactosidasa)
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4. Liasas: Aquellas que catalizan reacciones de ruptura o soldadura de sustratos:

A-B = A+B

S
Ejemplo: Una cetosa -1-fosfato =—— fosfato de dihidroxiacetona + un aldehido
La reaccion es catalizada por la enzima 4.1.2.7 Cetosa-1-fosfato aldehido-liasa

(aldolasa).

5. Isomerasas: Aquellas que catalizan la interconversién de isbmeros:

—_—
A‘\_B

Ejemplo: D-Gliceraldehido-3-fosfato # fosfato de dihidroxiacetona
Reaccion catalizada por la enzima 5.3.1.1 D-gliceraldehido-3-fosfato cetol

isomerasa (triosafosfato isomerasa).

6. Ligasas: Enzimas que catalizan la unién de dos sustratos acoplada a una
hidrdlisis de un enlace pirofosférico en el ATP o un compuesto similar. Estan
incluidas las enzimas que catalizan las reacciones que forman enlaces C-O, C-S,
C-Ny C-C:

A+B+XTP A-B + XDP + P,

("

Ejemplo: ATP acetil-CoA + CO, ADP + Pi + malonil-CoA
La reaccion es catalizada por la enzima 6.4.1.2 Acetil-CoA: CO, ligasa (ADP)

(acetil-CoA carboxilasa).

3.3.1 Tecnologia enziméatica

El area de tecnologia enzimatica incluye el extenso campo de las fermentaciones,

asi como la mejora genética de microorganismos de aplicacién en biotecnologia y

la produccion de proteinas y enzimas, para su utilizacion en industrias como la de

26



alimentos, la farmacéutica, la quimica, entre otras (Gasesa et al., 1990; Chaplin, et
al., 1992; Pandey, et al., 2005)

La tecnologia enzimatica comprende: 1) el hallazgo de una fuente productora
eficiente ya sea de origen microbiano, vegetal o animal, 2) el aislamiento y
purificacion de la enzima deseada, 3) determinar una metodologia 6ptima de
utilizacion, ya sea por inmovilizacion o recuperacion, y 4) comprobar la ventaja del
proceso realizado por via enzimatica en comparacion al mismo sin la utilizacién de
la enzima (Bruchman, 1980; lllanes, 1994; Wiseman, 1995; Carrera, 2002; Bell, et
al., 2003).

La fuente mas usada y que mayor variedad de enzimas ofrece es la microbiana
debido a que presenta ventajas sobre la enzimas de otras fuentes animales o
vegetales, tales como la diversidad de bacterias y hongos clasificados como
GRAS (Generally Recognized as Safe) por las agencias internacionales de salud y
seguridad industrial, debido a que no producen toxinas ni son patdgenos, lo que
permite usarlos en un amplio numero de industrias, ademas presentan una rapida
multiplicaciéon celular y factibilidad de recombinacién genética mediante el uso de
plasmidos que les otorgan aumentos significativos en la variedad, concentracién y
produccion enzimatica a un bajo costo, debido a su ubicuidad y al amplio rango
metabdlico, lo cual se traduce en la variedad de sustratos nutricionales que
incluyen desechos industriales, como por ejemplo, los residuos lignoceluldsicos
(Glazer, et al. 1998).

Las enzimas microbianas se pueden clasificar de acuerdo a su localizacion al
momento de sintetizarse en: Exoenzimas, las cuales son sintetizadas dentro de la
células, pero luego son vertidas al sustrato y Endoenzimas, que permanecen al
interior de la célula luego de que son sintetizadas y para su extraccion es

necesario someter a la célula a un tratamiento adecuado tal como ruptura
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mecanica, fraccionamiento, desecacion, entre otros (Bruchmann, 1980; lllanes,
1994; Wiseman, 1995; Carrera, 2002).

También se pueden clasificar en: 1) Enzimas constitutivas que como su nombre lo
dice estan siempre presentes en la célula (se sintetizan siempre), las cuales se
necesitan en todo momento porque catalizan principalmente reacciones de
obtencion de energia o de obtencién de carbono, como por ejemplo las enzimas
que degradan la glucosa y 2) Enzimas adaptativas, que solo se sintetizan cuando
son necesarias; estas pueden ser de dos tipos: a) Enzimas represibles que son
aquellas que catalizan la biosintesis de un compuesto que puede ser, biosintesis
de aminoacidos, purinas, pirimidinas y que solo se sintetizan si el producto esta
ausente en el medio de cultivo, por ejemplo, las enzimas que catalizan la sintesis
de Arginina (Arg) solo se sintetizan si no hay Arg en el medio, cuando se sintetiza,
esta reprime la biosintesis de las enzimas que participan en su formacion.
b) Enzimas inducibles la cuales catalizan el uso de un compuesto como fuente de
enzimas y/o como fuente de carbono, y solo se sintetizan en presencia del
sustrato como por ejemplo la B-galactosidasa que solo se sintetiza en presencia
de lactosa (Vasquez, 2004; Cruz, 2006).

En la preparacion de una enzima con fines industriales, se comienza por obtener
primero un extracto enzimatico crudo, para su extraccidn se usan soluciones
tampones, la separacién de las células se hace por centrifugacion o filtrado, asi se
obtiene el extracto crudo de la enzima la cual puede utilizarse directamente

después de adicionarle un antiséptico (Bruchmann, 1980; Carrera, 2002).

3.3.1.1 Amilasas

Las amilasas son enzimas que actuan sobre el almidén hidrolizando los enlaces

glicosidicos a-(1,4) y/o a-(1,6) y poseen diversas aplicaciones en la industria,
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como por ejemplo en la produccion de jarabes y dextrosa soélida que contienen
oligosacaridos como la maltosa y la glucosa, en cerveceria, en trabajo de
panaderia y en la eliminacion de residuos de almidén en la fabricacion de textiles.
Las amilasas mas utilizadas en la biotecnologia son la a-amilasa, B-amilasa,
amiloglucosidasa y pulunanasa, entre otras, producidas por microorganismos tales
como Bacillus subtilis, Bacillus mesentericus, Aspergillus oryzae, Aspergillus niger,
Rhizopus spp., principalmente (Bhella, et al., 1985; Chalela et al., 1989; Pandey, et
al., 2000; Van Der Maarel, et al., 2002; Tunga, et al., 2003; Spier, et al., 2004).

Los dos grupos mas importantes de enzimas amilasicas son:

1. a-Amilasa: EC 3.2.1.1 a-1,4-D-glucan glucanohidrolasa (endoamilasa), hidroliza
los enlaces a-1,4-glisosidicos de la amilosa, amilopectina y glicbgeno, pero no
actua sobre los enlaces a-1,6 glicosidicos de la cadena ramificada del almidén. La
hidrolisis de la a-amilasa causa una conversion en glucosa, maltosa, maltotriosa y
a-dextrinas (Vargas, 2002; Gupta, et al., 2003; Souza, 2003; Spier, 2005).

2. B-Amilasa: EC 3.2.1.2, a-1,4-D-glucan maltohidrolasa (amilasa sacarogénica),
actua sobre lo extremos no reductores de la amilosa, amilopectina o glicogeno,
hidrolizando los enlaces glicosidicos alternantes dando como resultado formas -
anomeéricas de maltosa, pero es incapaz de hidrolizar enlaces a-1,6 glicosidicos de
la amilopectina y el glicogeno. El producto de la hidrdlisis de la enzima es la
maltosa cuando esta actua en una cadena lineal con un numero igual de residuos
de glucosa, si actua en una cadena con un numero de residuos desiguales, entre
los productos finales se encontrara adicionalmente glucosa y maltotriosa (Vihinen,
et al., 1989; Vargas, 2002; Souza, 2003; Spier, 2005).
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3.3.2 Microorganismos Fuentes de Enzimas

Para inducir la produccion de una enzima, en primer lugar se debe seleccionar
alguno o algunos de los microorganismos productores de esta; luego de aislar una
cepa productora eficiente, es necesario encontrar un medio de cultivo con las
condiciones Optimas para la produccién de la enzima como son el pH, la
temperatura, la concentracién de nutrientes, y el tiempo de produccion (Bruchman,
1980; Carrera, 2002).

Para la presente investigacion se eligieron cepas nativas del hongo perteneciente
al género Rhizopus, como microorganismo productor de un complejo enzimatico
compuesto por: lipasas EC 3.1.1.3, fitasas EC3.3.2.8, hidrolasas EC 3.3.2.8,
proteasas EC3.4.21.-, amilasas EC3.2.1.1, amiloglucosidasas EC3.2.1.3, alcohol
deshidrogenasas EC1.1.1.1, y dextranasas EC3.2.1.11, las cuales actuan sobre
sustancias no fermentables presentes en las mieles de cafa , transformandolos en
monosacaridos y aminoacidos libres, los cuales son moléculas mas sencillas y por
lo tanto mas aprovechables por Saccharomyces cerevisiae, lo que dara como
resultado la produccion de una mayor cantidad de etanol (Roch-chu, et al., 1990;
Soccol et al., 1994; Jin, et al., 1999; Acevedo et al, 2003; Duvall, et al., 2003;
Peixoto, et al., 2003; Hoyos, et al., 2004; ).

3.4 Género Rhizopus

Es un hongo filamentoso cosmopolita, perteneciente al Dominio Eucharya,

Phyllum Zygomycetes, Orden Mucorales y Familia Mucoraceae.

Puede ser encontrado en suelos cultivados y forestales, en frutas y vegetales en

descomposicion, en desechos animales, en el compost y en el aire. Ademas es
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parasito patdogeno de plantas como la papa, el algodén y de varios frutos y es un

hongo oportunista (Schipper, et al., 1984)

El género Rhizopus comprende 12 especies entre las que se destacan Rhizopus
arrhizus, Rhizopus azygosporus, Rhizopus microsporus, Rhizopus schipperae,

Rhizopus stolonifer, Rhizopus oryzae y Rhizopus nigricans.

Las caracteristicas microscopicas de Rhizopus (figura 8) son: hifas no septadas o
parcialmente septadas (6 -15 pm de diametro), esporangiéforos, rizoides,
esporangios, y esporangiosporas. Los esporangioforos son de color café, y
pueden estar solitarios o formando “clusters”. Los rizoides estan localizados en el
punto donde los estolones y los esporangioforos se encuentran. Los esporangios
(40-350 um de diametro) estan localizados en el apice de los esporangioforos. La
apdfisis es ausente o raramente aparente y la columela es irregular. Las
esporangiosporas (4-11 um de diametro) son unicelulares, de forma redonda a

ovoide, de color café, de textura lisa o estriada (St- Germain et al, 1996).

Figura 8. Caracteristicas microscopicas de Rhizopus spp. (Tomado de Chalela,
G., 2007)
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Las colonias de Rhizopus crecen rapidamente, germinando 4 dias después de
haber sido sembrada; la reproduccion puede ser asexual cuando las esporas son
liberadas por el esporangio y son transportadas por el aire a otros lugares, o
sexual cuando hifas de diferentes tipos se unen formando un gametangio, el cual
se une dando lugar al cigoto. El cigoto sufre meiosis y germina produciendo un

nuevo esporangio (Figura 9) (Lim, 1998).

Figura 9. Ciclo de vida de Rhizopus (Tomado de Lim, 1998.
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4. METODOLOGIA

La presente investigacion se llevd a cabo en el laboratorio del Centro de
Investigacion en Biotecnologia, Bioética y Ambiente (CINBBYA), UNAB Ambiental
de la Universidad Autonoma de Bucaramanga (UNAB), y conté con su patrocinio

ya que el trabajo forma parte de una de sus lineas de Investigacion.

Figura 10. Diagrama de la metodologia utilizada en la investigacion
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4.1 Caracterizacion de la miel de cafia proveniente de la Hoya del Rio Suarez

A la miel de cafna traida de los trapiches tipo cimpa de municipio de Barbosa,
Santander, que se utiliz6 como sustrato para las fermentaciones alcohdlicas se le
realizé un analisis microbiologico y fisico- quimico, para determinar la microbiota

nativa y conocer sus propiedades.

4.1.1 Descripcion microbioldgica

4.1.1.1 Preparacion de Medios de Cultivo

Se prepararon medios de cultivo modificados, adicionandoles miel de cafa al 2%:
cajas de Petri con Agar Nutritivo para la identificacion de bacterias y cajas con
Agar Extracto de Levadura para la determinacion de los hongos presentes en la

muestra.

4.1.1.2 Siembra de la muestra

Con ayuda de una pipeta Pasteur se tomo6 una muestra de 0.5 mL de miel de cafia
la que se sembrdé en los medios preparados con anterioridad, cerca a dos
mecheros encendidos para evitar la contaminacion. 3 cajas de Petri Agar Nutritivo
se incubaron en camara de anaerobiosis, para determinar la posible presencia de

bacterias anoxigénicas, las demas cajas se incubaron a temperatura ambiente.
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4.1.1.3 Descripcion Macro y Microscépica de la Microbiota

Después de 5 dias de crecimiento se hizo la descripcidn macroscopica de las
colonias presentes en los medios. Para la determinacion microscopica se
realizaron laminas con azul de lactofenol y coloracion de Gram para su

observacion al microscopio.

4.1.2 Caracterizacion Fisico- quimica

El pH y los grados Brix de la miel se midieron en el laboratorio utilizando un pH
metro marca SCHOTT y un Refractometro marca BRIXCO, respectivamente. Los
andlisis de Humedad, Proteina, Grasa, Minerales, Fibra, Carbohidratos y Valor
Calorico fueron realizados por el laboratorio Servicios Integrados para la Industria
de Alimentos y el Medio Ambiente (SIAMA).

4.2 Aislamiento de Cepas Nativas de Rhizopus spp.

Se prepararon medios modificados con miel al 2%, de agar papa y agar salvado

de trigo, especificos para el crecimiento de especies de Rhizopus.

4.2.1 Toma de muestras

Las muestras se tomaron de la siguiente forma:

o Para aislar microorganismos del aire, 5 cajas de petri de cada uno de los

medios mencionados anteriormente se abrieron por 15 minutos al ambiente.

o Se tomaron 100g de tierra de varios puntos escogidos al azar, que se

mezclaron con 100 mL de solucién salina y se dejaron en incubacion por 48
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horas a temperatura ambiente; después de este tiempo una muestra de la
mezcla se sembro en los medios preparados.

0 Se expusieron al ambiente alimentos como papaya y pan por 5 dias; al
notar un crecimiento microbiano sobre estos, se realizé una siembra en los

medios de cultivo nombrados.

4.2.2 ldentificacion y Aislamiento de Rhizopus spp.

Cada una de las colonias presentes en las cajas sembradas se describio
macroscopicamente; las cepas con caracteristicas propias de los Mucorales, como
colonias con textura algodonosa de color blanco, café o gris se observaron al
microscopio (USA, 2006) y posteriormente se seleccionaron de acuerdo a su
morfologia microscopica (Claves Chalela, 2007); las cepas seleccionadas se

aislaron una vez en medios de cultivo agar papa y agar salvado de trigo.

4.3 Produccion del Complejo Enzimatico Crudo a partir de Rhizopus spp.

Para la obtencion del complejo enzimatico crudo se sembraron las cepas de
Rhizopus spp. aisladas en frascos de vidrio de 1L, con medios compuestos por
salvado de trigo, extracto de levadura, KH,PO,, sulfato de magnesio y agua
destilada y se ajusté el pH a 6 con HCI 0.1 N. Para permitir el crecimiento del
hongo los medios se dejaron a temperatura ambiente por 5 dias (Pandey, et el.,
1999; Pandey, et al., 2001; Szakacs, 2004; Chalela, 2007).
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4.3.1 Extraccion del Complejo Enzimatico Crudo

Para la aplicacion del método de extraccion enzimatica por salado (Hoyos, 2002), se
adicionaron 150 mL de NazPO4 0.02M en los medios cultivo, se maceraron con una
varilla de vidrio y se dejaron en reposo durante 1h a temperatura ambiente; luego se
filtraron a través de lienzo. El filtrado se centrifugd durante 10 minutos a 6000 rpm.
El sobrenadante se recuperd para su posterior utilizacion en las fermentaciones
(Chalela, 2007).

La metodologia anterior se repiti6 con el complejo enzimatico comercial Allzyme
(Alltech, 2006).

A los complejos enzimaticos utilizados en la investigacion, el obtenido de Rhizopus
spp, el comercial Allzyme vy el producido en el CINBBYA de la UNAB, se les realiz

pruebas de azucares reductores, glucosa y amilasa (Chalela, 2007).

4.3.2 Determinacion de los AzUcares Reductores

Los azucares reductores se cuantificaron por el método de Fehling Causse Bonnans.
En un erlenmeyer de 250 mL se colocaron 10 mL del reactivo Fehling-Causse-
Bonans, el cual fue preparado en el laboratorio, luego se agregaron 50 mL de
agua destilada y se calentdé hasta ebullicion. Desde una bureta se dejé caer una
solucion de glucosa al 1%, cuando el liquido se torno verdoso se agregaron 3
gotas de azul de metileno al 1%, y se continud6 la adicién de la solucion patrén de
glucosa hasta la aparicion de un color amarillo claro. Se realizaron los célculos
para determinar el titulo del reactivo Fehling-Causse-Bonans. Para la
determinacion del porcentaje de azucares reductores de la muestra se procedio de
la misma manera reemplazando en la bureta la solucién patrén de glucosa por la

muestra (Montes, 1981).
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4.3.3 Determinacion de Glucosa

La glucosa fue determinada por el método de glucosa oxidasa/ peroxidasa. Para
conocer la cantidad de glucosa es necesario tener un referente, que se obtuvo
mediante la elaboracion de una curva patron con diferentes concentraciones de
glucosa. Para obtener esta curva se graficé la absorbancia vs mg/dL de glucosa y se
determinaron la pendiente y el intercepto, entonces se procediéo a interpolar la

absorbancia, para esto se utilizd Excel 2007 (Anexo A), (Chalela, 2007).

Para determinar la absorbancia de las muestras se utilizo el siguiente procedimiento:
Se llevo a temperatura ambiente el Reactivo (A), se pipeted en tubos de ensayo
10uL de la muestra y 1 mL de A, se agitd bien e incubd durante 5 minutos a 37°C y

se leyd la absorbancia en un Colorimetro a 500nm (BioSystems S.A).

4.3.4 Determinacion de Amilasa

Como el complejo enzimatico crudo obtenido de Rhizopus spp. contiene enzimas de
diferentes tipos, para la presente investigacion se decidié evaluar el contenido de
amilasas; para su determinacion la metodologia usada fue: se tom6 1 mL de
Reactivo que se preincuba por 3-4 minutos a una temperatura de entre 25 y 30°C,
luego se adicionaron 50 uL de la muestra, se mezcld bien, se leyd la absorbancia a
405nm luego de 1 y 2 minutos y se determiné la diferencia entre la segunda y la
primera lectura, la cual se utilizé para hacer los calculos. El anterior procedimiento se
repitid a una temperatura de 37°C, donde solo se tomaron 20 pL de la muestra ya
que la actividad es directamente proporcional a la temperatura. El Reactivo utilizado
en el anterior procedimiento estda compuesto por: Cloro-P-Nitrofenil ad- maltotriosido
2.25 mmoles/L, Acetato de Calcio 6 mmoles/L, Cloruro de Sodio 70 mmoles/L,
Tiotianio de Potasio 900 mmoles/L, Buffer mes pH 6 100 mmoles/L (Wiener lab.,
2000).

38



El anterior procedimiento fue repetido con los complejos enzimaticos Allzyme y
CINBBYA.

4.4 Fermentaciones Alcohdlicas a partir de Miel de Cafia

Esta etapa incluye la activacion de la levadura y el montaje de las fermentaciones

de los tratamientos a evaluar.

4.4.1 Activacion de Saccharomyces cerevisiae

Esta etapa incluye la hidratacion, adicidn de nutrientes y aireacioén de la levadura;
para esto se prepard un mosto con miel de caia al 5% y fosfato de amonio, el cual
se pasteurizd a 80°C por 15 minutos; una vez a temperatura ambiente se hizo una
inoculacion con Saccharomyces cerevisiae facilitada por el CINBBYA, Brasil, este

medio se dejo con aireacion por 2 dias (Chalela, 2007).

4.4.2 Produccién de Etanol

En total se realizaron 7 tratamientos con 3 repeticiones de cada uno de ellos, que
se encuentran descritos en la Tabla 4; cada medio de fermentacién se preparé
con 3L de agua destilada, adicionando la miel de cafa hasta 12°Brix; ademas se
les agreg6 nutrientes tales como extracto de levadura, sulfato de magnesio,
sulfato de amonio y fosfato monopotasico, y un pH de 4.5; seguidamente se llevo
a cabo una pasteurizacion a 80°C durante 15 min (Chalela, 2007). Una vez a
temperatura ambiente se inocularon con 10% del mosto previamente preparado,

adicionandoles los complejos enzimaticos en concentraciones de 30 y 60ppm
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(Acevedo, 2003 y Chalela, 2007); un equipo de macro goteo fue colocado a cada

fermentador para facilitar la toma de muestras durante el periodo de fermentacion.

Tabla 4. Disefio Experimental de los Tratamientos para Produccion de Etanol y

sus Concentraciones

Tratamientos (T) Concentraciones

30 ppm 60 ppm 0

T1. Complejo Enzimatico Crudo

de Rhizopus spp. X

T2. Complejo Enzimatico Crudo

de Rhizopus spp. X

T3.Complejo Enzimatico

Comercial Allzyme X

T4.Complejo Enzimatico

Comercial Allzyme X

T5. Complejo Enzimatico
CINBBYA X
T6. Complejo Enzimatico
CINBBYA X
T7. Control X

Las fermentaciones se realizaron a temperatura ambiente por 48 horas; durante
este periodo cada 6 horas se realizaron pruebas de azucares reductores por el

método de Fehling Causse Bonnans.

40



4.4.3 Destilacion del Producto de la fermentacién

Para destilar el etanol producido se utilizé un destilador fraccionado compuesto
por una columna vigreux, un puente y un condensador; este tipo de destilacion
se utiliza para separar componentes liquidos que difieren en menos de 25° en su
punto de ebullicién (Chalela, 2007).

Para la determinacion del porcentaje del alcohol destilado en cada una de las
muestras se utilizé un alcoholimetro segun Gay Lussac — Cartier a 20°C, escala 0-
100°.

4.4.3.1 Tratamiento estadistico de los datos

Para observar si existian diferencias significativas en la produccion de Etanol entre
los tratamientos se realiz6 una prueba de Anadlisis de varianza (ANOVA);
posteriormente se realizaron los Test de Tukey, Duncan y un Test de Contraste.

Para la realizacion de las anteriores pruebas se utilizé el software SPSS 13.0.

4.5 Tratamiento de las Vinazas generadas en las fermentaciones
Se evalud la composicion quimica de las vinazas en el laboratorio del CINBBYA.

Como alternativa en el tratamiento de las vinazas se realizd un proceso de
compostaje utilizando subproductos de la industria azucarera. Para ello se
tomaron 5L de vinaza y se mezclaron con 30Kg de paja de cafia finamente picada
y se afiadieron cepas microbianas seleccionadas, en concentracién de 10% de
inoculo y se colocaron en pila, protegida de la lluvia y del sol excesivo, de manera
que el calor generado en el proceso pudiera ser conservado. El seguimiento del

proceso de biocompostaje es objetivo de otro trabajo de investigacion que se esta
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realizando en el CINBBYA donde se evaluaran las caracteristicas del bioabono
obtenido mediante el indice de germinacion, usando semillas de mani forrajero
(Arachis pintoi) (Chalela, 2007).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Caracterizacion de las mieles de cafia provenientes de la Hoya del Rio
Suérez

5.1.1 Analisis Microbiolégico de las Mieles de Cafia
La microbiota encontrada en la muestra de miel analizada se muestra en la tabla
5, los géneros se determinaron mediante la observacion de las caracteristicas

macro y microscopicas.

Tabla 5. Microorganismos nativos de las mieles de cafa
HONGOS BACTERIAS

Aspergillus spp.

Lactobacillus spp.

Cladosporium spp.

Bacillus spp.

Alternaria spp.

Deinococcus spp.

Penicillium spp.

Candida spp.

Rhodotorula spp.

Geotrichum spp.

El crecimiento de las colonias de los microorganismos aislados, se pueden
observar en la figura 11.
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Figura 11. Observaciéon Macroscopica de los Microorganismos aislados a partir de

la miel de cafa (A. Crecimiento de hongos, B. Bacterias y levaduras)

5.1.2 Anélisis Fisico- quimico de las mieles de cafia

Los resultados de los analisis Fisico- quimicos de la Miel se pueden observar en la
tabla 6.
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Tabla 6. Caracteristicas Fisico- quimicas de la miel de cafia

Analisis Resultado
pH 4.9
Humedad 21%
Proteina 0.89%
Grasa 0.10%
Minerales 1.16%
Fibra 0.16%
Carbohidratos 76.69%
Valor Caldrico 311(Kcal/100g)
°Brix 90

De acuerdo a los resultados de los analisis fisico quimicos realizados con el fin de
determinar las propiedades del sustrato a fermentar, podemos observar que este
presenta un alto porcentaje de carbohidratos y °Brix, que confirman que la mieles
derivadas de la cafia de azucar, poseen un alto potencial para ser utilizadas en la
industria de los biocombustibles (Montes, 1981; Xavier, 2007); adicionalmente el
pH se encuentra dentro del rango 6ptimo para el proceso fermentativo. Las demas

caracteristicas evaluadas estan dentro de los valores esperados (Montes, 1981).

5.2 Aislamiento de Cepas Nativas de Rhizopus spp.
Las caracteristicas macroscépicas del hongo Rhizopus aislado de muestras de

aire, suelo y alimentos se observan en la figura 12, donde se observan las

colonias algodonosas, de color café y gris propias de este género.
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Figura 12. Cepas del género Rhizopus

La ubicuidad de este género queda demostrada por el crecimiento homogéneo de
sus colonias en todos los medios utilizados para el muestreo, hecho que facilité la
tarea de aislamiento gracias a su crecimiento invasivo que evita el desarrollo de

otros microorganismos.

5.3 Produccién del Complejo Enzimatico Crudo Obtenido de Rhizopus spp.

La fermentacion de Rhizopus spp. sobre salvado de trigo se muestra en la figura

13, en la que se aprecia el crecimiento del hongo después de 48 horas.
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Figura 13. Fermentaciones de salvado de trigo con Rhizopus spp. para la

Produccion de un Complejo Enzimatico Crudo

5.3.1 Determinacion de Azucares Reductores y Glucosa

Para la evaluacién de la sintesis del complejo enzimatico a partir de la
fermentacion de salvado de trigo con Rhizopus spp. se analizaron los azucares
reductores y glucosa los cuales son indicadores del desdoblamiento del sustrato
debido a la liberacion de enzimas extracelulares por parte del hongo que actuan
sobre el almidon y la celulosa los cuales son los componentes principales del
salvado de trigo (Hoyos, 2004); lo mismo ocurre con el complejo enzimatico
comercial Allzyme producto de la fermentacion de Aspergillus niger sobre salvado
de trigo que contiene una mezcla de amilasas, celulasas, glucanasas, proteasas,
pectinasas, fitasas y xilanasas (Alltech, 2006). EI complejo enzimatico CINBBYA

contiene una variedad de amilasas, lipasas y proteasas.
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Los resultados de azucares reductores fueron:

Complejo enzimatico crudo obtenido de Rhizopus spp. : 0.69 g/L
Complejo enzimatico comercial Allzyme: 1.38 g/L
Complejo enzimatico CINBBYA: 0.33

Los resultados de la prueba de glucosa fueron:

Complejo enzimatico obtenido de Rhizopus spp. : 0.714 g/L
Complejo enzimatico comercial “Allzyme”: 1.42 g/L
Complejo enzimatico CINBBYA: 0.38 g/L

Los resultados indican que la presencia de azucares reductores y de glucosa en

la muestras evidencian que la produccion de enzimas fue positiva.

Al realizar la comparacién de los datos de azucares reductores y glucosa del
complejo enzimatico producido por Rhizopus spp. con los demas complejos
enzimaticos, se muestra que Allzyme contiene aproximadamente dos veces mas
azucares reductores que el complejo obtenido en esta investigacion y tres veces
mas que el complejo enzimatico CINBBYA, esto puede ser explicado por: el
microorganismo utilizado para la obtencién de los complejos no es el mismo, ya
que Allzyme es producido por Aspergillus niger y el complejo enzimatico CINBBYA
es producido por Aspergillus oryzae, asi pues la variedad de enzimas
extracelulares producidas no son las mismas y no se encuentran en iguales
concentraciones, otra razon es que las cepas de Rhizopus spp. que se utilizaron
en la produccion tienen las caracteristicas de ser nativas, no probadas
industrialmente en comparacién con Allzyme que es un complejo comercializado

industrialmente.
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5.3.2 Determinacién de Amilasa

La prueba de amilasa se realiz6 para los 3 complejos enzimaticos utilizados en

esta investigacion; los resultados se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Actividad de la Amilasa en los complejos enzimaticos

Extracto enzimaticos Amilasa (U/l) 25 —-30°C | Amilasa (U/l) 37°C
Extracto enzimatico Crudo de 0.278 0.2
Rhizopus spp.

Extracto enzimatico comercial 0.05 0.05
Allzyme
Extracto enzimatico CINBBYA 0.285 0.28

Los datos muestran que la actividad de esta enzima es mayor en el complejo
enzimatico CINBBYA, seguido por el complejo enzimatico crudo de Rhizopus spp.
y el de menor actividad amilasica es Allzyme. Como su nombre lo indica, los
complejos enzimaticos estan compuestos por una variedad de enzimas, por lo
tanto que la actividad amilasica sea mayor los complejos CINBBYA y el obtenido
en esta investigacion no implica una actividad enzimatica superior a Allzyme,

como se evidencia y explica en los resultados de azucares reductores y glucosa.

5.4 Fermentacion Alcohdlica de la miel de cana

5.4.1 Produccién de Etanol

En el transcurso de las 48 horas de fermentacion se hizo un registro de los 7

tratamientos mediante la determinacion de los azucares reductores para hacer un
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seguimiento en el consumo de azucares por parte de la levadura para su
transformacion a través de la ruta metabdlica Embden- Meyerhof en etanol
mediante la adicion de los complejos enzimaticos a diferentes concentraciones en
comparacion con un control sin enzima, a fin de establecer patrones de reduccion
en la concentracién de azucares reductores (Acevedo, 2003; Hoyos, et al., 2004;

Chalela, 2007). Los resultados se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Azucares Reductores (g/100mL) en los Tratamientos a través del Tiempo

de Fermentacion (Tomado de la Autora)

Tiempo de
fermentacion T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
(Horas)

0 1.6+0.15 1.7240.01 1.5+0.26 1.7540.02 1.44+0.03 | 1.65+0.02 1.7£0.17
6 1.48+0.13 | 1.63+0.04 | 1.331+0.02 | 1.62+0.01 1.3240.02 1.5+0.26 1.55+0.02
12 1.33+0.03 1.3+£0.03 1.16+0.03 | 1.34+0.02 | 1.14+0.02 | 1.35+0.03 | 1.22+ 0.02
18 0.71+0.03 | 0.78+0.02 | 0.75+0.03 | 0.86+0.02 | 0.73+0.01 0.73+0.01 1.09+0.03
24 0.5+0.04 0.57+0.01 | 0.51+0.01 0.54+0.03 0.5+0.02 0.52+0.01 0.78+0.02
30 0.36+0.02 | 0.33+0.02 | 0.36+0.02 | 0.33+0.03 | 0.36+0.04 | 0.36+0.03 | 0.51+0.02
36 0.21+£0.02 | 0.21+0.01 0.2+0.01 0.21+0.01 0.2+0.01 0.21+0.01 0.42+0.02
42 0.21+01 0.21+0 0.2+0 0.21+0 0.2+0 0.21+0.01 0.35+0.02
48 0.21+0 0.21+0.01 0.2+0 0.21+0 0.2+0 0.21+0 0.350

Los resultados indican una reduccion progresiva en la concentracion de los
azucares reductores hasta la 36 horas de fermentacion para los tratamientos con
adicién de complejos enzimaticos en sus diferentes concentraciones y hasta las 42
horas para el tratamiento control, en donde la concentracién final de azucares
reductores es mas alta que en los tratamientos anteriores, hecho que permite
inferir que la adicion de complejos enzimaticos en las fermentaciones alcohdlicas
disminuye hasta en 6 horas el tiempo de fermentacion y permiten un mayor

consumo de azucares por parte de la levadura (Acevedo, 2003).
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Los resultados de la concentraciéon de azucares reductores se graficaron para
observar el comportamiento de estos a través del tiempo de fermentacion para
cada uno de los tratamientos, para determinar el patron de comportamiento de

este parametro que permitira establecer comparaciones entre ellos.

Figura 14. Azucares Reductores en el Tiempo de Fermentacién del

Tratamiento 1

Extracto enzimatico crudo de Rhizopus spp. [30 ppm]
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La figura 14 muestra una tendencia progresiva en la disminucion de azucares
reductores a través del tiempo de fermentacion, con valores de reduccion
constante de aproximadamente 0.12 g/100mL, representado por un 7.5% en las
primeras 12 horas seguido de una reduccion mayor aproximadamente de 0.62
g/100mL que representa una disminucion de 44% de los azucares reductores
iniciales, hacia la hora 18, seguida de una tendencia de disminucion constante en

la concentracién alrededor de 0.18 g/100mL, es decir el 13%, hasta transcurridas

o1



las 36 horas de fermentacion, tiempo en el cual los azlcares reductores no varian.
Adicionalmente en la figura 14 se pueden observar los puntos de dispersion de las
3 repeticiones realizadas para este tratamiento, las cuales estan representadas

por las figuras de color naranja, rojo y verde.

Figura 15. Azucares Reductores en el Tiempo de Fermentacion del

Tratamiento 2

Extracto enziméatico crudo de Rhizopus spp. [60 ppm]

2,00

1,80 172

'\1,63
1,60 * \
1,40
\31
1,20 \
1,00

0,80 0,78

0,60 0,57
0,40 ek

\.\'jm 0,21 0,21
0,20 - -

0,00

Azucares Reductores (g/100mL)

Tiempo (Horas)

En la Figura 15, los azucares reductores presentan una tendencia a la disminucion
en su concentracion muy similar al patrén de comportamiento del tratamiento 1, si
bien lo valores no son los mismos, coinciden en la concentracion de 0.21 g/mL de
las 36 horas en adelante. Los puntos de dispersion de las repeticiones realizadas
para este tratamiento se pueden observar en la figura 15.
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Figura 16. Azucares Reductores en el tiempo de fermentacion del

Tratamiento 3

Complejo enzimético comercial Allzyme [30 ppm]
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La concentracion inicial de azucares reductores mostrados en la figura 16,
disminuye respecto a los tratamientos anteriores, pero mantiene los intervalos de
reduccion de la concentracion antes establecidos para las 12, 18 y 36 horas de
fermentacion. Notese que la concentracion final ligeramente menor que la de los
anteriores tratamientos. Es de notar en la figura 16 los puntos de dispersion de las

repeticiones identificadas por las figuras naranja, rojo y verde.
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Figura 17. Azucares Reductores en el tiempo de fermentacion del

Tratamiento 4

Complejo enziméatico comercial Allzyme [60 ppm]
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La figura 17 muestra la concentracion inicial de azucares reductores mas elevada
de todos los tratamientos, pero mantiene una tendencia de reduccion de la
concentracion similar a los tratamientos anteriores para las 12, 18 y las 36 horas,
tiempo en el cual se establece el final de la fermentacién, ya que la concentracion
de azucares reductores se mantiene constante. La concentracion final es la misma
que la de los tratamientos 1 y 2. Las 3 repeticiones realizadas en este tratamiento
también se muestran en la figura 17, representadas por los puntos de dispersién

de color rojo, naranja y verde.
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Figura 18. Azucares Reductores en el Tiempo de Fermentacién del

Tratamiento 5
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En la Figura 18, la concentracion inicial de azucares reductores es la mas baja de
todos los tratamientos, sin embargo el patron de disminucién a las 12, 18 y 36
horas es similar a los tratamientos anteriores; después de las 36 horas la
concentracion se mantiene constante en 0.2 g/100mL, indicando el final de la
fermentacion. Las figuras geométricas de colores naranja, rojo y verde

representan los puntos de dispersion de las repeticiones de este tratamiento.
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Figura 19. Azucares Reductores en el Tiempo de Fermentacién para el

Tratamiento 6
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En la figura 19 se mantiene el patron de reduccién de los azucares reductores
presente en los anteriores tratamientos; puede notarse que en esta figura también
se muestran los puntos de dispersiéon que muestran las 3 repeticiones realizadas

en este tratamiento representadas por las figuras de color naranja, rojo y verde.
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Figura 20. Azucares Reductores en el tiempo de fermentacion del

Tratamiento 7
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La figura 20 evidencia un patron de reduccion de los azucares reductores a través
del tiempo de fermentacion diferente a los tratamientos anteriores por mantener
una disminucién constante de aproximadamente 0.2 g/100mL, representado por
un 8.8% de la concentracion de azucares reductores hasta las 42 horas de
fermentacion. Notese los puntos de dispersion denotados como las figuras de
color naranja, rojo y verde los cuales representan cada una de las repeticiones

realizadas para este tratamiento.

En cuanto al comportamiento de los azucares reductores de todos los tratamientos
en el tiempo de fermentacion de 48 horas, se observan valores similares en las
cantidades iniciales; entre las 12 y 36 horas de fermentacién, la cantidad de

azucares reductores disminuye en aproximadamente un 57% de la concentracion
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inicial en todos los tratamientos; transcurrido este tiempo los datos permanecen
constantes hasta cumplir las 48 horas, con excepcién del tratamiento 7, el cual
corresponde al control, en el que los azucares reductores siguen disminuyendo
hasta las 42 horas, momento en el cual se estabilizan. De lo anterior se deduce
que el comportamiento de los azucares reductores es similar en todos los
tratamientos pero el tiempo de fermentacion en el control es mayor que los
demas. Ademas puede observarse que los tratamientos con adicion de complejos
enzimaticos consumen mas cantidad de azucares reductores, como se observa en
la tabla 6, este es debido a que la actividad de los complejos enzimaticos permite
un mayor aprovechamiento de sustratos como el almidon, amilasa y maltosa entre
otros, que no son asimilables por parte de las células de Saccharomyces

cerevisiae condiciones normales del proceso (Hoyos, et al., 2004).

5.4.2 Destilacién del Producto de la Fermentacion

Para la destilacidon de etanol el intervalo de temperatura del destilador se mantuvo
entre 78 y 82°C, temperatura de ebullicion de este alcohol. El destilado se
cuantifico en mL y se realiz6 la medicién de la concentracion en % v/v, dado por
el alcoholimetro segun Gay Lussac- Cartier, el cual se fundamenta en la menor
densidad del alcohol con respecto al agua, lo que significa que la disminucion de
la densidad del agua esta relacionada con el volumen del alcohol presente
(Simunovic, 1999), el cual corresponde a etanol producido por Saccharomyces
cerevisiae por la ruta metabdlica Embden- Meyerhof (Bruchmann, 1980; Grazel, et

al., 1998). Los datos obtenidos se muestran en la tabla 9.
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Tabla 9. Resultados del destilado y la Concentracién de Etanol

en los Tratamientos

Tratamientos Destilado Obtenido Concentracion de Etanol % Incremento de
(mL) (% viv) Etanol
1 245 +513 66.7 + 1.53 2
2 305+5.77 67.3+1.53 4
3 271 +12.58 67.3+2.52 29
4 305+ 5.77 67.3+0.58 4
5 270+ 0 67.3+£0.58 2.9
6 240 +£17.32 67.3+2.08 1.9
7 184 + 3.21 67 +2.64 0

El rendimiento tedrico o esperado de etanol se calcula a partir de los 12°Brix
calculados inicialmente para cada una de las fermentaciones, asi tendriamos que
estos corresponden a 12 g de azucar/100mL, sabiendo que el rendimiento
maximo de conversion de azucares en etanol es de 0.51 g de etanol por cada g
de azucar y que la densidad de etanol es 0.789 g/mL entonces la cantidad maxima
que se puede obtener es: [(12 g / 100 mL)*(3000 mL)*(0.51 g etanol / g
azucar)/(0.789 g etanol / mL)= 232.67mL de etanol (Zoecklein, et al., 2001; Mufioz,
et al., 2003).

Segun los resultados, el tratamiento 1 correspondiente a la fermentacién con el
complejo enzimatico crudo de Rhizopus spp [30 ppm], los 245mL destilados
corresponden al 8.1% del volumen total de 3L, y la concentracion de etanol
corresponde a un 66.7%, lo que indica que de los 245mL del destilado, 163.4mL

corresponden a etanol.

El tratamiento 2 con adicion del complejo enzimatico crudo de Rhizopus spp. [60

ppm], se obtiene el 10.1% de destilado respecto a los 3L de volumen inicial, la
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concentracion de etanol de 67.3%, lo que muestra que de los 305mL del destilado

205.26mL corresponden a etanol.

En el tratamiento 3 con adicion de Allzyme [30 ppm], el destilado corresponde al
9% del volumen inicial, la concentracion de etanol es de 67.3%, lo que indica que

de los 271mL destilados 182.38 mL corresponden a etanol.

El tratamiento 4 que corresponde a Allzyme [60 ppm], el rendimiento de destilacion

y la concentracion de etanol es igual que el tratamiento 2.

El tratamiento 5 con adicion del complejo CINBBYA [30 ppm], se obtuvo el mismo

rendimiento que en el tratamiento 3.

El tratamiento 6 que corresponde al CINBBYA [60 ppm], los 240mL destilados
corresponden a 8% del volumen total, lo cual se asemeja al tratamiento 1, la
concentracién de etanol 67.3% es decir que de los 240mL del destilado,

161.52mL corresponde a etanol.

El tratamiento 7 correspondiente al control sin adicion de enzima presenta una
marcada disminucion del destilado de 184mL que representan el 6.1% del
volumen total de 3L, la concentracién de etanol es de 67%, lo que indica que de

los 184mL destilados, 123.28mL corresponden a etanol.

Los anteriores resultados nos indican que el volumen final de etanol obtenido en
mL es mayor para los tratamientos con adicion de los complejos enzimaticos
respecto al tratamiento control, lo cual comprueba lo expuesto anteriormente sobre
las ventajas que representa la adicion de complejos enzimaticos para la

optimizacion en la produccion de bioetanol.
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5.4.2.1 Analisis Estadistico de los Datos

Para realizar comparaciones entre los tratamientos se realizaron pruebas
estadisticas a los datos del destilado en mL y la concentracion de este (% v/v), con
el fin de tener una base soélida que permita afirmar las diferencias y determinar los

tratamientos de mayor rendimiento en la produccion de etanol.

5.4.2.1.1 Destilado obtenido (mL)

En la figura 21, se muestra la comparacion de las cantidades del destilado
obtenido para cada uno de los tratamientos, observandose que el tratamiento 7 es
el que mas baja produccion presenta y los tratamientos 2 y 4 son los de mas alto

rendimiento.

Figura 21. Destilado obtenido (mL) en los Tratamientos
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El resultado de la prueba de Anova aplicada a estos datos se muestra a
continuacion:
F, 20= 68.93 P<0.01

La probabilidad nos indica que existen diferencias significativas entre los
diferentes tratamientos, de esto se infiere que existe una base estadistica sdlida
que nos indica que para el parametro de etanol destilado en mL se pueden
establecer grupos entre tratamientos de acuerdo a sus rendimientos. Para esto se
realizé un Test de Tukey y Duncan, los resultados obtenidos para estas pruebas

se muestran en las tablas 10 y 11, respectivamente.

Tabla 10. Resultados del Test de Tukey

Tratamiento N Subset
1 2 3 4
7 3 183,6667
6 3 240
1 3 244,3333
5 3 270
3 3 271,6667
2 3 306,6667
4 3 306,6667
Sig. 1 0,996 1 1
Tabla 11. Resultados del Test de Duncan
Tratamiento N Subset
1 2 3 4
7 3 183,6667
6 3 240
1 3 244,3333
5 3 270
3 3 271,6667
2 3 306,6667
4 3 306,6667
Sig. 1 0,563 0,823 1
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Segun estos resultados se establecen los siguientes grupos: el tratamiento 1y el 6
forman un grupo solido estadisticamente, al igual que el tratamiento 3 con el 5, el
2 con el 4 y el tratamiento 7 se establece un grupo aparte. Los tratamientos de
mayor rendimiento en la produccion de etanol son los 2y 4, los resultados indican
la efectividad de los complejos enzimaticos de Rhizopus spp. y Allzyme
respectivamente, en las concentraciones de 60 ppm. ElI  Tratamiento 7
correspondiente al control es el de menor rendimiento en la produccién de etanol,
consolidado por una notable diferencia significativa respecto a los tratamientos
con complejos enzimaticos, demostrando la ventaja de la utilizacion de enzimas

como facilitador del bioproceso fermentativo (Hoyos, 2004; Padilla, 1996).
Por ultimo se realizé un Test de contraste, para comparar el control con respecto a
los demas tratamientos, el cual arrojo la siguiente probabilidad:

t14= 16.032 P< 0.01
La probabilidad corrobora lo sefalado anteriormente acerca del menor rendimiento
en produccion de etanol de este tratamiento en comparacion con las
fermentaciones a las que se le adiciono complejos enzimaticos.

5.4.2.1.2 Concentracion de etanol (%v/v)

Para analizar los datos de la concentracion de etanol se realizd primero una

grafica comparativa entre los tratamientos, esta se puede observar en la figura 22.
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Figura 22. Concentracion de Etanol (% v/v) en los Tratamientos

674
674
S A

4
s
&
'S
&

B7.2

=
=
o
4

ALCOHOL % WA

66,7

o
o
-
L 4

o il P, 3 4 5 & 7 B
TRATAMIENTOS

Al observar la figura 20 se nota que los tratamientos 2, 3, 4, 5 y 6 la concentracion
de etanol tiene el mismo valor de 67.3%; en el tratamiento 7 se observa una
disminucion de 0.3% respecto a las anteriores; el tratamiento 1 se presenta la mas

baja concentracion de etanol con un valor de 66.7%

Para conocer si existian diferencias significativas entre los tratamientos se realizé
una Anova; el resultado obtenido es:
F(s, 20) = 0.063 P =0.99

La probabilidad indica que no existen diferencias significativas en la concentracion
de etanol destilado en los diferentes tratamientos, hecho que puede explicarse por
las condiciones homogéneas mantenidas durante el proceso de destilacion en

todos los tratamientos.
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5.5 Tratamiento de las Vinazas

Los resultados de la composicidn quimica de las vinazas producidas en las

fermentaciones se muestran en la tabla 12.

Tabla 12. Composicion Quimica de las Vinazas

Andlisis Resultado % p/p
Soélidos Totales 60
Soélidos Volatiles 44 .2
Carbono 22
Proteina Bruta 9.1
Potasio K0 5.7
Azufre SO, 4.7
Calcio CaO 2.7
Cloro NaCl 2.2
Nitrégeno N 0.9
Magnesio MgO 0.7
Fésforo P,Os5 0.2

Los resultados mantienen unos parametros de composicion similares a estudios
previos de las vinazas (Gloria, et al., 1983); para aprovechar estos altos
contenidos de materia organica se aplica la vinaza en residuos de cosecha o en
subproductos de la cana de azucar, para incrementar la actividad microbiana,
acelerar el proceso de descomposicidon y reducir el tiempo de la preparacién de
abonos organicos; aumentando igualmente los contenidos de potasio, calcio y

azufre en el abono organico (Quintero, 2004).

La preparacion del compostaje con la vinaza generada en los tratamientos de

fermentacion y paja de cafia de azucar se observa en la figura 23.
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Figura 23. Observacion del proceso de mezcla de Vinazas
y paja de cafa.

El seguimiento de las fases del compostaje y los analisis de las caracteristicas del

bioabono obtenido seran objeto de una investigacion posterior.
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6. CONCLUSIONES

La miel de cana proveniente de la Hoya del rio Suarez utilizada en el bioproceso
posee caracteristicas fisico quimicas como pH 4.9, °Brix 90, Humedad 21%,
Carbohidratos 76.69%, Fibra 0.16%, Minerales 1.16% y Proteinas 0.89%, datos
que la convierten en una materia prima con gran potencial para su utilizacion en la

produccién de biocombustibles en la industria nacional.

Los tratamientos con adicion de los complejos enzimaticos en sus diferentes
concentraciones presentaron una concentracion menor de azucares reductores
de 0.21 g/100mL al final del tiempo de fermentacién con respecto al tratamiento

control cuya concentracion de azucares reductores final fue de 0.35 g/100mL.

Se observo un incremento de aproximadamente 4% en el etanol producido en los
diferentes tratamientos con adicion de los complejos enzimaticos en comparacion
con el tratamiento control. Segun el analisis estadistico de los datos, los
tratamientos mas productores de etanol fueron los formados por el complejo
enzimatico crudo de Rhizopus spp. [60 ppm] y Allzyme [60 ppm], por lo tanto se
considera que estas son las mejores concentraciones para la optimizacion del

bioproceso.

El complejo enzimatico crudo producido por cepas nativas de Rhizopus spp. no
caracterizadas industrialmente como cepas mejoradas y especificas para la

produccidon de enzimas extracelulares, alcanzé el mismo de nivel de eficiencia en
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una concentracion de 60 ppm en la produccion de etanol de 10.1% del volumen
total, en comparacion con el complejo enzimatico comercial, como el Allzyme
probado en esta investigacion, y fue superior al complejo enzimatico desarrollado
en una investigacion anterior por el Centro de Biotecnologia, Bioética y Ambiente
(CINBBYA) de la UNAB cuyo mayor rendimiento fue del 9% del volumen total a

una concentracion de 30 ppm.

La concentracion de etanol del destilado producto de la fermentacion de los
tratamientos con adicion de los complejos enzimaticos en sus diferentes
concentraciones y el control sin enzima fue de aproximadamente 67.1% y no
presento diferencias significativas entre ellos debido a la homogeneidad del

proceso de destilacion.
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7. RECOMENDACIONES

Realizar investigaciones posteriores con el complejo enzimatico crudo obtenido de
cepas nativas de Rhizopus spp., para implementar su uso a escalas piloto e
industrial, y de esta forma hacer posible su comercializacion como un coadyudante

efectivo en el proceso de fermentacion alcohdlica.

Utilizar otros sustratos diferentes a salvado de trigo, como cascarilla de arroz,
semillas de amaranto, para producir complejos enzimaticos con cepas nativas de
Rhizopus spp. y evaluar su rendimiento en la produccién de etanol utilizando
materias primas con fuentes ricas en almidén, asi como también las vinazas como

posibles fuente de azucares fermentables para la levadura.

Evaluar otras enzimas presentes en el complejo enzimatico crudo producto de

esta investigacion para obtener una descripcion completa del mismo.

Hacer el seguimiento del compostaje de vinazas y paja de cafa, y evaluar las

caracteristicas del bioabono producido.

Utilizar las vinazas como sustrato para que el complejo enzimatico degrade los
azucares disponibles en las mismas y asi lograr disminuir la cantidad de materia

organica.
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ANEXO A.

CURVA PATRON PARA LA CONCENTRACION DE GLUCOSA

Los datos de absorbancia obtenidos con concentraciones de conocidas de glucosa

para realizar una curva patron de glucosa se muestran en la figura 24.

Figura 24. Absorbancia vs Concentracion de glucosa (mg/dL)
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