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INTRODUCCION

l.a elaboracidén del sivao v su aceptacidn  en todo
el  mundo, ha despertado en estos Ultimos afos el
interds de buscar nuevas alternativas gque satisfagan la
creciente demanda  del mercedo, como la sustitucidn de
la materia prima tradicional, "la soya" por praductos
autdctonos como el tarwi en nuestro medio. Ldgicamente
para &l logro de éstas metas, s hace necesario buscar

les condiciones més adecuadas que nos permitan obtener

un producto de  calidad competitiva, con menores
costos de producocidn. Es asi que nace la idea de
buscar dichas condiciones, realizando un  estudio
cigntifico de Tan variables CuiE influven

determinantemente en la fermentacidn del sivao.

£l logro de altos niveles de proteasas v
amilasas fangicsas en 1la primera  fTase de elaboracidn

del sivao conocido como el "koji” es iloportante v casi
determinante pués es  fuente de enzimas que degradaran
los constituventes de las materias primas & conponentes
de bajo peso snclecular gue proporcionaréan el sabor,

aroma v valor nutritivo al producto final.

s
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Aspergillus oryzae ATCC 20386, para l1a
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fermentacion en sustrato sdlido.

Obtener una preparacidon oruda de amilasas Yy
proteasas para suplementsar  la fermentacion  en
salmuera, corn la finalidad de  aumentar los
niveles cle actividad de éstas dos enzimas v
alcanzar  valores m&s altos de  rerdimiento de

nitrdgeno en un de fermentacidn mas corto.

Hacer wum  seguimiento de las variables: nitrogeno
total, aminonitrdgena libre, azlcares reductores,
acidéz, pH, &ctividad amildsica vy proteoclitica
durante la fermentacidn en salmuera, vy establecer

&l rendimiento de nitrdgeno.



CAPITULDO 1

REVISION DE LITERATURA

1.1. BENERALIDADES

El sivao es un liguido pardo oscuro de diferente

firragancia con gusto salado gue es uWusado comp agente
sazonxdor en la preparacidn  de comidas v como un
condimento de mesa. Es producto de una fermentacidn
muy activa de  hongos, bacterias v leveduras sobre una
mezcla de soaya, trigo v sal (Kalis=z, 1280). La via
quaimica s @] segundo métedo de obtencidn, donde el
sustrato es inicialmente hidrolizado por la accidn de
un &cido fuerte, v en  wna segunda fase se procede a
L& fermentacidn en  salmuera (ITINTEC, 1284).

Actualmente la elaboracidon del sivao ha desarrollado a
un estado altamente tecnoldgico v llevado a una grarn
escala comercial, sin variar ldgicamente el fundamento
de su elaboracidn gue se remonta inclusive & 3,000 afnos
atras (Beuchat, 1283%). Iricialmente los granos de sova
enteros, humedecidos v cocidos son mezclados con el

trigo tostado v partido e inoculados con el cultivo



iniciador de Aspergillus oryzae o A. sovae. L.a mercla

-y

s incubada  por 2-3 diasiy la masa resultante llamada

&
Kodi, es pussto  en salmusra al 18 4 al cual se L

dencming, masa Moromiy éste &l ser incubado con
Pedioccocus halophilus v Zigosacharomices rouxii &
temperatura  controlada da imicico & un fermentacion
lédctica Yy alcondlica permitiendo que los

constituyentes de alto pesc molecular de  la masa se

hidrolicen. La masa Moromi es prensada, pars obtener

una solucidn cruda  de sivao, el cual s partewrizada,
filtrada vy embotellada {(Kalisz, 1988). A este
procedimiente de elaboracidn por via fermentativa lo

Namaremos procedimiento tradicionzal. La utilizacidn de
materias primas v sus proporciones podria vardiar de
acuerde & las  zonas  de produccidn, déstas diferencias
son los  que van  a caracterizar a los diferentes
givaos. Han habido intentos pare elaborsr siveo usando

comg  materia prima obtros nsumos Ccomoy; Mmani, avVera,

cebada vy centeno  sin  haber logrado mucho  éxito
camercial {(Yarng v Wood, 1974). Sim embargo Mujica

(1987) aprovechando le conocida tecnclogia de la soya,

realizd investigaciones con la finslidad de demostrar a

escala de laboratorico la posibilidad de emplear el
tarwi  en lugsr de la soysa, por su mayor contenido
protéico v constituir wn recurso propio de la zoana,
obteniendo resultados satisfactorics v supsricores en

sus caracteristicas fisico-quimicas con respecto a los
sivaos producidos  en nuestro pais. Gueda mucho por

investigar, v &% la biotecrnologia gquien ofrece muchas

alternativas que persitan reducir  los costos de
produccidn sin &lterar la calidad del producto. ASsi
por ejemplo la  fermentacidn del sivao con  células

inmovilizadas {(Osaki, et.al. 198%5), & elaboracidn del
Fodli con adicidn  de spluciones. enzimaticas de
peptidasaxs (Beuchat, 1984), aungue su informacidn s

atm insuficiente en la elaboracidn del siyao.



1.2. MATERIAS PRIMAS
i.2.1. _EL TARWI

£1 tarwis Lupinus mutabilis.es un recurss
protéico der la sierra peruana, que constituyd una de
las prihcipaleﬁ fuentes de proteina vegetal en la
alimentacidn popular  del Tahuwarntinsuyo, pero 1la
modificacidn de patrones alimentacio-nutricionales en
los diversos geo-sistemas altitudinales que se did  en
la colonia  conllevaron & leo disminucidn de:  la
produccion  de més de 3I00  sp vegetales (Hurtado,l982).

1 tarwi tiene gran importancia en fonas andinas donde

justamente: la soya vy otros cultivos protéicos estan
limitadas por razones ecoldgicas. Esta dicotiledonea
de la familia leguminosa, es conocido come "tarwi®

por los fAvmaras, en el sw del Ferd v Bolivii, Altramus
& kEspana, "Chocho" en Ecuador v &l norte del Perde oy
"chuchusmuti” en FBoltvia. Crece a los 2000 & 4000 msnm

y 25  bastante resistente & las seguias vy heladas, poco

exigente: en  Ccuanto a la caltded del swuelo vy climea,
Hlegéndose & sembrar también en terrenos marginales
sembrados con  madiz, habas, papas, etc. daonde sirve

como cerco bioldgico.
Sin embargo el tarwi  presente algunas desventajas

gue en Ccilerts medida hacen poco aceptable su  consumo.

Su principio amargo debe & la presencia de mas de 2 %
de  alcaloides como: La esparteina, lupanina, 13-
hidroxilupaning, d4-hidroxilupanina, alfa-isclupanina vy
otros. {Faredes, 198%) . Entonces se hace necesario

reducir los alcaloides a menos del 0.01 4 para gue su
consume no sea  todxico, los cual puede consequirse por
Wi pProceso sencille de lavedo por  la  propiedsd
hidrosoluble de sus alcaloides (Jimenes, 1987,

S han realizado investigeaciones ailsladas sobre
muchos aspectos  de esti importsante leguminosa, con la
finalidad de incentivear su mayor aprovechamiento en
forma directa o indirecta.

Cooillo-(19283) v Ledn (1983) estudiaron los ritmos



]

de acumulacidn de proteinas tanto en hojas v granos de

f
i

varios ecotipos proceentes de la provincia de Huamanga.
Garocia Rlasquez (197%9) v Faredes (1982) mostraton
interes por el potencial alimenticio de sus granos
realizando &ndlisis quimico-bromatoldgicos de varios
ecotipos cor la fimnalidad de  obterner wn concentrado
protéico e que podria ser btransformado en haring v ser
usado en la panificacidrn v otros productos elaborados.
Finalmente podemos decir gue ] estudio de los
mrocesns fermentativos donde dsta legumirnosa interviene
come fuente  rica de nitrédgeno protéico aumenta las

posibilidades de su industrializacidn.

1.2.2. EL _TRIGO Y EL. SALVADO DE TRIGO

£l trigo en la elaboracidn del sivao v
poroduccidn de enzimas cumple un o rol may dimportante.
- Ern el Koji el trigo ajusta la humedad del sustrato a
niveles dpltimos, aprodimadamente & 45 4, de manera que
crea una condicidrn adecuada  para una intensa actividad
fungica que s refleia 80 un mayor actividad

enzimatica.

El trigo sirve ot me jor fuente de  carbohidratos,
& partir de los cuales se forman, los azdcares, alcohol
v acidos  organicos durante la fermentacidn, quee
contribuyen con el sabor v aroma del s8ivao.
-~ Sirve como fuente de  ligrning vy glucdsidos que son
log preswsores del sabor vanilinico del sivao; v
- Sirve como fuente rics de dcido gluté&mico uno de los
principales responsables del aroma del sivao.

El uso del salvado de trigo en la actualidad se
incrementa en lag industriss de la fermentacidn. Como

materia prims juegs  Wwn rol casi determinante en los

costos  de sus productos, por su bajo costo Y OGS
hondades nutricionales, ricos en vitaminas, fibras vy
minerales. (ver Tabla Iy, Fracticamente las Z/4
partes del costo de operacidn de un proceso de

fermentacian procede del medio de crecimiento, por lo
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cque e investigsa constantemente otras fuentes
altermpativas de nutrientes bioldgicos que permitan
beneficiarse de las fluctuaciones del precie. al  mismo
tiempo que suministren todos los nutrientes requeridos
en el proceso de la  forma mas  econdmice posible.
(Wiseman, 1786).

El salvado de trigo, conocido  también COme
chdscara, afrecho o afrenecillo constituyve =1 residuo de
la moliends de distintas variedades de trigo. Esté
integrado  principalmente  por el pericarpio vy las
porciones mas superficiales del endospermo. Su usc en
la &limentacidn  tiende & generalizarse después de
muchos afos en el gque se lo consideraba un desecho cuvo
principal destino @ra  para  formar parte de los
alimerntos balanceados para la cria de aves de corral vy
otros de granja. Estas circunstancias se debe & gque se
trata de una de las porcliones mas  ricas en distintos

tipos de fibra gue posee el grano {(Salinas, 1788).

1.3. FERMENTACION EN SUSTRATO SOLIDO

La fermentacidn en sustrato edlido es una téomica
recientemente retomada por sus reales ventaias v SIS

reales costos de inversidn., Be usa ésta  terminologia

para  describir & la fermentacidn  en que &l
microorganismo Crece sabre LA sustrato
predominantemente  inscoluble sin una fase liguida
libre, v es usado para oabtener productos especiales
coma la  enwvimas (amilasas, proteasas, pectinassas,
lactasas., amiloglucosidasas, e inas, celulasas,
invertasas, etc.), antibidticos v otros metabolitos
segcundarios con aflatoxinas, ochratoxinas, etc.

(Hesseltine, 1972).

1l contenide de humedad en  ésta técnica es de 30—
80 %, v los microorganismos cuyo crecimiento se  adapta
mas & las condiciones de baijs actividad de agua v la

presencia de sustrato sdélido casi intratables son los

hongoss por  ésta raszdn gue todas las preparaciones



enzimiaticas produclidas por
provenientes de hongos. Frost vy

TABLA II

énta

Moss,

téEcnica =Amly

1987).

ALGUNAS ENZIMAS PRODUCIDAS POR FERMEMENTACION

EN SUSTRATO SOLIDO (Frost vy

Moss,

1987)

EMZite  DiiGaniah

Celulasna Trichpderma viride

Trichoderna resseil

Wb o f e i o Y

Trichoder ma

trigo Amyloglucosidizsa

harzianuwm

ALGUNOS MEDI10S
oMU IES-

Salvado de Trigo

Salvado de trigo

Salvado de

Salvado

de Tirigo Glucosidassa feperglllus

Fhoenicis

Galectosidasa

Ao perrerd 1 lue, awwamor i

Inver-tasa

Geperaillus niguer

Froteinasa Feperglllus ory zai

Salvado de Trigo

+ urea
Renina Mucor pusiliue Salvado de Trigo
Fectinasa Cordothyi-ivm  dicdo- Salverdo  de
Brroz,
gdielle desgrasado

fmi lasa

Scopuleriopsis

Salvado de Trigo

Qedvado de

Frigo,
fapergillus niger + In, Fe, Cu
Fusarium moniliforme

l.a fermentacidn

@l hriente por muchos

siglos, proceso

e sustrato sdlido ha sido usada en

que ahora se

concoe comp keji, que  involucra el crecimiento  de
hongos filamentosos como el Asperqillus gryzae o
Asperqgiilus sgvae, sobre una mezcla humedsa de SErOE,
rsova v trigo, para producir una mezcla de ensimas

amiloliticas v proteocliticas

extracelulares qgque pueden
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mer usados en la nidrolisls de otros sustratos, v
efectuar el cambio de sabores. (Hesseltine, 19723).

Frost v Mose (1987), ha descrito diferentes tipos
de fermentadores pare esta téonica de fermentacidn, de
los cuales mencionsremos 1&s mas uwsuales:

-~ El fermentador de tambores rotativos, en este disefo
se RL-F-1 tambores cilindricos, dispuestos

horizontalmente v usualmente montados sobre un rodillo

que proporcionsa soporte v & la ver actda como LAr
dispositivo de rotacidn v mezcla. Estos disefos son

usados especialmente en la produccién de celulasa por
Trichoderma viride.

- Urn segundo tipo de fermentador suple los  rodilloss,
con  paletas dispuestas en el interior vy gue efectldan
la mezcla del sustrato en  fermemtacidn.

o =y sistema estacionario ornstituy 1 Lsen -§-3
El sistemna estacionari constituyve el disefo mas

simple, puss uss sistemae de camas o bandeliss aireadas
donde el sustrato es tendido donde se realiza la
fermentacidn €in agitacidn. La produccion de amilasas

vy proteasas se realiza por este sistema.

- Y por  Ultimo el sistema gue convina el sistema
rotativo v el sistema sstacionarioy; donde el sustrato
parcialmente fermentado es transferido de una cémara
supesrior estacionario a otra inferior rotativa, donde

la fermentacion se concluye.

1.3.1. NATURALEZA DEL SUSTRATO Y 8u PRE—

CL / TRATAMIENTO
L.és materias primas més usadas como  sustrato son
los cersales de mayor importancia agro-industrial,
como el trigo, madz, el arroz vy ctroe como la sova, v

2l gsalvado de trigo va sean entersas o procesadas.
El pre-tratamiento de la materia prima a usarse es

(kT T de los  factores A importantes de i1a

/ fermentacidn. El tamafo de las particulas del sustrato
debern estar derntro de wun ramngo limitada, de ahi la

necesidad del pre-tratamiento, realizando el partido



clel grano hasta en S-6 veces. Actualmente &l sustrato
empleado para la produccidn de enzimss, por su bajo
costo de  dnversidn es @l salvado de trigo simplemente
humedecide o suplementado  con algunas pocas sales,
aunque &l uso de laxs ssles se hace menos necesario en
los actuales procesos comerciales de produccidn.
£l sustreto sdlido debe estsr dispuesto de tal
forma oque permitas la  libre circulacidn del aire
{(repecialmente en el sistema estacionario) v la libre
expansion del micelio, ademas de gue el voldmen del
sustrato en relacidn con las medidas del envase gue
los contiene no debe ser muy estrecha, de otra manera
’ T se asequraria LA & buena aireacion Y
consecuentemente el éxito del proceso.
La esterilizacidn del sustrato o medio sdlido

puede llevarse a cabo por presidn & vapor & menudo & pH

bajo gque en 1o comdany por métodos guaimicos o potr
combinacion de ambos, aungue los  &xltos niveles cer
esterilizacidn  no se logran como en los métodos de

fermentacidn sumergida, sin embargo no son Nnecesarios

por su o misma nabtuwralesa, pues  su baja actividad de
agua  que  inhibe el dessrrollo de MiICroOrganismos
contaminantes: permite gque los sofisticados sistemas

de protecceidn de contaminantes no sean necesarios para

obtener una operacidn satisfactoria. ( Frost vy Moss,
1987,
1.3.2. CONDICIONES DE FERMENTACION Y 54U
EVALUACION
Llawego de la esterilizscidn v coccidn del medio,

é¢ste ez  incoulado con una  suspension  de  esporas o
intdcuwlo vegetativo de la cepa del hongo escogido. E1
crecimiento v la expansidn del micelio reguiere de un
tismpo generalmente de 110 dias, & temperatura
controlada en un rango de 2% 40 QC v con un nivel de
humerdad  del sustrato gue puede oscilar entre los

Z0-80%.
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21 control de estas dos veariables pusde causar
prroblemas, va gque la produccidn de metabolitos calienta
&1 medio, v la pérdida de humedad puede ser alta,
perjudicandoe &l mormal orecimiento del microorganismo.
la adicidn  de aguse durante la fermentacidn ha dado
spluciones satisfactorias, pero es preciso detsrminar

medliante ensayos la cantidad v monento sdecuado  de

adicidn  de agua, para no  afectar  1la producclan
ernzimatica. Se usan también de manera usual soluciones

gue regulan la humedad del ambients dispuesstos en las
partes bajas del fermentador, para gue la pérdida de la
humedad del sustrato sez menor (Nishio et.al. 1981},

£l control del pH s generalmente imposible, pero

un gradoe de control se pusde efectuar por una  adicidn

djuicioss de u suplemento de sales de nitrdgeno &l
medio (Frost v Moss, 1987). Eatos v otros aspectos
bioldgicos, quimicos v fisicos prOpoOrcLonan LAr
ambients favorable para qgue SE desarralle  un

determinado proceso bioldgico.

Hacer un  seguimiento de las variables que se
desarrollan en  la fermentacidn s dificultoso pero no
impoeible, va que la irnhomcgenizacidrn del  cwltivo
representa una dificultad de muestreo. Actuslmente se
ha logrado reslizar una medicidn aproximada de  la
biomasa fungica por métodos indirectos. Uno de ellos
involucra la medicidn de la glucosamida, gue se
presents como un componente comian de todas las células
fungicas. Otroe métodos implican  la medicidn de la
evolucidn de la tasa se 02, el consumo de Q2 v
principalmerte la medicidn de las actividades

enzimaticas.

1.3.35. VENTAJAS Y DESVENTAJAS

Ventajas
- Gerneralmente se usan medios muy simples por eiemplos
cereales cocidos a vapor a los cuales pueden afadirse

trazaese de salee inorganicas.
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L2

- Yz gque la fermentacidn se realiza en condiciones de

bhaia asctividad de &agua, el crecimiento de muchas
bacterias contaminantes es inhibida, por esta razndén

disminuye la necesidad de un  proceso de esterilizacidn

antensivo.

-~ Debido & gue la humedad del sustrato es bajo, el
volimen de medic por unidad de peso es bajo v

consecuentemente la actividad de las snzimas por unidad
de sustrato puede ser més alto, lo gue no aourre en

un sistemas sumergido.

- L& fase de indoculo es generalmente  innecessrio, yva
gque puedes sembrarse directamente con ssporas,
inclusive Con ssporas germinadas.  que permiten

acortar la fase de letargo (Makadai y Nasuno, 1988).

= la recuperacitn enzim&tics por extraccidn del
sustrato fermentado con  pequefas cantidades de agua,
puede gdarnos soluciones enzimaticas con altas
concentraciones.

Desventajas
- Frost v Moss (1987) harn descrito las decventajas

ascociadas a la produccidn de enzimas por &sta técnica.
-~ El proceso es limitado & los  hongos, que paechen

tolerar condiciones bajas de humedad.

~ L& medicidn de los parametros  del proceso s
dificultoso pussto gue el cultivo  es bastante

inhomogénea.

- El control de pH, la temperatura, transferenciss de
oxrigenos vy el. contenido de humedad es dificultoso.

- Fluchos de  los sustratos & @ edcepcidn el AT OE
necesitan de pre-tratamientos.

- L& centidad de esporas que se necesita  como indculo
es bastante grande.

- La adicidn de agua esteril, necesaria para mantener

la actividad de agua en &l sustrato aumenta las
posibilidades de contaminacidn, ademas de que ésta
cantidad v el momento en gue se adicionan debern ser

cuidadosamente determinados Yy controlados.
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{(Hesseltine, 1972\,

1.4. PRODUCCION DE ENZE[MAS

=) elaboraecidn de alimentos fermentados de
importancia industrial, es el resultado de una serie
e reacciones enzimdticas complejias v coordinadas
derntrc v Tusra de la célula gue interviensn en la

fermentacidn. l.ae dindustriaz aprovecha ésta propiedad
de  realizar clerltas Otransformaciones que resultan
costosas, dificiles vy reqguieren de mucho tiempo segun
lag téconiceas convencionales. {(Marza v Balathti, 1970).
Ura posibilidad que actualmente toma mayor
importancia es el uso de preparados enzimaticos en las
fermentaciones industriales por presentar wventajias con
respecto al uso de reactivos gquimicos  convencionales.
l.as enzimas localizadas dentro de la céluls,

presentan  algunas dificultades para su  extraccidn, &

cdiferencia de las enzimas estracelulares gue son
recuperadas  muay facilmente, puss éstas enzimas gue

generalmente son hidroliticas se seoretan al medio  de
cultivo, v son solubles en soluciones acuosas.

En esteos Qltimos afos  se venden anualmente en
todo el mundo 1500 tn de enzima, no obstante 1250 tn de
toda esta cantidad lo constituyen solamente 4 enzimas;

las proteasas, gluccamilasas, alfa-amilasas v glucosa-

isomerasas; el resto de otros cientos de enzimas que
s venden en todo el mundo S ose purifican hasta la
homogeneidad por 1o gue son muy caros vy o se venden
snlamente en miligramos por afico vy su aplicacidn esta
@én su uso en las investigaciones m&s o meENOS

sofisticadas. (Wiseman, 1786).

La primera gtapa en la produccion comercial de la

enzima comienza con  la seleccidn  del microorganismo
que posese  la  capacidad de produccidn  de la enzima

deseada v con buesnes  rendimientos, ademas de presentar

4

otras caracteristicas como no ser  patdoeno, Mo

il

procducir sustanclias toricas, SE estable



genéticsmente, etc. En general las cepas que producen

éxl tos rendimientos de al fa-amilase v prroteasa se
grmcuenteran comprend Ldaag dentro del Q&Enero chex
Afspergillus v Racillus (A, ogryzae. A. niger, B.

L.t mayor parte de las cepas con alta capacidad
praductora Quie actualmentiz se utilizan ern  las

industrias provienen de mutantes que han sido obtenidos

aplicando distintas téonicas de mutacidn genttica,
tales como metodos fisicos, gquimicos Y e

recombinacidn gendética.

Uria segunds etapa  consiste en escoger €] sistema
de fermertacidn adecusda, va sea sumergido, semisdlido
o sdlido. BErn cuwanto &l @ medio es  importante  tener
presernte gque la composicidn del mismo puede decidir el
eéxito del procesc. Un medio de produccidn  debe

cortener: fuentes de energis, de nitrdgeno, factores de

crecimient.o, danductore:s: v sales minerales. El balance
de estos componentes v la relacidn fuente de

carbono-nitrdgeno es fundamental en la producoidn de la

ETTIMma.
1.4.1., AISLAMIENTO DE LAS ENZIMAS PRODUCIDAS
Muchas de las enzimas producidas a  pactic de

distintos arganismos pueden tener uwuso comercial por lo

gue deben ser separados de las células que los
producen v del medio de produccidn. Existen métodos

fislcos v guimicos de extracoidn de estas enzimas.

L.os métodos fisicos son  relastiveamente violermtos v

pueden ocasionar problemas va que dafan las  propias
enzimas. La extraccidon guimica  permite la  liberacidn

muy  delicada de las enzimas, lo que necesita solamente

una suave agitacion pera disperser el agente guimico de

et accidn uwtilizado durante el proceso. Las enzimas
solubles v lose producidos extraceluwlarmente estaran
siempre mezclados con las células que las producen,

acidos rnucléicos, sales compornentes del medioy gue son
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mecesarios eliminar. Uno der los mé&todos mas comunes
e concentracidn es la precipitacidon  con muchas
variedades gue sB resumean ern e Tabla I1I. (bliseman,
1786) .

En la precipitacidn con solventes organicos, éstas
reducen la constante digléctrica del medico acuoso
disminuyendo la solubilidad dex las proteinas
permitiendo a las moléculas de proteina  interaccionar
mae facilmente entre si gue con el agua. Las moléculas
dee disolvente tambidén pueden intercambiarse con el agua
gue estd  unida & las  proteinas lo gue  provoos la

precipitacidn por deshidratacidn de  la proteina. Estos

S

tres efectos tienen  lugar probablements =18

. €

A

precipitacidn de proftedinas. l.as proteinas se
precipitan satisfactoriamente con disclventes orgénicos
siempirtz gque la temperatura permanezca por debajo  de
52C. For encima de esta tempesratura pusde tener lugar
la desnaturalizacidn de la proteins. Los disoclventes
deber  ser  misibles con 2l agua vy o deben  ser
facilmente inflamables, como por ejemplo el isopropanal
se he wtilizado pare  precipiter la amilaglucosidasa.
Taambigdn s han  wtilizado metanol, etancl, vy acetona
aungue su weso industrial es  limitado debido & gue son
inflamables v relativamente caros.

Lag enzimase se pueden precipitar vy fraccionar con
la  técnice "salado"  para lo gue se wtiliza sulfato
amdnico gque es un conpuesto  econdmico, miy soluble,
gue se enfria al disclverse v s inocuo para  la mayor

parte de enIimas.

1.4.%2. ELABORACION DEL. SIYAD CON PREPARACIONES
ENZIMATICAS.

la produccion eficiente de las enzimas de interés
especislmente las amilasas v proteas.as 28 mly
importante en la economia de la fabricacidon del siyvao
elaborado con preparaciones enzimaticas, de Asperqillus

oryzae. Generalmente la fuente de produccion la
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constituye el salvado de trigo por constituie  un
desecho  agricola de baio costo. La figura No.l muestra
el procediemiento de lx elaborascidn del sivaoc con
preparacionss enzimaticas, & tste procedimiento
practicamente se obia la fase de

TABLA T1I
ALGUNAS FORMAS DE CONCENTRAR ENZIMAS (Wiseman, 1986)

FRECIFITALC, ABENTE ESPEC. EFECTIVIDAD  IHCOMVENIENTE.

Sales inorg. Sulfato Amdnico fluy Bueno

Cloruro Sodio Regular

Sultateo Sdédico Eueno

Aretato Céloico Regular
Pisolventes Acetona Rueno Feligro Incendio
orgénicos Etanol Eueno Feligro Incendio

Isopropanol Hueno Feligro Incendio
Folimeros Cetavldn Rueno Costo
rargados Sulfato de Pro-

tamina. Rueno Costo

Foligtilén~imina Bueno Costo

DEAE-Destranc Hegular Costo

preparacidn  del koji,fuente de enzimas, vy s@ inicia
directamente con la fermentacidn en salmiera de las

materias primas ya tratadas  (Makadsai v Nasuno, 1988).

Los valores de pH, cantidad de alcohdl, aztcares
reductores v rendimiento de nitrdgeno son superiores
mediante este procedimiento  gue con aguel elaborado
tradicionalmente. Aurigue, eeta superioridad es
relativa por  una razdn importante : Los preparados

enzimaticos usados constan de  ensimas extracelulares,
pero no sGlo éstos  se  encargen  de realizar todo el
trabajo, S han detectado algunas enTimnas
intracelulares del hongo oue cumplen roles importentes

v ogue  favorecen el aroms v sabor del  producto, es el

s
caso te  las glutaminasas v demds peptidasas. L&
presencia  del primero va  aumentar  la formacidn de
édoido glutamico v otros  aminodcidos

responsables del aroma.
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Ssctualmente s gstudian métodos quie permitan
incrementar la presencis cle éstos aminoacidos
importantes. E1 tratamiento &cido del sustrato
protéico es  una de  las  alternativas gue presenta
Makadai v Nasuno (1988), =n sste método el sustrato
protéico (harins de soya desgrasada) es  bratado con
&dcido clovhidrico para hidrolizer las proteinss & sus
componentes simples {amincacidos),seguidamente la
mezcla &cida s nevtralizada antes de proceder a la
fermentacidn en salmuera a la  cual sz le adiciona

FecieEn

la preparacidn enzim&tica

(Ver figura N2 )



CAFITULDO I1

MATERIALES Y METODOS

£l presente estudio s realizd en los ambientes de

los laboratorios de Rioguimica (para los aspectos
Tigicoas, Dioguimicos) v Microbiologis (para los
aspectos microbioldgicos) del prersernte trabajo de

investigewidn.

2.1. MATERIALES
2.1.1. MATERIA FRIMA

S utilizaron 20 kKg. de tarwi {(Lupinus

mutabilis) veriedad "Osicewr Blanco" procedentes del

distrito de Acocro,20 Kg de trigo (Triticum wvulgare),

variedad "Gavildn" v 12 kg de salvado de trigo,
adguirido en los molinos particulares de la  localidad,
gue procesan diferentes variedades de {trigo & harina
de panaderia. Se utilizd ademais 10 Kg de sal comercial

a granel, no vodada.
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-1.2. CEPAS MICROBIANAS

Ge utilizaron cepas industriales de:

Asperqillus oryzae ATCOC ZOZ86

Pediococcus halophilus ATCC 21786

Zvaosaccharomyces rouxxi ATCO 24518

1.3. MEDIOS DE CULTIVO

Aoar Papa Dextross

fAgar Malta

Caldo estracto de Malta
Medio Harold's M4OY
Medio Aoetato de Sodio

Afgar Glucoss UOxitetraciclina (0GA)

1.4, EQUIPDOS REACTIVOS Y OTROS MATERIALES.

ermentador  de  vidrio para  fermentaciones
o Sdlido.

Randeja de madera de 4% x 28.59 % 8 cm.

0% Recipientes de wvidrio de 10 Ltra
&d.

Fotoocoplorimetro marcs Fek 60

Fetufa marca GANZ.

Bafo Maria agitads, VIRBROTHERM

Centrifuga marca ELIETT. Cap. 6000 rpm
pH-metro marce RADELQAUIS tipo OP-Z205

Balamza analitica marca GANI cap. 100 g.
fAgitador magnético marca ASISTENT
Homogenizador merrca BIOMIX

Aglitaedor de paleta marca ER~10

Bomba de aire marca JUNIOR .

Froteasa &lcalina de Asperqgillus oryzae,Sigma,

Chem.Co.USA.

fArocaseing, Flubka

Almidon soluble de paps, Fluka
Materiales de vidrio marca PYREX v RIMAX
Reactivos seglun métodos.

Otros equipos segun métodos.

e

cle
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2.2 METODOS
2.2.1. DISEMNO EXPERIMENTAL

1 presente estudico ba  sido dividido en tres
=tapas. La primera etapa referido dGnicamente a la
optimizacion de las condiciones de crecimiento de

Aspergillus oryzae ATCO 20386 esn una fermentaclon o

sustrato sdélido de una mezcla de tarwl v trigo en un

fermentador de vidrio especialmente disefado para este

estudio, con la finalidad de lograr altos niveles de
actividad enzimética. L.a segunda etapa se refiere a
la  obtencidén de un  preparado corudo enzimatico por
fermentacidn sdélida de salvado de trigo, con las

condiciones anteriormente optimizadas v gue serd usado
coms suplemento en la  fermentscidn en salmuera.

e Altima etapa constituve fermentacidn &n
salmuera o Moromis para lo cual se ha considerado tres
tratamientos, el primero de los cuwales constituyd el
testigo o patrdn, gque estd referido &l moroml ogue
procede de un Lojii elaborado tradicionalmente. En @l
Sequndo v tercer tratamiento &l koji es fermentado an
el fermentador ge vidrio, con la direfencis que el
tercero s suplementsdo con la preparacién enzimatica.
La fermentaciddn  en salmuera en sus tres trateamientos
gurd el  tlempo en que alcanzaron mas del S04 de

rendimiento de nitrédgenodver fTigura Na:d)

2.2.2. PREPARACION DEL INOCULDO
El  indculo Ta Ry postericrmente s

wtilisd para el cuwltivo del bhoji tanto en bandeia como
ern el fermentador de Sustrato B8dlido, consistid en una

suspensidén de esporas de Aspergillus oryzae ATCC 20386

ern solucidgn Tween 80 al 1 4L donde se alcanzd  la mavor
v mejor concentracion determinsdo en W ensayo previo
{ La mejor concentracion estd determinada  en funcidn
de la mejor actividad amilédsica v protedsica alcanzada
& LAY tiempo de fermentacidn con diferentes

concentraciones de indculo).
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FIGURA No 4 : PROCEDIMLENTO DE PRODUCCION DE AMILASAS Y PROTEASAS
DE Aspergillus oryzae EN LA ELABORACION DE SIYAO DE
TARWI

Arroz pulido y sancochado

S5ml,suspencidn 107esporas/ml en Tween 80

h.

» | I | ]
Granos de Tarwi ente Granos de 'tarwi pela Harina de Tarwi y Salvado de Trigo con
ro y Trigo tostadoy do y Trigo tostadoy Trigo tostado y par- Urea al 0.8%
partido. (1:1) partido, (1:1) tido. (1:1)

P ga Fermentacifn Fermentacidén en un
4 j’g.t}?‘ en bandeja . ermentador de vidrio
Tradicional L} de Sustrato Sélido.
e
e~
b
S
P —]
- s

: "’//’//”/’/’//’/ EXTRACTO ACUOSO DE

AMILASAS Y PROTEASAS
.

F—————ALCOHOL 3v|

PREPARACION CRUDA DE

Salmuera po [ S S pe

—{18%, 4. 381} AMILASAS Y PROTEASAS

B-Lm m-L5 m_l__m . “ 200ml g.halolgbilus ATEC2Y
c 200ml Z.rouxxiarccissis
Moromi: Moromi.: Moromi:
""FRADICIONAL" "SUSTRATO SOLIDO" "PREPARAC.ENZIMAT."

j { ETAPA FERMENTATIVA

| 30°C x 63 dias|

REFINAMIENTQ

SLYAO: STYAO: SIYAO:
Elaborado tradi- Elaborado de un Koji Elaborado con Pre-
cionalmente en una fermentacidn paracién FnzimAtica

sAlida con Jas condi como suplemento.

ciones de produccidn
enzimhtica optimizadas
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Fara ello se utilizaron tubos de ensavo de 36
X 210 mim e cuvas  paredes se acondicionaron
cuidadosamente  arroz pulido vy sancocheado, para  luego
de ser esterilirado a 1% psi. ® 1% min. inoccularse  con
2 ml de uns suspensldn de esporas en solucidn salina
figsioldgica, cuidando gque la humedad del arroz resulte
por niveles inferiores al 40 % de manera gue se logre

una buena gsporulacion, luego de uwna incubacidn por 10

disgs & I08C. Pasado este tiempou s& realizd la cosecha
con 10 ml de solucidn Tween 80 al 1 %4, agitando

culdadosamente el tubko para los grancs de arroz no se

desprendan junto con las esporas.

2.2.3. OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE
CRECIMIENTO DE ASPERGILLUS ORYZIAE ATCC
20586 EN 1A ELABORACION DEL KGOJl DE
TARWI Y TRIGO

A. Tratamiento y acondicionamientoc de las materias
primas

-

lose  granos secos de tarwi G remoiaron oo 0.7
1t., de agua (por cada kg, de peso)  a temperatura.
amiiente por 3.9 horse. Luego de gscurrir gl agua se
cocinaron por 40 min., &n sclucidn de MaCl al 2 % en
una proporoién de 3 1t por cada kg de grano amargo
irmndcial. Seguidamente los granos cocidos completaron

sl desamzrgado en un recipliente con fluio constante de

aglean de rig duwrante 72 hrs, tiempo en el cual se
agume w99 4 de desamsrgado.Zevallos, 1980 Los

arancs ahora desamargados, se pelaron manualmente, v
fueron secados &l sol.{a excepcidn de una porcidn gue
fue destinada a la elabouracidn del koji tradicional).
e harina de tarwl se obtuvo despugs de la molienda
del tarwi desamargado, peladao v seco.

El tiempo de coocclidn para el tarwi o en el
autoclave a 1% psi fue de 60 minutos, tiempo en el
cual los granos adguieren un conslistencia pastosa, &l

ser aplastados por lag vemas de los dedos.JBeuchat,
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17983).
1 trigo fue tostado en una tostadora artesanal
hasta tomer wn color  pardo-dorado v oouna textura

crocante. Seguidamente se partieron los granos hasta en
4-3 partes en  una moledoras comian de gQranos.

lLa proporcidn del tarwi v trigo se calculd de la
siguientse manera: Fara cada 100 gr. de kolii {(con

45-50% de humedad) se tomaron 27 gr. de tarwi vy 27 gr.

de  trigo, gue equivalern & tomar 73,7 gr. de tarwi
humedecido ¥y 24.7  gr. de trigao tostado. Fuesto en el
remojo &l tarwi su peso aumenta ern un drden de 1807 v

@l trigo en el tostado disminuye por pérdida de hunmeda

er un Orden  del 10 4.

B. CONDICIONES DE CULTIVO EN SUSTRATO SOLIDO

e mezcla de tarwi vy trigo fue dispuesta en 14

placas de Petri de 180 mm con 1590 gr. cada uno, dos de
las  cuales fueron uwsadas para determinsar la actividad
del sgus  inicial del sustrato,aws: v el porcentaje de

humedad  del  sustrato, “ZHS: con gque se  indcia  la

fermentacidn. La aw v AHB S0 dos  magnitudes
directamsnte proporcionales relacionadas por la
siguliente scuacidn:

YoOHB e We / 100

El resto de las placas fusron inocwlados con 5 ml

de la suspencidn de esporas de Aspeqgillus oryzae, para

luego  ser incubados ern wn  fermentador de vidrio,
especialmente disefado parsa  Termentaciones sdlidas,
cuyas dimenciones se muestran en la fTigura RN 3,

donde e buscd optimizar los pardmetros tales como:s

tasa de airescidn, humedad relativa, actividad del
agua, v temperatura, a fin de alcanzar la m&dima
produceidn enzimatica, en fTuncidn & las actividades

amildsica v protedsica.

L.ea tasa de sireacidn estuvo determinado por el
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volumen del sire esteril gue ingresaba al fermentador

mnc;t/mir. Se dispusiercon para este  fin 4 bombas de

alre {(tipo acuario) v una valvula gue reguld el flujo
- de aire, ademas  de un filtro  de membrana  de 0.2um,

Gerlman, Aoro S0,

B porcwhtaﬁm clex humedad reltiva, AHRg fue
regulada por 1 1t de una  solucidn de  NatCl. a

diferentes concentraciones molales & excepcidn del ZHR
= 7%, que fue regulado por una solucidn de glicerina
{(Tabla IY)

“ La actividad de agua inicial deseada del
sustrato, esterilizado se ajustd: por desecacidn hasta
Negar & valores de 0.498 vy 0.40 v adicionando agua

esteril para los valores de 0.50 v 055,

La temperaturaz se reguld & 25, 30 vy  EF QC, al
introducir todo &l fermentador  en una estufa marca

GAMZ calibrada & las tempersturas respectivas.

C. DASAJE ENMZIMATICO

5 1 muestreo s resalizd con intervalos de 12 hrs.
/(a ericepcidn del primerc qQue se realizd a las 24 hrs.)
tomando una  placa de  sustrato fermentado, para ser

i

,f ‘ . . .

P guspendido & razdn de 1210 en funcidn A BU PESO SEBCO,

con agus  desionizada y luego sometido & agltacidn por

I ohre. a O 8C.  ElL filtrado de la suspencidon con papel

Watman N2 02, constituyd &l estracto crudo  de enzimas
E

€T donde s determind las actividad de las enaimas

solubles.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE AMILASAS

.a determinacidédn se veslizd por un método

Imodificado wilirando wna solucion de dcido picrico

Fundamento:

{basadc en Bergman, et.al. (1980},
’ L.a accidn de las anl lasas sobre:  los

carbohidratos, resulta en la libersacidn de moleculas

m&s simples como la maltosa. La presencia de la maltosa
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puede cuantificarse indirectamente al tratarlas con el
d&oido, picrico corn el cual  se  forma un compleio
coloreadoe (roijn), v su  intencidad s directamente
proporoional con la cantidad  de maltosa presente. La
actividead viens edpressda como  Unidaedes {(U)/0.Smil der
estracto enzimatice'. Los valores de actividad fueron
calculados  en base & wng curva standard  obtenida
ploteandn diferentes concentraciones de maltosa versus
absorvancia. (ver Grafica NE 1) de donde : 1U= 1lmg cle
maltosa liberada bajo las condicones dadas.

Reactivos:

o

'''' Buffer Acetato 0.1 M. Se prepsrd disolviendo 8.203 g
de CHICOOMa.3H20. v 8.7&8g de NalCl en agua destilada,
para 1 LT de solucidn.

- Carbonato de sodic &l 20% (p/v).

- Solucidn  de Maltoss, JSmgiml. Se  preparo disolviendo

O, Rg de maltosa monohidratada para 100m]l de solucidn.

.

- e, Fiorico, 1.2%. este reactivo es altamente tduico
vy en estado sdlido es  edplosivo, por lo que se trabajd
en campane de tiro v sl pipetear directamente.

- Bolucidn de almiddédn, 1L.67%. Se pesaron  l.67g de
amiddn de papa v ose coloocaron en un matraz de 250 ml
para completsar a 100ml con agua v calentar & ebullicidn
por B omin. der tal forms gue la temperatura aumente en
forma progresiva.

FProcedimiento:

ny

- Be colood en un tubo de ensayo 3 oml de almiddn 1.677%,
com 1.5 ml de buffer acetato 0.1 M v Ml

0.15% M para termostatizarlo a 37°0 por 1% min.

- Seguidamente se afadid 0.5% ml de estracto crudo, gue
gda inicio a la reascoidn. Luego de tres min. se tomd una
alicuota de 0.5% ml v se mezcld corn 0.5 ml de carbonato
gde sodio para bloguesr la& resccldn.

- Inmediantamente se afdadid 1% m)] de Ac. pigrico v se
Hevo & Bafo Maria en ebullicidn por 10 min.

- La solucidn coloregads resultante se diluyd con agua a

razdgry de 1:3 oy se determind  su absorvancia en un
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fotocolorimetro Fek 40, filtro verde (S20n0m)
= El blanco del sustrato estuvo constituide de 0.% ml
clg  almiddn, 0.5 ml de agua destilada,0.9% ml de
carbonato de sodio v 1.8 ol de Ac. picrico.
-~ El1 blanco de ractivos consistid en 0.5 ml  de agua
destilada, 0.5 ml de carbonato de sodio v L% de &c.

picrico.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA

e determind por el método dela azocaseina reportado
por Manoi, et.el. (1.9388).

Fundamento:

e accidn de  las protessas sobre la azocaseina
resulta en la  liberacidn de grupos peptidicos que
geterminan la producidn de color v gue son dtiles en la
deteccion vy estimacidén cuantitativa de la proteasa. es
asd gue la azocaselna tiene ventajas con respecto & la
caseina normal . Este nuevo  compuesto  presenta una
reaccldry coloresds . una  reswoldn especifios, Vo e
snluble &n agua. La actividad viene expresada en U/0.1
ml de extracto enzimédtico.a pertir  de una curva
standard obtenidsa ploteando diferentes concentraciones

de Protessa Alcalina  de Aspergillus oryzae versus

)

absorvancia (ver graficea NQ 21 de donde: U = 1lmg de

protessa baio las condiciones dadas.

Reactivoss
~~~~~ Buffer BRorsto, 0.2W, pH 7.5, Se pesd 12.078q de HIROI

y se disolvierdn en 1 Lt.

- pMalH  2M Se disuvelven 39.977g de HNalOH en 0.5 Lt de
solucibn.

- RAZOCESEINa 4y, 8mg/ml . Be digolvieron ©0.4%5q cdex

azocaselna &n buffer borato O0.2M hasta completar 100ml.

i

- Erzima. S disolvieron cuidadosamente  173mg de

proteasa de Aspergilly oryzae, Sigma, Type XXIITD en

agua destilada hasts completar  100ml,a partir del cual
we reallizearon las  respectivaes dilucilones para  obtener

la curva standard.
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Procedimiento:

-  En o oun tubo de ensayo se  colocaron 1.8ml de  la
wolucion de azocaseina tamponada v se termostatizaron a
B70C por 1% min.

- Be afadid seguidamente 0.2ml de extracto enzim&tico v
g incubkd a 37°C por &0 min. v al cabo de éste tiempo
se detuvo la reasccidn por adicidn de 2ml de ATA.

- El  blanco de sustrato estuvo constituido de 1.8ml de
arocaseina, Sml de ATE v 0.2m) de extracto, v &l blanco
de reactivos de Zml de agua destilada v 2 ml de ATA.

-~ Los tres tubos se centrifugsron & 3000 rpm por 10 min
vy a una alicucota de I3 ml  de sobrenadante se le afnadid
1.% ml de MaOH 2ZM para estabilizar la reaccidn.

-  Las lecturas de absorvancia se realizaron @enooun
fotooolorimetro Fek &0 ,filtro azul{d4d4%nm) en cubstas

de 1 om, de pasa.

2.2.4. OBTENCION DE UNA PREPARACION ENZIMATICA
DE AMILASAS Y PROTEASAS.
A. MEDIO DE PRODUCCION

Fara la obtencidn de una preparacidn enzimabtica en
donde la mayor parte estd constitudido de amilasas vy
protessas extracelulares se ha utilizado el salvado de
trigo o afrecho.

Se humedecieron 860 agre. de salvado con 640 ml de
agua corriente v se esterilizaron en  wn autoclave a 15

psi por 15 min.

B. CONDICIONES OPTIMAS DE PRODUCCION

El proceso fermentativo de produccidn de amilasas
v protessss se llevd a  cabo en el fermentadar de
sustrato sdlido, donde se colocaron 10 placas de 18%0 mm
con 1%0 gre de medico  cads uno. Los peardmetros de: tassa
de aireacidn, humedad relativa, actividad de agua v
temperatura fueron ajustados a los valores obtenidos
anterigrmente (seccidn £.2.%.8) determindndose ademis

la necesidad o no de adicionar sales nitrogenadas &l
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medio.

C.OBTENCION DE!I ESTRACTO ¥ PREPARACION ENZIMATICA

La extraccidn de las enzimas edtracelulares Y
solubles en  agus, se realizd por remojo en aguia el

austrato fermentado, inicialmente en una proporcidn de

1310 en funcidn & su pest  secn, detersindndose el
tiempo temperatura v agitacidn dptima que favorece
LA & brtera exdtraccidn, todos [ funcidn & =R Y1

actividades enzindticas de amilasas v  proteasas.

Lar  solucidon resul tante luego der  un filtreado
constituyd el estracto orudeo enzimatico, el cual fue
sometido & un proceso  de concentracidn, uwsando  los

metodos de precipitacidn protéica con alcohol etilico v
sales de sulfato de amonic indistintsmente.

A oun volumen de estracto se le adicliond aloohol
@68 o sulfateo de amonio, en diferentes proporciones,
para determinar  la  concentracidn final ern gue las
moléculas protéicas se insolubilizan v precipitsn

luego de pernanecer almacenado a 5 BC por 18 hrs.  Los

precipi tados resultantes  fusron colectados poe
centrifugacidn, desecados en urna estufa aireada & 29
Qe dersecados vy finalmente pulverizados, constituvendo
esta polvo, @l preparado enzimdatico. {(Makadai v

Plasuno, 1288 (Di Jeso, 1968).

Fara efectos de determinar la efectividd del
proceso en términos  de porcentaje de  recuperacidn de
la enzima; los precipitados de un voldmen conocido de
gstracto, fTueron resuspendidos nuevamente en agua
desionizada al valdmen inicial del estracto, &l cual
se determindG su actividad enzimdtica, relacionandolo
Tuego con la actividad del estracto sin ser sometida a

precipitacisn (que constituye 1 100 % de actividad).

2.2.4. FERMENTACION DEL. MOROMI

El moromd,  aeunetityd pEra los tres

tratamientOﬁ la fermentacidn e salmuera del koji de



26

tarwi v o trigo el aborados Co las  sigulentes
particularidades.

{Z] primer tratamiento "TROGDICONSLY: el moromi
mrocedia del koji elaborado en bandejas de 45 x 28.35
82 om usando tarwi entero desamar-gado, v o trigo partido.

=1 segundo tratamicanto YSUSTRATO  SOLIDO": EL
bodd fue  elaborado en el fermentador de sustrato
sGlido v con las condiciones de  orecimiento Optimas,
wesndo terwil pelado desamargado v trigo partido.

=1 tercer tratawmiento "PREFPARGCION ENZIMATICA":
@l koii fue dgued &l segundo con la diferencia gue el
tairii eestaba  en forma de haring, adends, en la
fenrmentacitn del  moromi s sdicions 8.2 gre. de
preparado enzimdtico para agllizar la fermentacidn.

Terniendo @ couenta estas particularidades, 1.8
kg  de koji fue transferido a wn recipiente 10 it de
capacidad, conterniendo 4.3€ 1t de solucidn salins al
18% gue equivalen al 140% del voldmen gque ocupa 1.5 kg
cle kodi.

los  tres fermentadores dispuestos  de cucharones
uRY: faciliteron la homogenizacidn periddica vy el
muestreo: fueron llevedos & wna estufa calibrada & 50
B por espacio de 2 meses. Bl contendido de  los
fermentadores  fuse agitedo diasriamente por el primer
meEs v luego 3 oveoces por semana.

Lo indoulos de Pediococcus halophilus GTEO

21786 Y zigosacchamomyces rouxii ATCO EA5LA8

s

correspondieron al & ¥ del woldmern del moromi. 2C

ml
e cada uno se inoocularon &) tercer dia de indciada la
fermentacidn en  salmuera, luego de realizar estudios
previos de crecimiento tanto de  la baecteria como de la
levadura a diferentesy orecientes concentraciones de
sal, pare determinar el tiempo v la concentracidn de
sal Optimas ern el wmomento  de inoculacion (fig.oN@  0G
o) .

a concerntracidn del indculo de la bacteria fue 18

10° en el medio Acetato de Scdic modificado por

"
Pes
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Taniguchi et. &l. (1288), v de la levadurg fue 28 u« 15
g oun medico Y modificado por  Watanabe v Takakuwe,
{(1987).

Se  reaslizaron los  controles uincenales de las

variables: nitrdgenc total, nitrdgenco aminico, acidesz,

pH v amdcares reductores durante 2.9 meses tiempo en
@2l  cual el rendimiento de nitrdgeno en los tres

tratamientos superd el 50 %,
El muestrec guincenal consistid en  la toma de 70
ml  de moromi luego de realizar una  vigoross agitacidn
=] el fermentador. Esta muestra fue prensada
manualmente con wna  doble tela de nanzd, v luego
filtrada en papel Watman NE 2 pare ser sometido a los
diferentes and&lisis inmediatamente. Los métodos de los
analisis fisico-gquimicos fueron los recomendados por la
ITIMTEC (1984), usando resctivos de las marcas: Fluka,
Merk, Sigma, Aldrich, eto.
- Mitrdgenc toltal:
Metodo Micro-kieldahl
- Fming-nitrdgeno:
Método de Wort pars Amino Nitrdgeno libre
- fAzlcares Reductores:
Método del Reactivo de Muller
R = o B
Méetodo del pHmetro.
~ feidez

Meétodo de titulacidn dcido-base

- fAdemés se realizd la determinacidn  de la
actividad amilidsicsa y  protsdsica durante la
fermentacidn del moromi.

2.2.59. EVALUACION ESTADISTICA

Todos los datos de los pardmetros estudiados e el
fermentador de sustrato s6lido para optimizar las

condiciones de crecimiento del hongo, fusron  sometidos
a wun disefo experimental de dos vias, segun las

siguientes especificaciones:
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= Ara.Vig: 07 tiempo de fermentacidrn: 24 horas;3é

5

horas: 48 horasy 60 horass 2 horasy 84 horasiy 9é
horas.

: (Pardmetros de fermentacidn

a) O tasas de aireacidny baja, media, alta.

By 04 Y de humedad relativa: 75,85,90 v 926.5%

¢) 04 actividades de agua: 0,40, 0.4%, 0.530 v 0,55

d) O temperatura de fermentacidn: 25, Z0 v I7.5

at. e) 02 fermentaciones de salvador con Urea vy

Bin urea

Toedos  los  datos de las  variables fislco-guimicas

chtenidas durante los dos meses de fermentacidn  del
maromi fueron  sometidos & un diseno  completaments
randomizado en  arreglo factorial de 3« & con dos
repeticiones:
- ler., Factor: Matursleza del Moromi (M) con tres

Tradicional 1

3
[N
<
o
ot
0
i
X
ey
#

3
i

2 Sustrato Sdlido =2
Ma.X = Preparacidn enzimatica =

----- 2do.  Factor: Tiempo de fermentecidn (F) con  cinco

niveles: Fel = O dicrg de ferr-mentacidn 1

#

Fod = 18 dics te fermentscidn 2
FolZ = 33 diss de fermentacidn =

F.4 = A48 dias do fermexntacidn

F.a

A1

& dias dee fermentacidn

i



CAPITULO I11

RESULTADOS Y DISCUSIONES

2.1. PREPARACION DEL INOCULO
Fara cbtener un buen sivao no solo hace falta una

bruerma meteria prima, Lanblén s NECEsarico wna Ccepa& con

altos niveles de produccidn amilasica v sspecialmentes
proteclitlica. For ssta razdn  se adouirid wn cepa
industrial de Aspergillus oryzae a la American Type

Cultwe Collection recomendads para la elaboracidn del
SiYao por el Instituto para  la Investigacidn
Cientifica del Japdn-NODA.

Luego de reactivar la& cepa liofilizads en caldo vy
fFgar Malta, se procedid & multiplicar el hongo e &
tubos de 26 ¢ 210 om con arvoz pulido v sancochado, de
los cuales se cosecharorn con 400 @l de Tween 80 las
geporas formadas &l cabo de 10 dias de incubacidn. La
concentracidn de désta SUSRENS1IonNn fue de 10e
esporas/ml, ¥ luego reconcentraclionss sSUSCESIVAs por

centrifugescidn, la concentracidn fue de 107 esparas/ml.
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bed figura N2 3 muestra la actividad amilisica v

/

proteclitice en un kodi  de tarwil v trigoe de 72 horas
tle fermentacidn usando £ ml de  indcuwlo & diferentes
concentraciones. Se  pueds apreciar claramente que

ambas actividades se hacen madimas v constantes desde
una  concerntracion de 1079 esporas/ml v sus valores (ver

Tabla V,Anexo) nos  pereolitiecon elegir l& concentracidn

de  indgoulo optima oy gue fue usada  en todss las
fermentaciones GUSCESIVAS. Entonces la meror

concentracidn  que arrojd la mayor actividad fue 107
eeporas/ml.

2.2.— OFTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE CRECIMIENTO DE

Aspergillus oryzae ATCC 20386

La primera parte  del estudico consistid &
optimizar las condiciones de crecimientoe  en LA

Tfermentador de sustrato sdlido teniendos  en cuenta 4

parametros.,

El medic de fermentscion  pars todos los  casos
fue la mezcla de  tarwi v trige (1.1) & inoculados &
ml. de  una suspension de 107 esporas/iml. para cada

placa con 150 gr de medio.

El  tiempo de cultivo del koli normalmente se
realiza  por 72 hrse para no peraitir una  excesiva
ecsporulacidn que podrig  dar  wn sabor indeseabls al
sivao {(Yong y Wood, 1974).Nosotros  hemos tratado cle
prolonagsr este tiempo con la finalidad de  incrementsr
la  actividad enzimatica sin Promoer LA mayor

esporulacidn.

2.2.1. TASA DE AIREACION

£1 metabolismo aerobic del  hongo hace

necesaric el suministro de oxigeno en la fermentacidn

sdlida. La grafica N2 4 muestra los cureos de
produccion de  amilasas v protessas en cultivos con

tres diferentes tasas de ailreacidn: braja, media y alta
gue equivalen & &0, 140 v 280 1t/ hy respectivamente.

Encontrandose GOy (Nig} rnivel e contianza de 1%
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ciferenciass altamente significativas entre las tasas de
sdrreacidn para la produccidn de protessas, MaE nNo asi
para la produccidn de amilasas. Con  respecto al
tiempo  de fermentacidn  en horas, hay diferencias

significativas entre los 7 tiempos para la produccidn

de  las mismas enzimas, esto debido fundamentalmente a

que el  contenido de humedad del sustrato gue esti
menos o mas  aireado tiende & mantener o dismunWirse
respectivamente & niveles re Gptimos Y

consecuentemente afectar la produccidn enzimatica. La
tabla VI (Arnexo) nos da una idea mads clara de esta
afirmacidng el contenido de hbumedad disminuye de 50.9
& D36.7  cuando  la alrescidon es baja, v disminuye &
21.1%  cuando la ailrescidn es alta.
Al respecto Makadail vy Masuno (1988 reportan gue
en una fermentacidn sdlida de =salvado de trigo
con  aireacidn forzeda los niveles del contenido de
humedsad decrscen a menos de 304 en solo 35 hr,  hecho
que  ocasiond el cese de la produccidn enzimatica &

partir de dstos momentos.

2.2.2 HUMEDAD RELATIVA(Y)

Con la finalidad de disminuir el efecto
deshidratante del aire seco que circula como se vid en
el ensayo anterior, se colocd une solucidn de NaCl o
glicerina que reguld la humedad del &ire gue circula
en &l interior del fermentador & valores de 79 a 26.9%
de humedxd.

e Grafica ME 3 muestra 1 efecto de la bumedad
relativa  en los ocwrsos de produccidn de amilasas v
proteasas, encantrindose diferencias &1 temer tes
significativas en todos los casos, g2s asi que para  la
producoidn de amilasas los valaores mas altas
corresponden & 1l fermentacidn  con B4 de humedad
relativa, mientras gue para la produccidn de proteassas
loe miveles dptimos s encuentran a los 8% vy S0,

Las  diferencias podrian deberse fundamentalmente &l
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mayor o menor  tiempo en que la actividad del agus del

sustrato que permanece  prodimo a sus niveles optimos
cle produccidn. La tendencia siempre &l equilibrioc en
tode sistema s aplicable también  al contenido de

fumedad dentro del Termentador, &8 asi gue el sustrato
tiende & perder humedad hasta llegar al eguilibric con
1= qumedad de suw medio ambiente, v este efecto se ven
acentuwados con la presencia del flujo de aire. Entonces

la cantidad de agua disponible o actividad de agus del

sustrata  ( indispensable para el metabolismo del
fonco) se reduos consitderablemente. { Cheftel vy

Crheftel 19282).

Cabe mencionar que culanto @més prodima esté la
qumedad relativa a satwracion  swgen problemas como:
lag particulas de ague suelen condensarse obstruyendo
los poros del filtro de mesbransa, e inclusive crean
trampas de  agua en  los tubos gque  conducen el aire

prasicanando una aireacidn insuwficiente.

2.2.3. ACTIVIDAD DE ABUA ( a )

Quizéd uneo de los pardmetros que determina
@l éxito de uana fermentecidn solida es el contenido de
umedad del sustrato, edpresado en  actividad del agua.
dentro de ello la actividad del &gua &l inicio de la
fermentacidn es determinante, para la germinacidn  de
SHEPOras ¥y su adaptacidn, gque son precursores de  una
puena ¥y posterior produccion enzimatica.

La fermentacidn  gque muestra una alta  produccidn
enzimatica es  aguella iniciado  con 0.4%  de B
Estadisticamente se encontraron diferencias altamente
significativas en todos los casos (ver Grafica NS & v
Tabkla VIII, anexo).

Frost v Moss (1987) considera a la & Como una
de las variables més importantes gue se deben tener en
cuenta, ademas de  la  temperatura  del sustrato, Y
nosctros estamnos de acuerdo; de la tabla NE X (anexo)

podenos deducir gues una fermentacidn iniciadas a 0.45
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e & . produce 1634 vy 241% mds  de proteasa v amilasa

respectivamente, que uwnas fermentacidrn  indciada a O.55.

tisrvais, et al. (1987) afirma ogue una leve variacidn

thezl contenido  de humedad del sustrato conduce  a un
decrecimiento drdstico €T el crecimiento ¥
esporuwlacidn de los  hongos. For  su parte Beuchat,
(19873 recomienda irmicdar con 454 de humedad v se
mantenga duwrante la fermentacidn entre 37 v 274 para

garantizar une alts activided del bkoii. Mujica 1987)
inicid la fermentacidn del coji en bandeja  con 3BY

decrecierdo al final haste 21%. lLas pérdidas sexcesivas

de humedad pueden ser contrarrestadas con la adicién
e agua esteril en cantidad vy tiempo determinado

cuidadosamentepara no influivr perjudicialmente en el
crecimiento. Nakadsi v Masuno  (1988) siguieron este
.pracadimimntm, afadiendo agua esteril a las 20 hrs de
incubacidn logrando  ssi gue la humedad no disminuya &

mernos del 2854,

2.2.4. TEMFERETURA

La Grafica M2 7 muestra la tendencia de
los diferentes valores de actividad amilasica v

proteasica a 2%, 30 v 37 °0, encontrdndose diferencias

artamente significativas entre las temperatuwras solo
para la produccidén  de protessas, o dlogusd manera las
diferencias entre los tiempos de fermentacidn fueron
altamente significativas tanto para la produccidn de
amllasas vy proteasas..os nos  hace  suponer  que  la

temperatura Gptima de produccidn de protessas estéd sl

reztdedor  del 3Z0Y, mientras que la produccidn de
sund ] &seas mo fues sfectads significativamente a los 57

.
1 respecto Yokhotsuwca (197%) MENCLON& e

temperatwas alrededor de 35 80 son las adecuadas  para

uwn& buena  produacoldn de protessas por Aspergillus
oryzae. Heuchat (1984), por su parte aconseja mantener

la temperatura del koji de 258-388C con una temperatura
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Gptima de 30 (.

Er wna fermentacidrn en sustrato sdlido el control
eetricto de la temperatura es mwy dificil, pues &l
calibrar la temperatuwra de  la estufa a  I0C  por
giemplo, no s asagura con esto que el sustrato en
fermentacidn s@ encuentre & l& misma temperatura,
genaeralmente W kodl cuwltivado Corn a&ireacidn
insuficiente llegara & tener Lenperatras mayores de
4090, lo cual no ss recomendable para una eficiente
produccidn enrimdtica. (Yorng v Wood, 1974). Entonces la
importancia de  Wwna busna  airescidn,  implica también
mantensr la  temperatwra & valores praasimos a lo
deseado. Frost vy HMoss, 1987 afirman gue &1 incremento
de la tempesratwra en el sustrato es refleio de wna

intensa produccidgn de metabolitos.

3.3. OBTEHNCION DE UNA PREPARACION ENZIMATICA

a segunda  parte del estudio esstuvo dirigido &
obtener una preparacidn gue servird posteriormente como
suplemento en la fermentacidn del moromi,

La Figura N2 8 musstra los cwesos de produccidn de
amilasas v proteasas en una Termentacidn de salvado de
trigo, conssin adicidn  de  urea. Los valores de
actividad enzimatica en la fermentacidn del salvado
fueron bastante bajos por lo gue hubo la necesidad de
adicionar uwrea en wn O,.8% {del peso del salvado) como
lo recomiends paras este caso Makadail v Masuno (1988).
Las diferencias obltenidas entre estos dos tratemientos
fueron a&ltamente significativas, lo gue nos indica gue
la fermentacidn con adicidan de wea fus mejor.

Las condiciones de orecimiento para gstas
fermentaciones fueron: alta tasa de ailreacidn 885Y de
IR, 2.45 de & v 37 °C.

La alta relscidgn CiN del smedio natwral pueds no
haber satisfecho los reguesrimientos nubricionales del
hongo en cusnto & fuentes de nitrdgeno de marngra gque

su mayor dispeonibilidad v la wtilizacidn de compuestos
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ritrogenados inorgéanicos Y oorganicos  como la urea
permite  un mayor desarrollo del microorganismo v oun
alto rendimiento de productos primarios v secundarios
{(Férez y Gamarra, 1979).

Lea mayor disponibilidad de fuentes nitrogenadas
=) logrd oo la  adicidn de wres, gue promovid la
multiplicacidn celular vy consecuentemente  la  mayor
produccidn enzimatica. La produccidn  de amilasas fue
incrementads  conslderablemente, &l igual quie e
produccidn de proteasas, que incrementd  casi el doble
de s produccldn inicial las 72 horas de fermentacidn

ti

momento &n @l cual la produccidn enzimaticea  parece

hacerse ma&uimoa.Ver Tabla Xa ANeso). A%} respecto
Makadai v  Masuno  (1988) julnly la  misma téonica de
fermentscidrn lograron obterner sltas prodoucciones  de
amilasas, peptidasss v proteasas a lasgs 50 a 60 horas
de fermentacidn de salvado de trigo con 0.84 de urea v
aireacidn forzada, e inclusive este tiempo es acortado
a 30 a 49 horas  cusndo ussx et el indcoulo esporas

germinacdas.
lae  extraccidn de enzimas ge salvado de trigo
fermentado se realizd  tomando una placa de 72 b con
aproxn. 29.30% de bumedad v se le afadid 10 vecess de su
pesn seco (este voldmen fue de B25%  mil). Ermola grafica
M2 2,10 muestra el estudio realizado parse determinar
las condicionss adecuadas de extraccidn comos el
tiempo e horas, temperatuwa v agitacidn de la mezcla.
El engayo de extraccidn de amilasas tuvo como

ooy

resultados (Grafica n8 93, El estracto agitadol{ZOd  rpm
aproxdg llegd a wn valor de  actividad mésimo a  las 4
Foras siendo la extracodldn a 20 80 superior &l de 58C,
Cuando la mezcla no es agitads gs necesario més biempo
ge  extraccidn pues la cantidad de amilasas en el
pestracto a 20°0C se hace maximeo a  las 7 hrs,  slendo
eete, tambidén superior  al realizado & 5 °(C.

£ cuanto a las protessas (Grafica NE 103 las

tendericiss son similarec. He edxtraes la  mayor
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cantidad posible de proteasas &l agitar la mezcla par
4 haoras a 2080 o por 7 horas a 208C cuando no (33

agitado v  cuando la temperatuwa de la mezcla es 580

las exiracclones NG san efectivas.

Con zotos datos podemos afirmar oue las
extracociones realizadas & temperatuwra  ambiente, sir

agitacion durante 7 horas sorn efectivas, v nos  dan la
posibilidad de reducir al maximo el volamen de agua ya

que no 8% Necesiario agitar la mezcla, de maneras gue &1

estracto resultante, SE& en menor voltmen pero  mas
concentrado en enzimas. Este aporte represents una
ventaja cuando se consideran volumenes mavores de
fermentacion, pues &1 uso de agitadores, Camar &%
refrigeradas, grandes volumenes de agua v sobre todo

aloohdl, representaria una desventais de exitraccidn.
Alan.{1988), hace referencia del efecto
inactivaente de la agltacidn excesiva sobre  a&lgunas
proteasas por widacion. l.a  agitacidn vy algunos
oxidantes como la fernol oxidsss presente en los  hongos

urna  desventais =1y) la extraccidén de enzimas

fangicas, por lo gue s necesario contrarrestrar estos

efectos, evitando la agitacidn o adicionanda agentes
reductores. Ademis  mencions  gue algunas enzimas
fungicas san lébiles &)} Afrio, efecto que puede

muplicar de slguna manera la baja actividad enzimé&tics
en los  ensayos a S8C,
El WX final para la  obtencidn  de wra

preparacion corude de amilasas y proteasas, consistid en

la concentracion de las protedinas enzimédticas de la
solucitn del estracto  corudo ensimatico obtenido en 7
foras de extraccidn, por precipitecidn con alcohdl v

sulfato de amonico {(Makadai vy HNasuno,l79789)(01i Jeso,
192&68).

He encontrd gue  en unae sclucidn alcohdlica al 70%
pueden recuperarse  las amilasas en  mas de 2074 vy las
proteasas mas del 100% (ver Gréafica NE 11). Aurnguie

este Ultimo resulitado pareciers ildgico, no o s =1
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tomamos en cuenta gue mechas moléculas  enzimdticas en
el estracto crudo e e estar enmascaradas

(gspecialmente su centro sctivo) por otrase diferentes

moléeculas pudiendo cbstaculizar s funcion
cetalizadors, de modo  gue 2l precipitar estas
proteinas, estemos liberando indirectamente en cierto

grado las impurezas: razén por la cual la actividad de
estas enzimas tratadas resulte ser mayor gue  las
iniciales, es decir con o un parcentaie de recuperacion
mayor (Ver Tabla NG XII, Anexa).

A1 respecto Nakadad vy Nesuno (1989) han reportado
resultados similares, logrando wn 934 de recuperacidén
e wna alfa—amilasx y més de 130U de una peptidsss en
soluciones alcohdlicas al 704U,

Em la Grafica N2 12 omuestra gue la adicidn de 96 g

de sulfato de amonio por gada 100 ml de estracto
{equivalente &l 0% dee  saturacion) recuperd las

amilasas vy proteasas en mas de 100X,

81 bien e cierto gue los resultados  paras los dos
tratamientos fueron gimilares, al finalizar este
estudio s eligid el acohdl para la obtencidn de wun
preparado crudo enzimatica, por su dispeonibilidad  en
mayores cantidades. Fe asi gue al Tfirmal de este

proceso, se pusde obtener por  cada 860 g de salvado de
1

trigo,24.4 g de una preparsclion cruda  de amilasas v
proteasas. Segun Beuchat (17284),las proteasas que
produce &l Aspergillus oryzae son acidas, neutras v

alcalinas siendo las dos Ultimas las mas activas v el
siztemsa amildsico estd constituwido por alfe-amilasas
{en mayor propovoidan), beta-amilasas vy gluco-amilasas

(Abe, et.al. 19875 Wiseman, 1986).

3.4. FERMENTACION DEL WMOROMI

Esta tercera parte del trabajo es practicamente la
evaluacion  de la esfectividad de cada uno de los
estudios realizados. Fara ello se taomaron en cuernta 7

variables & analisar, seie de ellos recomendador por
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ta ITINTEC importantes por estar relacionados con los
ohietivos trazados.

Fr el moromi del primer v segundo tratamiento no

fue umna masa homogénes durante las primeras SEMAMNAS,
por gue los granos  tendian & resuspenderse et la

superficie de la salmuera aun despudés de agitarlos.
Esta figura cambid en el tercer tratamientao, pues las
particulas de la harima de tarwli fueron mas faciles de

solubllizarse. L& adicidn de la preparacidn cruda de

amilasas v proteasas se  realizd &l imicio de la
fermentacidn vy o fue de 49.2 g (sdlo &l tercer

tratamientol.

e irmccoulacidn de FPediococcus halophilus ATCC

21786 v Zigosccharomvees ruoxii ATCC 324518 se  realizd

&l tercer dia Como 1o recomienda Mujica (1987 v

s

cornstituyd el 54 del moromi.

3.4.1. ACTIVIDAD AMILASICA Y PROTEOQLITICA

Estas variables dependen directamente de
la cantidad de enzima presente en cada fermentador,
los valores de actividaed amilésica v proteclitica  més
altos Covrresporce al e omi, suplementado cor
preparacidn emnzimdbica, v es a& su ver 454 méds gque el
moraomi de sustrato sdlido vy 51Y% m&s  gque el moromt
tradicional con respecto & las actividades amildsicas,
y para protesasas s8s SHOA v 74N mas considerando las

mismas comparaciones (ver Grafica NE 133,

Fetas diferencias = BN anilisis estadistico
resultarorn altamente sigrnificsativos con wr nivel de

confianza del 1%, diferencias que debleron deberse s
las siguierntes raTones:

- Ern un proceso  bradiciomnzsl (fermerntacidn del koijl en
handeia) la praducoidn de  enzimas puede o 2 no ser
huena.

- Usando  fermerntadores acondicionados  para este fin,
donde  las condiciornes de crecimiento  del rongo son

reqguladas se asegura Wna buens prodouccidn enzimatica
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luego wna  buena  actividad en L& fermentacion del
morami.

Finaglmente la adicidn de preparaciones de amilasas v
profteasas incrementa la actividad en el moromi  de
acuerdo a la proporcidn gue s Use.

Es necesarico mencionar el notable decrecimiento
{(aprox. 40%) de la actividad enzimética en los &7 dias
de fermentacidn, posiblemente debido & la inactivacidn

de

t

Fomt

L& rzimas por  las condiciones extremas e

salinidad (ver Grafica MG 14),

3.4.2. NITROGENO TOTALS AMINOG-NITROGENGO Y
RENDIMIENTO DE NITROGENGO:

Estas tres variables =Xwiy] las méas
importantes en  la fermentacidon del moromi, v dependen
directamente de la cantidad de enzimsas producidas en el
koixr v activas en la fermentacidn del moromi. La
Grafica NE 1% muestra las tendencies corecientes de
wutas variables.

Estadisticamente =1 bran encontrado  diferencias
altamente significativas entre los tres tratamientos,
para las tres variables con un nivel de confianza del

1% {ver Tablas MOes.XIIL XIV XV, fAnexo). Los valores

superiores de nitrdgeno  total en el moromi con
preparacidn enzimatica pudieron deberse

fundamentalmente & dos raroness

- la harina de tarwi wsado como materis prima fue mas
soluble en  la salmuers desde los primeros diae de

fermentacidn de manera gue al realizar el muestreo y
filtrado, el sivao orudo debid contener mas particulas
de tarwi gue cuando se usa  tarw:  enteros, vy por
consiguiente mas  proteinas.

- L& actividad proteclitica incrementada por adicidn de

la preparacion enzimidticea oCcasicona una mayor
hidrodolisis de las proteinas ¥ la consecusnte
solubilizacidn de sus productos. Este ditimo influve

més directamente & los valores de amino-nitrdoenc.
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JEr cwanto al rendimiento del nitrdgenc, €l sivao

con preparacidn enzimdtica llegd & un S04 antes del
primer  mes de fermentacidn, v a los 63 dias el
rendimiento alcanzd el 72%, mientras que el sivan
tradicional v EJ3% vy el zivan  de sustrato sdlido

6H5.85%%. Al respecto Mujica (1987) logra rendimientos
del drden del 65.87% en dos mneses wusando tarwi enterg

vy desamat gado.

3.4.3. AZUCARES REDUCTORES, ACIDEZ Y pH
Eetas tres variables dependen de las

amilesas de las bacterias, levaduras vy hongos.

En la Grafica NE 16 se observa la variacidrm en la
producacidn  de azucares reductores, acido  lactico vy sa
influencia en el pH durante la fermentacidn del moromi.
La tendencia de las dos primeras varisbles en los tres
tratamientos s slempre ascendente Yy mas  marcada
durante las primeras semanas, pudiendo deberse a  la
accidn en wn Anicio de lag amilasas fangicas, hasta el

momento  en gque el ndmero de  odélulas de  Pedioccoccus

halophilus incremernts de manera gue la cantidad de
azticares reductores liberados s  veé afectado  al

ingresar &1l metabolismo fermerntativo v convertirse en

&oido lactico, por esta rasdog tambign que los valores

de Acider ewpresados  en gramos de  Acldo lactico
auments con  respecto &l tiempo. Indirectamente &l
imncremento del doido lactaico confirms un buen
crecimiento  bacteriano, a suw ver este iAncremento,

determina gue &l pH de la fermentacidn disminuya & 4.0
creando una  limitacidn en el orecimiento bacteriano, v
posinilitando el predominic de las levaduras, Muiica
(1237).

Festadisticamente S brary encontrado  diferencias
altamente significativas. En  aglcares reductores entre
tratamientos v tiempo de fermentacidn. BEn el caso del
pH las diferencias estadisticss  fueron en todos los

casws (entre tratamientos, tiempos de fTermentacidn v
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s Anterscciones){(ver Tablea NI oy AVII,arexao)
mientras gue en la variable acidéz laz diferencilas
resultaron no significativas entre tratamiento v =su

interaccidn.



CONCLUSIONES

=

Be ha logrado optimizar las condiciones  dea

crrecimiento de fAsperaillue ory zee ATCC 20386 en un

Fermerntador de Sustrateo S5délido, logriandose los mas
al tos niveles e actividad ami lasi ca Y
proteclitica, en kojls de tarwi v trigo hbkajo las
siguisntes condiciongsrtasa de alreacidn slta (280
Lt/ ey, humedsd relativa 8354, actividad de  agua
inicial en el sustrato 0.4% v temperatura Z0C,

B2 ha obtenido wn preparado orudo de amilasas vy
proteasas (en polvo) por fermentacidn en  Bustrato
S5alideo  con salvado de trigo enriguecido de ures
(0.8% del peseo) el rendimiento alcanzado fue de
2d.6Hg  de preparacidon oruda por cada  Bé6Dg dea
salvado de trigo la extraccidn se realizd en medio
acuoso utilizando un volumen de salvado fermentado
por 72 by 10 voldmenes de  ague desionizada &
temnperatuya ambiental (20 C) por espacio de 7 h
sin agitacidn.Fare  concentrear las  enzimas por
precipitacidn se usd etanol al 704 (lv de extracto

vy  Sv  de etanol absolutol, procedimiento cje



permitid  recuperar la  asctividad de amilasas en
D2.9% v la actividad de proteasas en 1020104,

De los tres tratemientos extperimentados
(tradicional , sustrato sélido Y preparacidn
gonzimdtica) el gue dic un valor mas alto de
rendimiento de nitrdgenc fue aquel realizado por
fermentacidn en sustrato sdlido uwtilizando harina
de tarwl vy suplementado con 49.2g de preparacidn
enzimatica {(er  polvo) por cada 7.5 1t. de
moromi.Lhabidéndose obtenido un  30YL de rendimiento
de nitrdgeno antes del primer mes de fermentacidn
lo gue no  sucedid con los demas tratamientos. A1
cabo de 63 ddias de fermentacidn los rendimientos
de nitrdgenc alcanzados en los  tres tratamientos
fuewron: "tradicional”, 62.003%, "sustrato sdlido”
H8.21", y'preepracidn enzimtica’ 77.09%.

For otro lado la apcocidn  por éste procedimiento de
elaborscidn de sivao pueds reducir
significativamente el costo del producto final,si

tenemos en cuenta gue la  elaboracidn tradicional

necesita no menos de &8 meses de fermentacidn.
l.ogicamente los costos de operacidn puseden ser

menores en dos o menos mneses de fermentacidn.

51 bien es cierto que se ha logrado un alto
redimiento  de nitrdgeno en  menor tiempo de

fermentacidn, no podemos afirmar definitivamente

el logro de wun sivao de &dta calidad v
competesncia por la tecnalogia de las
preparaciones  enzimaticss, debido & que s

mecesarico también tener en cuenta obras variables
de fermentacidn, que aungue no determinar,
influyen significativamente en 1la calidad del
siyvan pero penssmos este esctudioc crea wrna
alternativa prometedora de weo de desechos agro-—
industriales parsa producir enzimas involucocradas en
La futura industrializacidn del tarwi con fines

de elaboracidn de s¢ivao en nuestro medio.



RECOMENDACIONES

Se ha observado durante el estudico, que en la

fermentacidn del salvado de trigo hay un Duen

crecimiento v considerable esporuwlacidn,  por lo
Cpues s recomiends el uso de éste sustrato
aptropiado vy econdmico para la cobtencidn de un
inGoulo de esporss en susbicidn del arroz pulido,
Con respecto a los accesorios del fermentador de
vidrio se recomiends usar pequenas compresoras de
aire para substituilr las bombas de aire  tipo
acuaric usadas para  lograr mavores Lasas cle
aireacidn, inclusive por  encima  de sus  valores
Sptimos v estudiar su efecto en las fermentacidn
salida.

Se recomiends  estudiar el efecto del pH oy
temperatura del estracto enzimatico acuoso en la
recuperacidan de  las  amilasas v proteassas  con
alcohdl v sulfate de amonic, con la  finalidad de
conoocer loe puntos criticos durante este
procediniento v proteger & las enzimas &l madimo

contra cualguier alteracidn de naturaleza fisioa



& .

¥A0 guimica.

Se recomienda hecer &£] gstudio cinégtico enzimético
e la preparacidn crude de amilasas y proteasas
para su caracterizacidn, v poder ser usado con

mayor  base cientificx en  las fermentaciones en

salmuera. Asi mismo se recomienda determinar la
proporocicn de preparaciones  ensimaticss &
adiciconar mas convenientes en funcidn  de la
actividad proteclitics del  moromi tradicional,

corn la finalidad de estandarizar el procedimisnto
de elsboracidn  del sivao con preparaciones
enzimaticas.

Se recomiends realizar un panel de preferencias v
diferencias con personas experimentadas en el uso
del sivao comparando aquellos gue se comercializan
en nuestro medio con el sivao de tarwi elaborado
tradicionalmente o con la ayvuda de preparaciones
enzimaticas.

Repetir el ensayo por  duplicsdo, considerando
también 1a fase firnal (a]=2 refinamiento Y
gstandarizacidn con las normas téconicss gue  exige
la ITINTEC para obtensr un producto terminado el

cusl podrd ser sometido a pruebss de degustacidn.
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RESUMEN

La fermentacidn del

fermentacidn  en  SBustrato

fermentacidn sumergida en

contexto el presente
finalidad de optimizar las

ve Aspergillus orvzae

en Dustrato Sdlido de una
otra de salvado de trigog

actividad amilé&sica v

del moromi., gue permitan
fermentacidn con un
Se pesarcon 1.5 g de Kk

de  tres diferentes maneras: El
grancs  de tarwi desamargados

canstituido

trigo. El  tercero

desamargado v trigo.

Estas

merclas se

suspencitn de 10

Tween 80 al 1%

fue

Wlwie

salmiera

estudlio

proteclitica en

acortar al ma&ximo

de granos de tar

constituido

inocularor
esporas/ml
cada 1504 de

incubado tradicionalment

Bivao comprendes wr&
adlido o Koji v uUna

[w] Bajo este

1

Moromi.

e realizd  con &

condicionss de orecimiento

20786 en una fermentacidrn
mezcla de  tarwi oy trigo v

vy lograr altos niveles de

la fermentacidn

el tiempo de

alto rendimiento de nitrdgeno.

oji, de tearwi v trige (1:1)

primero constituido de

v o trigo. El segurdio

wi pelado v desamargado v
por harina  de ftarwi
Con S oml de LAé

Aspergillus oryvzae en

=1

e

ko ji. prrimer koji

& &N handejas de 45 o 2.5
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¥oo8 om, v los dog Qltimos fueron  incubsdos en placas

cle 130 mm dispuestos en  un fermentador de vidrico de
sustrato sdlido donde se determinaron las condiciones
Gptimas de crecimiento, oque fuerons alta taza de
alreacicdn, S% 0 de HR, ©0.49% de fw inicial, 30€9C de

temperatura, por 72 hrs, tiempo en el cual se chservd
la mavor produccidn de amilasas v protessas.

Fosteriormente los tres kojis fueron transferidos &
recipientes de vidrio de 10 1t de capacidad conteniendo
LE3E 1t de salmuesra &l 184 gue eguivalen  al 120% del
volimen gue  ocupa 1.3 kg de bkoji con 4534 de
Frumedadyhabiéndose trabajsado con wn volumen Gatil de 7.5
L.t

FParalelamente 6 procedid & elaborar LA

preparacidgn oruda de amilasas v protessas.  Para ello
se reaslizd  wna Termentascidn sdlida de salvedo de trigo
por 72 hre & peartir del cual se extrajo las protednas
golubles en wuna scolucidn acuoss, constituvendo éste el
estracto cruwdo enziméatico gue luego fue sometido a una
concentracion por precipitacidn con a&lcohdl etilico. El
precipitado resultantes con un rendimiento de 24.6 g por
cadsa 860 de salvado de trigo denominado preparacidn
cruda de enzimas, Tue afadido al tercer fermentador del
moromi.

%1 tercer disa log fermentadores fuesron inccwlados

con 200 ml de Pediococcus halophilus &TCC 21786 ¥ 200

ml ce Zigasacharomices rouxii ATCC 24518 que sumados
eguivalern al 3% del volumen del moromi. Los muestrecs
se realizaron cada S odias hesta los 63 dias, tiempo
en &l cual superaron los tres fermentadores el HOY de
rendimiento. Especificamente se logrd en el Mo gmi
tradicional un  &62.5%: en 2l moromi de sustrato sdlido
HO0.2% v en el moromi de preparacidn enzimdtics 77.09%
de rendimiento.

Estadisticamente =11 Far logrado diferencias
altamentse significativas entre los tres tratamientos

para todas  las variasbles estudiadass.
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TABL& XID ¢ COMCENMTRACION DEL EXTRALTO CRUDO ENIIMATICO
POR £ ¢ETODD DE PRESIPITACION PROTEICA
A.— PRECIPITACION CO ALCOHOU

CONCEMTRACTION ) AMILASARS 3 PROTERS

DE ALCOHOL e e e e e e e e e e e e e -
VOLUMER.FIMAL  ACTIVIDAD: RECUPERAC.ACTIVIDAD!Y. RECUPERALC.!

a0 oo 3,251 FE9 117.29 1021

fctividad del ssiracto crudo de amilasas = Q370 (10O0O7)
-3

Actividad del estracta crudo de proteasss = LL4.97%10 (LO07)
B.- PRECIFITACION COM SULFATO DE AMONIO

7. SATURACION : SMILASAS : FROTEASAS
DE SIHFATO EM LA -——————r— e e o e e e e :
SOLUCION FIMNAL  ACTIVIDAD. RECUPERALCACTIVADADY. RECUFPERALC.
) 0ES 3.7 21507 18.0
a0y 3.084 3.4 34.44 27.4
&iD 18a b&&.1 37.01 33.%
33 i3.28% L2.G 127.21 108.6
16202 LIRS J8 L2 124,05 1059
Actividad del sstracts crude de awmilasas = .383 (LOOY) -
Actividad del sstr-acto crudo de proteassas = 1L7.14%10 L0
¥ lLos precipitados resultentes, fueron oolectados, secados
ulverizrados y resuspendidos e ague desicnizada, sl vo-
£Emen inicizl det estracto usado pars medir sus activi-

dades encimdiicas.
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