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Estudio etnofermentolégico y caracterizacién de la actividad celulolitica en masato
procedente del Valle de Rio Apurimac y Ene — 2004.

Autor: Yaranga Palomino, Kusi
Asesor: Mujica Lengua, Fidel R.

RESUMEN

Ei trabajo de investigacion se llevé a cabo en el laboratorio de Biotecnologia
Microbiana de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San
Cristobal de Huamanga durante el afio 2004. La finalidad del mismo, fue describir las
variedades de masato elaboradas en el Valle de Rio Apurimac y Ene (VRAE), prestando
especial interés en la actividad celulolitica. Para tal fin se realizaron visitas a las
comunidades nativas ubicadas a lo largo del Valle del Rio Apurimac y Ene (VRAE), y
mediante observacion directa se aplicaron encuestas para recabar informacién acerca de
la elaboracion y consumo del masato.

Las muestras de masato obtenidas fueron lievadas al Laboratorio de
Biotecnologia Microbiana, a partir de ellas se obtuvo el extracto enzimatico crudo, con
los cuales se ensayaron las determinaciones enzimaticas correspondientes a diferentes
temperaturas (25, 37, 50°C) y pH (3.3, 4.3, 5.3). Como resultado se obtuvo que existe
actividad de endoglucanasas, exoglucanasas y B-glucosidasas en el extracto enzimatico
crudo de las diez muestras de masato; sin embargo se observé que la actividad de B-
glucosidasas fue marcadamente mayor seguida de la actividad de exoglucanasas y por
Gltimo de endoglucanasas; asimismo por las caracteristicas propias de la fermentacion
del masato se pudo determinar que éstas son enzimas que actian bajo condiciones
acidas. Adicionalmente, se realizé la caracterizacidon del masato obteniéndose un pH
comprendido entre 4.1 y 4.6, acidez total se encuentra en un rango de 0.078 a 0.142%;
azucares reductores, entre 1.71 y 2.68 mg/ml, azlcares totales, entre 2.10 y 4,10 mg/ml|;
y, solidos totales, comprendido entre los valores de 5.2 y 8.3%.

La elaboracion del masato en las comunidades nativas del Valle del Rio
Apurimac y Ene obedece a un patrén comun, en cada una existen detalles que los hacen
caracteristicos, es decir se manejan proporciones diferentes respecto a la materia prima,
cantidad de agua, tiempo de coccién de la yuca, tiempo de fermentacion, pero los pasos
que se siguen para obtener el producto final son los mismos.

Palabras clave: masato, actividad celulolitica, endoglucanasas, exoglucanasas, B-
glucosidadasas



l. INTRODUCCION

La elaboracion de bebidas fermentadas ha sido una practica comun
desde las culturas mas antiguas. Una de las bebidas fermentadas tradicionales
de gran importancia en las comunidades nativas de la amazonia, es el masato,
llamado también cauim, que se obtiene por fermentacion espontanea utilizando
como sustrato yuca y camote. Esta bebida insalivada cumple una funcidon en
estas comunidades, toda vez que es utilizada no solamente como bebida sino
también como alimento. Actualmente la informacion con que se cuenta acerca de
los aspectos etnofermentologicos, bioquimicos y microbioldégicos es muy escasa,
motivo por el cual se justifica la necesidad de realizar diferentes estudios a fin de
generar conocimiento cientifico sobre este producto fermentado, prestando

especial interés en la naturaleza de la actividad celulolitica.

Dicha actividad es realizada por la celulasas, éstas son enzimas
hidroliticas que participan en el rompimiento de los enlaces glucosidicos B-1,4
presentes en la celulosa, que representa uno de los materiales mas utilizados
por el hombre, se encuentra comercialmente disponible en una gran variedad de

presentaciones, siendo el papel una de las mas conocidas.



Los complejos multienzimaticos producidos por microorganismos
celuloliticos son de gran importancia y presentan un alto potencial biotecnolégico
en diferentes industrias: pulpa y papel, vitivinicola, cervecera, jugos, panaderia,

detergentes, textil, entre otras.

La presente investigacion se centra en el estudio de aspectos basicos
referidos a la elaboracién y consumo del masato, asi como a la actividad
celulolitica a diferentes condiciones de pH y temperatura a las cuales alcanza la

maxima actividad y estabilidad. Los objetivos que se plantearon fueron:

1. Describir y caracterizar las variedades de masato que se elaboran en el Valle
del Rio Apurimac y Ene, asi como su consumo.
2. Evaluar la actividad celulolitica en muestras de masato que se elaboran en el

Valle del Rio Apurimac y Ene.



il. MARCO TEORICO
2.1. COMUNIDADES NATIVAS DE LA AMAZONIA PERUANA Y DEL VALLE
DEL RIO APURIMAC Y ENE (VRAE)
2.1.1. Diversidad

La palabra etnia es considerada bajo la acepcién de comunidad humana
definida por afinidades raciales, linguisticas, culturales, etc. Los grupos étnicos
se identifican a si mismos como poseedores de un origen comun y portadores de
elementos, rasgos o caracteristicas importantes de una cultura propia, y cuyos
miembros ademas participan en actividades y practicas grupales que sirven para
mantener y reproducir o recrear dichas caracteristicas culturales (19).

Bajo este panorama podemos afirmér que, en la selva peruana, los
grupos nativos se hallan en nimero de 64, presentan una vasta riqueza cultural
asi como una notable diversidad. La frecuencia de caza varia
considerablemente, en algunas areas es abundante, pero puede ser
rapidamente depredada por la caceria, en otros, especialmente donde el clima
es muy humedo o muy seco resulta casi imposible hallar caza que no sean
pajaros. Existe vida acuatica en los numerosos rios y arroyos, pero es dificil la
pesca en grandes cantidades, especialmente en la época de crecida, muchas de

las tribus dependen grandemente de insectos, incluyendo hormigas, larvas,



escarabajos y caracoles, durante una parte del afio. Los nativos viven en
pequefios asentamientos familiares cazando y recolectando la mayor parte del
tiempo (11). La selva peruana se extiende hasta algunas areas andinas, la
porcion por encima de los 2,500 metros esta casi todo el tiempo cubierto de
neblina densa, a pesar de que la precipitacion anual generalmente no excede los
2,000 mm, también existen zonas de fuerte precipitaciéon (sobre los 3,800 mm
anuales, sin estacion seca), los nativos permanecen donde hay estacion seca,
aunque sea corta (10). Es en ésta porcion de territorio donde se encuentra el
Valle del Rio Apurimac y Ene (VRAE).

El VRAE es una cuenca hidrografica formada por los rios que llevan su
nombre, estd ubicado en la parte sur-oriental del Perd. Su poblacion esta divida
en dos estratos: urbano y rural, el segmento urbano lo constituyen basicamente
las capitales de los distritos, mientras que la poblacion rural se encuentra en las
comunidades, a este segmento pertenece la poblacion nativa del valle,
constituida basicamente por el grupo nativo Ashaninka o Campa (2), cuyo
territorio se extiende por los rios Perené, Ene y Apurimac, por los rios Pongoa y
Tambo (que al unirse con el rio Urubamba forma el Ucayali). Los Ashaninkas se
extienden también por el bajo Urubamba, Alto Ucayali y afluentes de éste como
el Sheshea, Yurda, Pachitea y Pichis (10). Cabe destacar que aproximadamente
el 90% de las comunidades nativas presentes en el VRAE pertenecen a este
grupo. Las razones de un mayor asentamiento de este grupo parece ser el factor
de la calidad de la tierra, temperaturas mas bajas, la menor cantidad de insectos,
el aislamiento proteccionista y también la mayor facilidad de desplazamiento, a
pesar del terreno escabroso. Ademas la poblacién Ashaninka es posiblemente
una de las mas numerosas de la selva peruana, pues no sélo habitan la selva en

si, sino que penetran parte de los andes centrales, ahora su densidad



poblacional inciuye la presencia de colonos, que son personas de fuera que
comparten sus costumbres y por tanto también su territorio (11).(Anexo N° 01).

Finalmente ofro grupo nativo presente en el VRAE pertenece a los
Matsiguengas, aunque en menor proporcion que el antes mencionado, se hallan
ubicados en Kimbiri y Vilcabamba (2).
2.1.2. Sistema de Alimentacion

La alimentaciin de las comunidades nativas del VRAE tiene como base a
la agricultura y se caracteriza por un marcado énfasis en el cuitivo de la yuca
dulce o amarga, consumida bajo la forma de masato o simplemente cocida,
ademas fa yuca es considerada como el alimento mas significativo vy
representativo, su utilizacion es parte de la vida cotidiana, no prescindiendo de
ella en ningin momento. El maiz, alimento nutricionalmente mas completo que la
yuca, es invariablemente un fruto de menor importancia. Las principales fuentes
de proteinas y grasas son esencialmente el pescado, huevos, aves, insectos y
animales salvajes (11). |
2.1.3. Forma de Vida

Los nativos habitan en viviendas construidas segun los patrones
culturales tradicionales, a base de troncos, paimeras y hojas de piatanales. Esta
presente la poligamia, practicada por el jefe de la comunidad, mas no en los
demas miembros de ella; ademas, las decisiones y futuro de la comunidad nativa
son responsabilidad del jefe, elegido por ser el mas fuerte y con mayor
experiencia. Se hallan establecidos en un territorio fijo, es decir hay ausencia de
movimientos migratorios (2).
2.1.4. Salud y Educacioén

El VRAE cuenta con 01 hospital, 07 centros de salud y 41 puestos de
salud, estos Uitimos son los encargados de la atencién a las comunidades

nativas a través de movilidad motorizada o visitas médicas realizadas por el



personal de salud, sin embargo no cuentan con infraestructura ni equipamiento
adecuado. Por otro lado, el agua es consumida directamente de los rios y no
cuentan con ningun tipo de instalacion sanitaria (2).

En cuanto al sistema educativo, en el VRAE existen 310 centros
educativos entre PRONOEI, nivel inicial, primario y nivel secundario, donde
trabajan aproximadamente 799 docentes y la poblacidén estudiantil se estima en
27,797 nifios y adolescentes, pero la calidad educativa es deficiente, el caso de
las comunidades nativas es un ejemplo de esta situacion. Hay un déficit en la
oferta de docentes ya que en Pichari hay mas de 27 comunidades nativas y solo
tienen nueve centros educativos con profesores nombrados, y es la
municipalidad la que se encarga de solventar los salarios (2).

2.2. BEBIDAS FERMENTADAS TRADICIONALES
2.2.1. Diversidad

La elaboracién de bebidas fermentadas ha sido una practica comun
desde las culturas mas antiguas, las que tuvieron en ellas una fuente de
alimentacién, un instrumento fundamental de cohesion, socializacion y
hospitalidad, un elemento importante en las actividades magico-religiosas, y
finalmente una forma de evasién junto a las danzas y cantos, en fiestas y
acontecimientos colectivos o familiares (13).

Para denominar estas bebidas a través del tiempo se ha empleado el
término “chicha” palabra aplicada principalmente a la bebida preparada con maiz
fermentado, sin embargo es posible utilizar para su elaboraciéon yuca o frutas,
dicho elemento ha jugado un papel importante tanto en los rituales religiosos
como en los ritos primitivos de fertilidad. Dicha palabra deriva de la forma de
elaboracion desde épocas precolombinas, donde la utilizacion de la saliva era
importante para permitir la conversidon de los almidones en azlcares y

consecuentemente facilitar la fermentacion y aumentar el volumen de alcohol, su



preparacion difiere dependiendo del area geografica donde se elabora y la
materia prima con que se cuenta (7).

Existe una gran variedad de bebidas fermentadas siendo la gran mayoria
de ellas tradicionales, es decir, que su difusidbn y consumo Unicamente se
conoce dentro de areas geograficas limitadas. Entre éstas podemos mencionar a
la chicha de jora, siete semillas, cabuya, molle, y el masato (25).

2.2.2. El Masato

El masato es una bebida tradicional indigena, se le considera una
cerveza insalivada, por la forma peculiar de su elaboracion, su consumo data
desde épocas precolombinas. Se emplearon varios términos para denominar a
esta bebida, como cauim, debido a que las primeras investigaciones realizadas
al respecto se dieron en territorio brasilero, especificamente en la tribu
Tupinamba, asimismo, en la selva peruana; como masato o simplemente chicha
de yuca, en el Valle del Rio Apurimac y Ene, con el nombre de pearenche.
2.2.21. Antecedentes

Los primeros contactos entre europeos y aborigenes en tierras
americanas durante el primer viaje de Cristébal Colén, se dieron en condiciones
desfavorables o en rapidos encuentros, por lo que, no hay ningun informe
especifico en cuanto a la forma de preparacion de las bebidas de aquel pueblo,
en todo el diario de navegacion. Sin embargo, parece demostrarse la existencia
de dos tipos de cerveza: la blanca como la leche, tal vez el cauim de mandioca, y
la de maiz, la chicha; ademas del vino de fruta, como vino verde (18).

La verdadera cerveza insalivada es mencionada en el libro de Stadens,
H. (1557), su descripcion es completa, como resultado del examen cotidiano de
la vida tribal y de las costumbres de aquel pueblo. Segun su minuciosa
exposicion, la preparacién del cauim era confiado a las mujeres, inicialmente Ia

mandioca era cocida en grandes vasijas y después trasvasada a ofro recipiente



en el que las dejaban enfriar, entonces las jovenes se sentaban en torno y
mascaban los pedazos de yuca, arrojando el material insalivado en potes
vertiéndoles agua hasta llenarlos, lo mezclaban todo y calentaban de nuevo la
masa. Seguidamente el liquido era cambiado a recipientes especiales
parciaimente enterrados para finalmente ser cubiertos. La fermentacion se
desarrollaba espontaneamente sin que se acondicionara semilla o inoculo. Asi
permanecia durante dos dias, hasta que la bebian y se embriagaban (18).

Por otro lado, Anchieta, J. (1587) hace referencia al cauim como una
especie de vino, preparado especificamente por mujeres, que luego de ser
elaborado de la manera antes mencionada, se hervia por un intervalo de dos
dias, periodo después del cual lo bebian casi caliente para no sentir el efecto
embriagador por mucho que la bebiesen bajo esa forma (18).

La siguiente descripcion pertenece a Jean de Léry, durante su viaje a
Brasil en el Siglo XVI, aplicada a los nativos Tupinamba que vivieron a lo largo
de la costa central de Brasil, sin embargq, es tipico de otras tribus ubicadas en
ese territorio, el proceso de elaboracion es descrito de manera semejante al
mencionado lineas arriba, ademas agrega que segun los archivos
contemporaneos el servido del cauim en las fiestas era también tarea de las
mujeres. Este se consumia muy caliente, para ello las mujeres ponian las ollas a
fuego lento en la plaza central de la tribu. Una fiesta con cauim podia seguir
durante dos o tres dias. A veces los hombres se inducian al vomito para
continuar bebiendo (39).

Otra versién acerca del cauim indica que éste, era el vino de los nativos
Tupinamba que permitia alcanzar un estado alterado de la conciencia induciendo
a visiones premonitorias y otros fenomenos paranormales. La vida social y
religiosa de este pueblo era muy calurosa e incluia fiestas donde los miembros

de la tribu la consumian profusamente (48).



Ana Paula Siméo (1997), realiz6 estudios acerca de ésta bebida en los
indios Guarani, pudo comprobar que las celebraciones eran fiestas basicamente
de caracter social y eventualmente religiosas. Dichas fiestas incluian un nimero
alto de personas que variaban entre 2 y 5 mil. La bebida consumida alcanzaba a
miles de litros. Estas fiestas tenian una duracion de 2 a 5 dias, en ese lapso de
tiempo no se consumia ningun tipo de alimento, la bebida era considerada como
una alternativa al consumo de alimentos. Los Guarani se preparaban desde
pequefios a través de una serie de rituales para beber y no embriagarse. En
tales celebraciones bebian todos, inciuso mujeres y nifios (48).

La bebida era producida a partir de frutas y vegetales a través de un
proceso de fermentacion del almiddn presente en ellos como la yuca, el maiz, la
batata dulce y la guayaba. La fermentacion se mantenia hasta aicanzar el grado
alcohdlico deseado, que normalmente no era muy aito. Cuando se deseaba un
grado alcohélico mayor se agregaban azticares bajo la forma de miel o frutas,
hongos y otros vegetales. Tal bebida u otra con capacidad de embriagar la
denominaron cauim independientemente de la materia prima empleada o forma
de elaboracion. Una vez lista, la bebida era servida, empleando conchas en
vasijas, este trabajo también era realizado por las mujeres (48).

Se justifica entonces la afirmacion de que las cervezas primitivas fueron a
un tiempo bebida y alimento, fueron sopas predigeridas y fermentadas por
bacterias y levaduras. La relaciéon entre el proceso de fermentacion y el estado
fisiolégico de la mujer, fue una creencia arraigada en todos los pueblos que
ejercian la practica de ia elaboracion de bebidas alcohdlicas. ElI fenébmeno
bioguimico tuvo todas las caracteristicas de un acto magico, tanto por el
inusitado acto de un “hervido en frio” como por la emisién misteriosa del diéxido
de carbono, y aun por la mutacion operada, en el gusto, en el aroma y en las

propiedades engendradas en el liquido sacarino primitivo. La mujer por azar



vinculada con [a elaboracion de un fermentado debia de estar “pura” para que el
proceso no se corrompiera, o en todo caso, si se tratara de una mujer casada
debia abstenerse por unos dias de mantener relaciones sexuales. Los hombres
tenian la firme opinion de que si ellos masticaran las raices para hacer la bebida,
ésta no saldria buena, y creian indecente para los individuos de su sexo ponerse
a hacer ese trabajo (18).

2.2.2.2. Elaboracion

Materia Prima

YUCA (Manifiot esculenta Crantz)

La palabra yuca deriva del portugués manioc . En Brasil se le conoce con
los nombres nativos de “mandioca”, “aypin’, “‘macaxeira’, “maniba”’, en
Venezuela, ColorﬁE)ia, Cuba, Costa Rica 'y Peru; con el de “yuca’, palabra
adoptada por los esparioles en las Antillas y diseminada por ellos en todo el
territorio de su dominio; en México el nombre antiguo era “quauhcamotli’ en el
presente se usa como “huacamote” o “yuca” (3,18), por ultimo, en los paises de
habla inglesa es llamado “cassava“ (34).

Miembro de la familia de las Lildceas (Euphorbiaceas), es originaria de la
region amazodnica (Ameérica tropical); tal es asi que, las muestras mas antiguas,
encontradas en la frontera colombo-venezolana, datan, segun la prueba del
carbono 14 del afo 800 A. C. Con el descubrimiento de América, el cultivo de la
yuca se extendid rapidamente a Africa y Asia, siendo actuaimente, estos
continentes los mayores productores (49). La yuca es un arbusto perenne que
alcanza una altura entre los 90 y 150 centimetros, tiene grandes hojas
palmeadas y sus raices son comestibles (las hojas se pueden usar como
forraje). Las flores nacen en el extremo del tallo y su color varia del purpura al

amarillo. La planta es monoica, lo que significa que en ella misma, crecen

10



separadas flores masculinas y femeninas; las femeninas maduran mas pronto y
el cruce con otras plantas ocurre mediante la polinizacién con insectos (34)(49).

Todas las partes de la planta de yuca (raiz, follaje y tallo) son utilizadas
en la alimentacién humana, animal y en usos no alimentarios. A excepciéon del
follaje, los productos y subproductos de la yuca son esenciaimente energéticos
(124 Kcal/100g, mientras que la papa contiene 76 Kcal/100g), dado su alto
contenido de almidones y su bajo nivel de proteinas. La raiz es rica en vitamina
C, calcio, potasio y contiene niveles aceptables del complejo B (47). El andlisis
bromatolégico de la yuca muestra los siguientes resultados:

Cuadro N° 01: Caracteristicas bromatologicas de la yuca.

- Componentes Base humeda Base seca
% en peso % en peso
Humedad 63.58 -
Almidoén 33.12 81.75
‘Glucosa 0.06 0.13
Proteinas 0.98 _ 242
Grasas 0.48 1.18
Fibra cruda 1.03 2.54
Cenizas | 0.75 1.86
Fuente: (34).

Su utilizacion en la industria alimentaria es extensa, se emplea para la
produccién de glucosa a partir de almidon y de la harina de yuca, como sustituto
en la industria cervecera, también en la industria de la panificacién, entre otros,
la yuca es la principal proveedora de almidéon como nutriente para la etapa inicial
del proceso de produccion de etanol (1).

CAMOTE (I pomoea batatas)

La palabra camote es de origen nahuatl, dialecto de los antiguos

habitantes de Centroamérica y México. En algunas regiones de Africa, el camote

es llamado cilera abana, que significa “protector de los nifios”, aludiendo al papel

11



que cumple en las densamente pobladas planicies semiaridas de Africa oriental,
donde miles de aldeas dependen de su cultivo para combatir el hambre (14).

A pesar de que la traducciéon literal de su nombre en inglés es “papa
dulce”, el camote no es pariente de la papa. Las papas pertenecen a la familia
de las solanaceas, que incluyen también al tomate, pimiento y berenjena,
mientras el camote pertenece a la familia de convolvulaceas (Comvofvulaceae). A
diferencia de la papa, que es un tubérculo o esqueje engrosado, el camote es
una raiz reservante (38).

El camote es nativo de los trépicos de América Latina, centro y sur de
México, centro américa y selva peruana. Es una raiz perenne, aunque cultivada
como anual. Crece a nivel 0 un poco arriba de la superficie del suelo. Las
primeros tubérculos se pueden cosechar en aproximadamente 4 meses, pues es
de rapido desarrollo. Existen aproximadamente 500 especies. Es una fuente de
carbohidratos para la alimentacion humana y animal. Las raices se consumen
cocinadas y procesadés de diferentes formas, puede enlatarse o envasarse en
conserva y procesarse para la fabricacion de harina y almidén (41).

E! camote de pulpa naranja contiene mas vitamina A que ningun otro
alimento, incluyendo la zanahoria: cien gramos proporcionan mas del cien por
ciento de la vitamina A requerida diariamente (14), ademas es rico en
carbohidratos y puede producir mas energia comestible por hectarea por dia que
el trigo, arroz o yuca. Tiene una gran diversidad de usos que incluyen el
consumo de las raices frescas, o de las hojas procesadas como forraje, almidon,
harina, caramelos y alcohol (38).

Preparacion

Se inicia con la selecciéon de la yuca o mandioca, luego del lavado es

cortada en trozos, para llevarlos a cocinar hasta quedar tiernos, seguidamente

se retiran del fuego y dejan enfriar, transfiriendo todo el material cocido a una
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artesa de madera, donde unas mujeres van moliendo y desmenuzando los
trozos de yuca cocida con la ayuda de un palo, mientras que otras, van
masticando y removiendo en la boca sin engullir la yuca, para después
devolverlos a la artesa, al mismo tiempo otro grupo de nativas van masticando y
devolviendo camote morado crudo. Toda la mezcla de yuca y camote morado
insalivadas, se pasa a otro recipiente, donde se afiade agua de manantial y se
deja fermentar por espacio de tres dias 0 mas. Después de que se espuma y
fermenta, el recipiente se cubre y se deja asi hasta que la quieren beber (25).
2.2.2.3. Consumo

Esta bebida es de aspecto lechoso y de consistencia ligeramente densa,
podria consumirse treinta ollas o mas de cauim en una sola fiesta, segin
estudios el cauim podia ser consumido tranquilamente por una o dos personas,
pero en la mayoria de las fiestas lo hacian decenas o centenares de personas, a
menudo de dos 0 mas pueblos. Se consideraba una gran vergienza dejar las
celebraciones, curiosamente, los Tupinamba no comian durante sus fiestas, asi
como ellos no bebian mientras comian; ellos consideraban muy extrafa la
costumbre europea de mezclar las dos cosas (39).

Las fiestas del cauim tenian fechas precisas como para celebrar el
nacimiento de un nuevo miembro de la tribu, el primer periodo menstrual de una
joven india, después de la perforacion del labio inferior, en las ceremonias
magicas previas a la partida de los guerreros o su retorno, en los rituales de
sacrificio de los prisioneros, o durante el trabajo colectivo para cultivar las tierras.
El consumo de cauim en estas ocasiones era imprescindible. Si los indios no
fabricasen el cauim para beberlo hasta la embriaguez, entonces se creia,

ocurririan eventos que significarian la ruina de los miembros de la tribu (43).
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2.3. CELULOSA
2.3.1. Caracteristicas e Importancia

La celulosa es un polimero lineal no ramificado compuesto de unidades
de glucosa, unidas por enlaces $-1,4, dicha configuracion, permite a la celulosa
formar cadenas muy largas y rectas. Cada residuo de glucosa, esta girando con
una rotacion de 180° respecto al residuo siguiente, de modo que el oxigeno del
anillo piranésido se une por un puente de hidrogeno al grupo hidroxilo en el C-3
de la unidad siguiente, haciendo que la cadena recta formada por uniones B sea
6ptima para construir fibras con una elevada fuerza tensil (32).

Dichas cadenas lineales interaccionan entre si por medio de enlaces de
puentes de hidrégeno generando la formacién de microfibrilas con regiones
altamente ordenadas que le dan las caracteristicas de insolubilidad, rigidez y
resistencia al ataque enzimatico, que reciben la denominacién de regiones
cristalinas. Cuando a lo largo del haz de cadenas se rompen los puentes de
hidrégeno se forman regiones mas desordenadas que se conocen con €l nombre
de amorfas, que permiten su hidratacion y mejor accesibilidad al ataque
enzimatico (20)(22)(40).

La estructura fina ha sido estudiada en varios tipos de celulosa y muy
particularmente en la fibra de algodén. Asi, unas 60 a 70 cadenas moleculares
paralelas de celulosa se reunen para formar una micela, 20 micelas
aproximadamente forman la llamada microfibrilla, que es visible solamente en el
microscopio electrénico, unas 250 microfibrillas forman una fibrilla o macrofibrilla,
observable mediante la utilizaciéon del microscopio éptico, y finaimente unas 1500
fibrillas forman la fibra de algodén (24)(44).

La celulosa es el principal constituyente de la pared celular de las plantas,

ésta es una substancia fibrosa, resistente, insoluble en agua, se encuentra
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particularmente en los tallos, troncos y en todas las porciones lefiosas de los
tejidos de las plantas. La madera esta constituida en su mayor parte, por
celulosa y 6tras sustancias polimeras, el algodén es celulosa casi pura.
Aproximadamente la mitad del diéxido de carbono atmosférico que fijan las
plantas en la fotosintesis queda en forma de celulosa. La celulosa es no
solamente el polisacarido extracelular mas abundante del mundo vegetal, sino
gue también es la mas abundante de todas las biomoléculas (9)(33).

Debido a ello es posible que en el futuro constituya una fuente inagotable
de materias primas (proteinas, grasas) para la industria de los alimentos, y de
otras sustancias (estimulantes, saborizantes) cuando se consiga, por medios
técnicos apropiados, aumentar su escasa sensibilidad a los ataques bioquimicos
y elevar la actividad celulolitica de los preparados celulares (9)(36).

2.3.2. Degradacion Bioldgica de la Celulosa

La degradacion microbiana de la celuiosa consiste en la conversion de
las microfibrillas cristalinas insolubles de celulosa en azucares solubles,
primariamente celobiosa y glucosa, que luego son asimilados por la célula y
utilizados como fuente de carbono y energia (4).
2.3.2.1. Celulasas

Los microorganismos capaces de hidrolizar celulosa producen un
conjunto de enzimas denominadas celulasas, las que poseen diferentes
especificidades. Estas enzimas hidrolizan los enlaces glucosidicos B -1,4 de la
celulosa, ésta no es una enzima aislada sino es un sistema enzimatico que
cuenta por lo menos con tres actividades. Puesto que la terminacién “asa“ se
emplea unicamente para enzimas independientes y no para conjuntos de
enzimas parece mas correcto emplear en su lugar el término “enzimas

celuloliticas” (35).
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La actividad de estas enzimas se mide en funcidon de la degradacién de
los derivados solubles de la celulosa, sobre todo de la Carboximetilcelulosa (9).
(Ver Figura N° 01).

Las hemicelulasas y celulasas comerciales convencionales no son
capaces de licuar completamente éstos materiales complejos, ya que, para la
degradacion total se necesitan varias enzimas, entre ellos: celulasas,
glucanasas, galactanasas, arabinasas y pectinasas (36).
2.3.2.2. Clasificacién
Las celulasas, por su funcién, han sido clasificadas como:

Endoglucanasas: Llamadas también endo-B-glucanasa o B-14-glucanohidrolasa
(EC.3.214) o CMCasa, que rompen los enlaces-p-glucosidicos en forma
aleatoria en el interior de las moléculas de celulosa, produciendo nuevos sitios
de ataque complementados por las exoglucanasas. Como resultado, hay una
rapida disminucidon en el largo de las cadenas y un lento incremento en los
grupos reductores, son activas sobre la celulosa amorfa. Ei mejor sustrato para
la medicién de la actividad de endoglucanasas es un derivado soluble tal como
la Carboximetilcelulosa (CMC) (5)(24)(30)(35).

Exoglucanasas: llamadas también exo-B-glucanasa o B-1,4-
glucancelobiohidrolasa (EC.3.2.1.91) o avicelasa, que atacan gradualmente las
moléculas de celulosa de los terminales no reductores liberando subunidades de
celobiosa, degradan preferentemente ceiulosa cristalina de manera progresiva,
exhiben accién sinergistica altamente cooperativa en presencia de
endoglucanasas. Tienen muy limitada accion sobre sustitutos de celulosa como

Carboximetilcelulosa(CMC) e hidroximetilcelulosa (HEC) (5)(24)(30)(35).
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Glucosidasas: Llamadas también B-1,4-glucosidasas(EC.3.2.1.21) o celobiasas
que hidrolizan celobiosa y celodextrinas de bajo peso molecular (celotriosas y
celotetrosas) en glucosa (5)(24)(30)(35).

Se estima que las celulasas actian mas al azar a lo largo de la cadena
de celulosa y son mas activas sobre celulosa amorfa (8)(22), el nimero y tipo de
celulasa involucradas en cada paso de la degradacion microbiana de la celulosa
puede variar también de un organismo a ofro (26).
2.3.2.3. Celulosomas

En algunas bacterias las celulasas son organizadas en un complejo
multienzimatico denominado celulosoma. En 1983, el concepto de celulosoma
fue establecido en Clstridium thermoceflum, donde las celulasas se encontraban
organizadas dentro de un complejo celulolitico de alto peso molecular. En los
afos siguientes varios genes de celulasas de ésta bacteria fueron clonados y
secuenciados y su estructura modular fue reconocida (4). Se supo entonces que
las celulasas estan conformadas por unidades discretas independientes en
plegamiento, estructura y funcidén llamadas dominios o médulos. Tanto las
celulasas de sistemas asociados y no asociados tienen estructura modular (12),
es decir consisten en médulos estructurales y funcionales multiples. Ademas, las
enzimas no asociadas contienen tipicamente un dominio catalitico responsable
de la relacién de hidrdlisis y un dominio de union a la celulosa (CBD) que media
la unién de las enzimas al sustrato; ambos dominios estan unidos por un péptido
conector que esta altamente enriquecido en prolina e hidroxiaminoacidos y debe
ser lo suficientemente largo y flexible para proporcionar una eficiente orientacién
y operacion a los dos dominios (31). Las enzimas asociadas o celulosomales
estan unidas de modo no covalente a una proteina sin actividad catalitica

denominada proteina de integracion del celulosoma (Cip) que porta un CBD
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grande en un extremo. Un celulosoma completo consiste en al menos 14 tipos
diferentes de polipéptidos que incluyen endoglucanasas, xilanasas y B-
glucosidasas (6)(16).

2.4. ORGANISMOS CELULOLITICOS

2.4 1. Bacterias

Los enlaces PB-1,4 de la celulosa normalmente se digieren de manera
lenta. La celulosa forma largas fibrillas y los organismos capaces de digerirla se
encuentran con frecuencia estrechamente asociados a ellas. La digestion de la
celulosa ocurre tanto aerébica como anaerobicamente (21). Los sistemas de
celulasa bacteriana no son directamente comparables con ios de los hongos. La
degradacién bacteriana de celulosa se da por la accién de un grupo de enzimas
y en el caso de los hongos por endo y exogiucanasas. La falta de (-14-
glucosidasas en algunas bacterias hace que se empleen fosforilasas para la
degradacién de celobiosa (31).

Las celulasas de bacterias aerobias, como las especies de Cellulomonas
aparecen ligadas a los sustratos de celulosa y aparecen en el medio de cultivo
sélo en la fase estacionaria. Varias especies celuloliticas de bacilos, como el
Bacillus subtifis, Bacillus polimixa, Bacillus brevis, Bacillus lichenif ormis Y Bacillus cereus, han
sido descritas. Todas estas especies tienen la capacidad de hidrolizar
carboximetilcelulosa hasta ceIobiQsa como producto principal. Las especies de
Pseudomonas celuloliticas han sido estudiadas por Ueda et al.1952 y la mejor
estudiada fue ®seud omonas fluorescens var. celiuiosa. Cellvibrio gifvus, Se desarrolla bien
en celulosa, celobiosa y otras celodextrinas, tienen un sistema de ceiulasa
extracelular complejo similar a ®seudomonas fluorescens. Los productos de

degradacién son principalmente celobiosa y celotriosa (31).
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En condiciones andxicas la digestion de la celulosa es realizada por unas
cuantas especies de Clostridium que son frecuentes en ios sedimentos lacustres,
en el tracto intestinal de animales y en los sistemas de digestion anaerdbica de
aguas residuales (21). (Clostridium thermocellum produce un multicomponente
celulolitico denominado celulosoma.

2.4.2. Hongos

Muchos hongos son capaces de digerir la celuiosa y son los principales
responsables de la descomposicion de materiales vegetales en el suelo de los
bosques (21). Los hongos que producen las enzimas necesarias capaces de
degradar la celulosa cristalina pertenecen a los grupos denominados:

Pudricion blanca: Este es un grupo heterogéneo, sin embargo tiene en comun la

capacidad de degradar la lignina asi como otros componentes lignocelulésicos.
El hongo mas estudiado se aisl6 inicialmente de pilas de astilla de madera y se
le di6 el nombre de Chrysosporium fignorum, que luego fue cambiado a Sporotrichum
pulverulentum para su fase imperfecta y luego a ®hanerochaete chrisosporium para su
fase perfecta, se caracteriza por su termotolerancia y un 6ptimo crecimiento
alrededor de 38°C. Produce cinéo endo — 1,4 - B - glucanasas, una exo - 1,4 - §§ -
glucanasas y dos 1,4 - § - glucosidasas (31).

Pudricién parda: Son capaces de depolimerizar de manera rapida a la celulosa,

pareciera que utilizan un mecanismo de degradacion diferente al empleado por
@hanerochaete chrisosporium . Los hongos de este grupo no cuentan con la accion
sinergistica de las endo — exo — glucanasas para degradar la celulosa cristalina
porque carecen de la actividad de la exo — 1,4 - B - glucanasas. Entre los hongos
de este grupo tenemos a: Poria placenta, Tyromyces palustris, Y Lanzitus trabeum, COMO

ejemplos mas conocidos con actividad celulolitica (31).
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Pudricion ligera: Estos hongos son capaces de degradar polisacaridos y lignina,

sin embargo son los polisacaridos el sustrato principal, la habilidad de producir
enzimas extracelulares para degradar la celulosa cristalina varia. El ejemplo mas
conocido de produccion de sistemas enzimaticos completos es Tricfioderma reesei,
Trichoderma Roningii, Pemicillium funiculosum, Penicillium citrinum, Fusarium solani, Fusarium
oxysporum Yy Aspergillus Niger, son ofros ejemplos bien conocidos de hongos
celuloliticos (31)(34).

De ofro lado, los hongos anaerébicos habitantes del rumen tienen la
capacidad de actuar sobre la celulosa. La fermentacién de celulosa en dicho
medio da lugar a la formacion de acetato, CO,, formiato, lactato e hidrégeno. El
sistema de enzimas celuloliticas en uno de los hongos anaerdbicos del rumen,
especificamente en Neocalimastix_frontalis, ha sido estudiado por varios grupos,
siendo el mayor producto de digestion sobre Avicel (celulosa microcristalina),
glucosa y no celobiosa (31).

Los actinomicetos forman una parte importante de la comunidad
microbiana responsable de la degradacién de la lignocelulosa. Generaimente,
las celulasas de los actinomicetos son enzimas inducibles extracelulares que
atacan a la celulosa en una ruta similar a las celulasas fangicas.

Las especies termofilicas de Thermonospora y T1,4 Thermoactinomyces y las
especies mesofilicas de Streptomyces, son las mas estudiadas (31).

2.4.3. Insectos

Se han realizado experimentos en animales productores de celulasas,
que demuestran la presencia de organismos simbiontes como bacterias, hongos
y protozoarios que albergan los sistemas digestivos de los invertebrados y el
ganado herbivoro. Esta teoria se propuso primero por Cleveland en su trabajo

con termitas de la especie Reticulitermes favipes, concluyendo que la fauna
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protozoaria presente en su intestino era responsable de la digestion de la
celulosa (8)(15)(37).

Tanto las “termitas” como las “cucarachas” de la madera, tienen en su
intestino una fauna protozoaria simbionte que facilita la digestién de la celulosa
ingerida. Es probable que la vida social en este grupo se originase en forma de
colonias familiares centrales en tomo a la diseminacién de los simbiontes, como
las que se encuentran actualmente en las cucarachas de la madera del género
Cryptocercus punctulatus, esta especie se alimenta de madera en descomposicion y
vive en los troncos de arboles muertos, los generos que viven en simbiosis en su
intestino posterior son Trichonimpha, Barbulonimpha y Polimastiginos, ellos
segregan las celulasas y las celobiasas que faltan en el blatido, que no sobrevive
si se le priva de sus flagelados (8)(15)(37).

Ademas, existen tres especies de Siricidos (Himendpteros) que son
conocidos por su aptitud para digerir la celulosa, éstos son Sirexcyaneus, Sirex gigas,
Yy Syex ®hantoma. Entre los coledpteros, se encuentra el mayor ndmero de
especies capaces de digerir la celulosa y pertenecen a 4 familias: Andbidos,
Bupréstidos, Cerambicidos y Escarabeidos (15). Un Cerambicido,
especificamente la larva de Stenodontes spimbarbis “joti” fue objeto de estudios
recientes, se demostr6 que presenta actividad enzimatica tanto de
endoglucanasas y exoglucanasas, siendo ésta ultima mucho mayor, lo que
explicaria su caracter xil6fago y su alta capacidad para degradar sobre todo las
regiones cristalinas de la celulosa de la madera, asi como su gran habilidad para
construir profusas galerias larvarias cuyas consecuencias se traducen en la
muerte de la planta hospedera (29).

Numerosos invertebrados adquieren las enzimas en mencion al ingerir en

sus alimentos un conjunto complejo de bacterias, protozoarios y hongos, estos
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microorganismos son la fuente de enzimas que, una vez liberadas quedan en el
tubo digestivo de los animales que encuentran asi un medio de aumentar sus
capacidades digestivas respecto a sustratos como la celulosa, las hemicelulosas,
la pectina, la lignina y otras moléculas dificimente degradables (15).

El papel de las enzimas adquiridas ha sido puesta en evidencia por
primera vez en la termita Macrotermes natalensis, €sta termita no tiene protozoarios
simbiontes, vive asociada con diversos hongos entre ellos los Termitomyces.
Estos son asociados y suministran la enzima exoglucanasa mientras que la
enzima exoglucanasa es aportada por otros hongos. Asimismo, Sirex cyaneus
posee enzimas adquiridas capaces de hidrolizar los polisacaridos de la madera;
éstas enzimas provienen del hongo simbidtico Amylostereum chailletii que se
desarrolla en las galerias larvarias (15).

2.4.4. Mamiferos

Los rumiantes son mamiferos herbivoros que poseen un 6rgano
especial, €l rumen, en cuyo interior se lleva a cabo la digestiéon de la celulosa y
de otros policacaridos vegetales mediante la actividad de poblaciones
microbianas especiales (21).

Las reacciones quimicas que tienen lugar en el rumen son complejas y
requieren la actividad combinada de una variedad de microorganismos, muchos
de los cuales hidrolizan polimeros como la celulosa, convirtiéndolos en
azucares, que por fermentacion produciran acidos grasos, Fibrobacter succinogenes Y
Ruminococcus albus Son los anaerdbicos celuloliticos mas abundantes del rumen.
Aunque ambos organismos producen celulasas, Fibrobacter una bacteria Gram
negativa, utiliza celulasa periplasmica para romper la celulosa. Ruminococcus, por
ofra parte, produce una celulasa de gran tamafo que es secretada al rumen, donde
degrada la celulosa fuera de la céiula bacteriana. El resuitado final es el mismo en

ambos casos: glucosa libre disponible para los anaerébicos fermentativos (21).
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ll. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIALES
3.1.1. Recoleccion de la muestra bioldgica

Se realizé en 10 comunidades nativas del VRAE, en funcién de su mayor
accesibilidad y del apoyo brindado por las municipalidades respectivas. Las
muestras de masato se obtuvieron directamente de los recipientes de
fermentacion con la ayuda de un mate en frascos de vidrio debidamente
etiquetados, los que fueron transportados en el menor tiempo posible y en
condiciones adecuadas al laboratorio de Biotecnologia Microbiana, donde se
conservaron en refrigeracion por un espacio de tres dias. (Anexo N° 05).
3.2. METODOS
3.2.1. Descripcién de la tecnologia tradicional de elaboracién del masato

Con la finalidad de conocer i situ cada una de las etapas indicadas en la
elaboracién tradicional del masato, asi como los detalles y caracteristicas de las
diferentes formas de acabado y habitos de consumo, se realizaron visitas a las
comunidades mencionadas y se aplicé una encuesta a fin de recabar la mayor y
mejor informacién posible, la misma que fue organizada y sistematizada. (Anexo

N° 02).
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3.2.2. Obtencion del extracto enzimatico crudo

A partir de las muestras conservadas en refrigeracion se obtuvo el
extracto enzimatico crudo, por centrifugacion a 3 500 rpm por 5 minutos,
posteriormente se mantuvieron en refrigeracion.

3.2.3. Caracterizacion de la actividad celulolitica en masato
3.2.3.1. Actividad de endoglucanasas
Fundamento:

Estas enzimas cortan al azar las uniones dentro de la celulosa amorfa, de
tal manera que se incrementa la disponibilidad de extremos no reductores y se
generan oligosacaridos mas pequefios con cadenas terminales libres. La
actividad de endoglucanasas se determiné utilizando como sustrato
Carboximetilcelulosa (CMC), que es un derivado soluble de celulosa y su
presencia se hace evidente de manera indirecta por la aparicion del producto
final principal que es la glucosa (6)(24)(30). La actividad endoglucanasa del
extracto enzimatico crudo se determiné siguiendo las pautas formuladas por
Stutzenberger citado por Ramirez, P. (1993).

Procedimiento:

1. El set de tubos de ensayo se organiz6 de la siguiente manera:

BUFFER | SUSTRATO | MUESTRA | VOLUMEN |
cODIGO M (ml deCMC) (mi) FINAL(mi)
(ml)

T 0.1 35 0.4 40

M1 0.1 35 04 4.0
M2 0.1 35 0.4 4.0
M3 0.1 35 0.4 4.0
BR 4.0 - - 40
BS 2.0 2.0 - 40
BE 36 - 0.4 40
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Donde:

T : Testigo (celulasa de Trichoderma reeser).

M1,M2 M3 : Muestra problema (por triplicado).

BR : Blanco de reactivo.

BS : Blanco de sustrato.

BE : Blanco de enzima.

Buffer 1M : Buffer acetato de sodio 1M, apH 3.3, 43y 5.3
Sustrato CMC : Carboximetilcelulosa al 1%.

Muestra : Extracto enzimatico crudo.

2. Los tubos en mencion fueron sometidos a diferentes combinaciones de
tratamientos, considerando como factores de combinacion a las temperaturas:
25, 37, 50 °C y pH: 3.3, 4.3 y 5.3, la incubacién se realizé en bafio Maria a las
temperaturas ya mencionadas durante 30 minutos (29)(30).

3. Finalmente se realiz6 la determinacion de azlcares reductores por el método
del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (23).

La actividad enzimatica fue expresada en U/mi. Una unidad de actividad
enzimatica corresponde a la cantidad de enzima que libera 1 pmol de glucosa
por minuto, a partir del sustrato empleado y en las condiciones de ensayo. Se
empled como testigo celulasa de Trichoderma reesei, en este caso una unidad de
actividad de celulasa corresponde a la cantidad de enzima que libera 1 ymol de
glucosa a partir de Carboximetilcelulosa por minuto a pH 5.0 y 37°C (17).
3.2.3.2. Actividad de exoglucanasas
Fundamento:

Las B-14-exoglucanasas, separan uniones del disacarido celobiosa
desde los extremos no reductores de las cadenas de oligosacaridos. Su

actividad se determiné utilizando como sustrato papel filtro (Whatman N° 1)
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previamente triturado, igualmente su actividad se evidencié de manera indirecta
por la aparicion del producto final principal, glucosa (6)(24)(30).

La actividad exoglucanasa del extracto enzimatico crudo se determiné
siguiendo las pautas formuladas por Stutzenberger citado por Ramirez, P.
(1993).

Procedimiento:
1. En un set de tubos de ensayo rotulados con los codigos correspondientes, se

procedié como sigue:

i BUFFER | SUSTRATO MUESTRA VOLUMEN
cODIGO 0.6M (g de papel (ml) FINAL(mI)
{mil) filtro)
T 08 005 32 40
M1 08 0.05 32 40
M2 08 0.05 32 40
M3 08 005 32 40
BR 40 - - 40
BS 20 0.05 - 4.0
BE 08 - 3.2 40
Donde:
T : Testigo (celulasa de Tridiode:rma reese).
M1,M2,M3 - Muestra problema (por triplicado).
BR : Blanco de reactivo.
BS : Blanco de sustrato.
BE : Blanco de enzima.
Buffer 1M : Buffer acetato de sodio 0.6M, a pH 3.3, 43y 5.3
Sustrato : Papel filtro Whatman N° 1
Muestra : Extracto enzimatico crudo.

2. Los tubos en mencion fueron sometidos a diferentes combinaciones de

tratamientos, considerando como factores de combinaciéon a las temperaturas:
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25, 37, 50 °C y pH: 3.3, 4.3 y 5.3, la incubacién se realizé en bafio Maria a las
temperaturas ya mencionadas durante 30 minutos (29)(30).

3. igualmente se realizo la determinacion de azucares reductores (23).

3.2.3.3. Actividad de B-glucosidasas

Fundamento:

Las B-Glucosidasas hidrolizan preferentemente la celobiosa hasta
glucosa, pero también son capaces de hidrolizar otras dextrinas hidrosolubles de
3 a 6 carbonos, como la salicina (CsHs07), un trisacarido extraido de la corteza
del sauce, es una sustancia blanca, amarga, poco soluble en el agua. La
actividad de esta enzima se determin6 empleando como sustrato salicina y se
evidenci6 de manera indirecta por la aparicion del producto final principal,
glucosa (6)(24)(30).

Procedimiento:

1. Como en los casos anteriores, en un set de tubos rotulados se procedié como

sigue:
i BUFFER SUSTRATO | MUESTRA VOLUMEN
CODIGO | 1M(ml) (Salicina) (mi) FINAL(ml)
M1 1.0 - 1.0 2.0
M2 1.0 - 1.0 20
M3 1.0 - 1.0 20
BR - 20 - 2.0
BS 20 - - 20
BE - 1.0 1.0 20
Donde:
M1,M2 M3 : Muestra problema (por triplicado).
BR : Blanco de reactivo.
BS : Blanco de sustrato.
BE : Blanco de enzima.
Buffer 1M : Buffer acetato de sodio 1M, apH 3.3, 43y 5.3
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Sustrato : Salicina.

Muestra : Extracto enzimatico crudo.

2. Los tubos en mencion fueron sometidos a diferentes combinaciones de
tratamientos, considerando como factores de combinacién a las temperaturas:
25, 37, 50 °C y pH: 3.3, 4.3 y 6.3, la incubacién se realizé en bafio Maria a las
temperaturas ya mencionadas durante 30 minutos (29)(30).

3. Luego se realizé la determinacién de azucares reductores (23).

3.2.4. Determinacibn de azicares reductores (Método del Acido 3,5-
dinitrosalicilico)

Fundamento:

El método del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) para la determinacién de
azucares reductores, incluye el empleo de acido dinitrosalicilico, sal de Rochelle,
fenol, bisuifito de sodio e hidréxido de sodio. Cada componente cumple un rol
dentro de la reaccién, la sal de Rochelle impide fa disolucién del oxigeno; el
fenol, para aumentar la intensidad del color producido; bisulfito, para estabilizar
el color obtenido en presencia del fenol. El alcali se requiere para la accién
reductora de la glucosa en el acido dinitrosalicilico (23).

Procedimiento:

1. Se elaboré una curva estandar con glucosa a valores de 2 y 20 mM.

2. Para dar inicio a la técnica se tomé 0.5 ml. del producto de la incubacion, que
para este caso es la muestra.

3. Seguidamente se afadié 3 ml. de la solucién de DNS, se calenté en bafio
Maria hirviente durante 5 minutos.

4. Inmediatamente se adicioné 1 ml. de sal de Rochelle, seguido de 15 mi. de
agua destilada.

5. Las lecturas de absorvancia se realizaron a 550 nm en un espectrofotéometro

Spectronic 21 D, Milton Roy.
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3.2.5. Determinacion de acidez total titulable
Fundamento:

Se trata de medir la cantidad del acido existente y que se encuentra
diseminado principalmente en la muestra problema, por medio de una solucién
de hidréxido de sodio valorada; la cantidad de acido se expresa como porcentaje
de acido lactico (45).

Procedimiento:

1. Se tomé una alicuota de 10 mi del extracto enzimatico crudo obtenido a partir
del masato.

2. Seguidamente se adiciond 2 a 3 gotas del indicador de fenolftaleina.

3. Se tituld con la soluciéon de NaOH 0.1 N contenida en la bureta y se anoté el
volumen de gasto.

Para obtener los resultados se utilizé la siguiente formula:

% Acidez lactica = G x N xm.e. x 100

vm
Donde:
G = Mililitros gastados de NaOH 0.1 N.
N = Normalidad de la solucién de NaOH.

m.e. = Miliequivalentes de acido lactico (0.009008 g/ml)
Vm = Volumen de muestra empleada (ml)
3.2.6. Determinacion del pH
Fundamento:

El pH es el logaritmo comun del numero de litros de disolucion que
contiene un equivalente gramo de iones hidrégeno. El rango del pH va desde O a
14; un valor por debajo de 7 representa una disolucién acida, 7 una disolucién

neutra y por encima de 7 una disolucién alcalina (27).
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Procedimiento:
Se determind haciendo uso de un potenciémetro.
3.2.7. Determinacién de sdlidos totales
Fundamento:

Consiste en la pérdida de agua debido a su eliminacién por calentamiento
bajo condiciones dadas. Los sdélidos totales se expresan en porcentaje, que
resulta de la diferencia entre el 100% y el porcentaje de agua presente en la

muestra (27), esto es:

Humedad (o agua) (%) = Pérdida de peso (g) x 100

Peso de muestra tomado (g)

Sdlidos totales(%)= 100— agua(%)

Procedimiento:

1. Se desecé un frasco de vidrio y después de enfriado, se peso.

2. Con la ayuda de una pipeta se tom6 5 mi del extracto enzimatico crudo y se
coloco al frasco previamente tarado y se peso.

3. Se coloco el frasco conteniendo el extracto enzimatico crudo sobre bafio de
agua hirviendo y se evaporé a sequedad.

4. Se llevo el frasco a una estufa a 105 °C durante tres horas.

5. Finalmente se pesé y por diferencia se calculd el porcentaje de sdlidos
totales.

3.2.8. Determinacién de azlcares totales

Fundamento:

Se entiende por azlcares totales al conjunto de azucares facimente
solubilizables presentes en una muestra, principaimente glucosa, fructosa,

sacarosa, maltosa, dextrosa, almidén, sin incluir entre ellos a los polisacaridos
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que forman la llamada fibra o residuo celulésico(45). Esta determinacién se basa
en la coloracién que se forma por la accién del fenol — acido sulfurico sobre los
grupos reductores libres o potencialmente libres de los azlGcares disueltos (46).
Procedimiento:

1. Se tomaron dos tubos de ensayo rotulados como “P* de problema y “B" de

blanco.

N

. Al tubo “P” se le adicioné 1 mi del extracto enzimatico crudo y al tubo "B” 1 mi
agua destilada.

3. A continuacién se adicioné a ambos tubos 1 mi de fenol al 5%. Se mezcld

bien y se le anadié 5 ml de H,SO, (c). Se mezclé cuidadosamente.

4. Se dej6 enfriar a temperatura ambiental por espacio de unos 15 a 30"

(3]

. Se ley6 la absorvancia a 525 nm.
6. Se prepar6 una curva patrén con sacarosa, a las siguientes concentraciones:
0.1,02,03,04 y 0.5 mg/mil.
3.2.9. Andlisis estadistico
Los resultados obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza para
determinar el grado de significancia existente entre los diferentes tratamientos,
se considerd la prueba estadistica de Tukey, con un nivel de significancia de

0.05. (Anexos N° 14 al 19).

32



IV. RESULTADOS
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Descripcion del proceso tradicional de elaboraciéon del masato

Las variedades de yuca empleadas para la elaboracion del masato son la
blanca o amarilla. La yuca cosechada en el campo, es llevada a la aldea
utilizando una canasta especial denominada skimianti. Esta yuca se cocina a lefia
en una olla de barro o metal, a continuacion se deja enfriar, luego con ayuda de
la pata se amasa hasta obtener una pasta homogénea. Paralelamente, una o
mas mujeres comienzan a masticar cierta cantidad de camote morado crudo,
previo ligero raspado de la cubierta mas externa con la ayuda de un cuchillo,
evitando quitar la parte morada, que es necesaria para el color caracteristico del
producto final. El camote es masticado en un acto casi ceremonial por la mujer o
mujeres encargadas, quienes van depositando poco a poco €l bolo alimenticio
formado, de color morado, en un posillo. Aproximadamente medio kilo de camote
es suficiente para una olla de 10 a 12 litros (2 baldes).

Seguidamente, la yuca amasada se mezcla con el camote masticado, en
una proporcién aproximada de 20:1 (yuca: camote). Inmediatamente después, se
agrega un poco de agua fria para hacer que la masa tenga cierta fluidez y a
continuacién se afade el oboroke, en una proporcion aproximada de 5-10%
respectoal volumen total de la masa (comunmente una tasa para una olla del
volumen ya indicado). El masato fermenta normalmente de un dia para otro.
Para servirse, se pasa por un colador especial llamado sfikame. El masato es
servido en un recipiente caracteristico denominado suta. (Anexos N° 03 al 05).

El masato lo consumen varones y mujeres. Es el alimento y bebida
fundamental de los Ashaninkas. Por la mafiana, temprano, antes de partir a las
actividades agricolas o de caza, los varones lo consumen como desayuno previo

calentamiento hasta ebullicion; luego al medio dia en el campo lo ingieren frio, y
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finalmente al regresar por la tarde, en la aldea, a manera de cena, también frio.
Cuando desean utilizarlo para embriagar, lo dejan fermentar por dos o tres dias.
Cabe resaltar que la elaboracién del masato en las comunidades nativas del
VRAE, no incluye el proceso de masticacion de la yuca, pues es sélo el camote
al que se le da este tratamiento, dicho procedimiento es relativamente contrario
al descrito por Mujica, F. (2003) en su estudio sobre bebidas fermentadas
tradicionales, ademas su consumo no es opcional, sino todo lo contrario como se
menciona lineas arriba, el masato forma parte de la dieta de los nativos

Ashaninka.
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V. DISCUSION

Ubicacidon geografica de las comunidades nativas consideradas en el
estudio:

Las 10 Comunidades Nativas a las cuales se tuvo acceso se encuentran
ubicadas en los distritos de Pichari y Kimbiri pertenecientes a la provincia de La
Convencion, departamento de Cuzco; y al distrito de Sivia, perteneciente a la
provincia de Huanta del departamento de Ayacucho (Ver Tabla N° 01)
Caracterizacion bioquimica del masato

En la Tabla N° 02, se presentan los valores de pH, acidéz total, azticares
reductores, azucares totales y sélidos totales, determinadas en cada una de las
muestras de masato. Respecto al pH, el masato presenta un pH acido en un
rango de 4.1 a 4.6; estos valores se encuentran dentro del rango 6ptimo para las
levaduras de la fermentacién alcohdlica y bacterias de la fermentacién lactica
gue son precisamente los principales grupos de microorganismos responsables
de la formacion de éstos productos, es decir, €l etanol y el acido lactico que
predominan en el masato. Al respecto, en las evaluaciones fisico-quimicas

realizadas en bebidas fermentadas tradicionales como la chicha de jora, se han
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reportado valores de pH de 3.45 (28), para la chicha de molle un pH de 3.9,
chicha de siete semillas un pH de 3.9 y chicha de jora un pH de 3.6 (25).

De otro lado, con relacion a la acidéz total, expresada en porcentaje de
acido lactico, ésta se encuentra en un rango de 0078% para la muestra
proveniente de la comunidad nativa de Sampantuari, hasta un valor de 0.142
para la comunidad nativa de Cubibari. Estos valores resultan inferiores en
comparacion a los reportados para la chicha de jora (1.08%), chicha de siete
semillas (0.50%) y chicha de molie (0.55%) (25).

Respecto al contenido de azicares totales, este parametro se encuentra
comprendido entre 2.10 y 4.10 mg/ml; y en cuanto a azucares reductores los
valores varian entre 1.71 y 2.68 mg/ml. Estos resultados son bastante similares a
los encontrados para el caso de chicha de jora y chicha de siete semillas (25).
Finaimente, respecto a los sélidos totales, las diferentes muestras de masato
presentan valores que oscilan entre 45 a 83%; porcentaje que resuita ser
bastante similar al caso de la chicha de jora (6.71%) pero inferior al reportado
para la chicha de siete semillas (12.4%), pero en cambio es un valor que resulta
superior al caso de la chicha de molie (4.45%) (25).

Definitivamente, estas caracteristicas bioquimicas no son homogéneas
siempre, por cuanto muchas veces depende de las condiciones en las que se
prepara el masato, tales como, proporcion de la materia prima, tipo de colado,
cantidad de agua, etc. Pero aun asi, practicamente todas las muestras de
masato degustadas i situ tenian caracteristicas bastante parecidas, motivo por el
cual por lo menos en las comunidades nativas a las que se tuvo acceso, no es
posible clasificar el masato en variedades, ya que se utiliza casi un mismo patrén
para el proceso de elaboracion, con excepcion de la comunidad nativa de

Sampantuari.
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Actividad celulolitica del masato

Con la finalidad de identificar preliminarmente y caracterizar la actividad
tanto de endoglucanasas, exoglucanasas y B-glucosidasas, se determinaron
estas actividades enzimaticas a diferentes condiciones de temperatura (25, 37,
50 °C)y pH (3.3, 4.3, 5.3).

En términos generales se ha encontrado actividad de endoglucanasas,
exoglucanasas y B-glucosidasas en las diez muestras de masato (conforme se
puede apreciar en los graficos 1 a 10), sin embargo se observa que la actividad
de B-glucosidasas, es mucho mas alta, seguida de la actividad de exoglucanasas
y por ultimo de endoglucanasas. Al comparar este perfil con el testigo (celulasa
de Trichoderma reesei) se observa que, en el caso de los ensayos tanto de actividad
de endoglucanasas como de exoglucanasas, los valores son inferiores siendo la
actividad de endoglucanasas mucho mas alta que la de exoglucanasas (Grafico
N° 11). Adicionalmente, cabe comentar que si bien de acuerdo a las
especificaciones del fabricante (FLUKA), la actividad de la celulasa de Trichoderma
reesei Utilizada como testigo viene especificada a pH 5.0 y 37°C; bajo las
condiciones de los ensayos realizados en el presente trabajo, esta enzima
demostrd tener comportamiento tipo endoglucanasa, teniendo como pH éptimo
de 3.3 a 4.3 y temperatura 6ptima en el rango de 37 a 50°C.

El andlisis de varianza sefiala que la diferencia de la actividad de
endoglucanasas entre las muestras de masato procedente de las 10
comunidades nativas estudiadas es altamente significativa; en tanto que para la
variable temperatura se ha encontrado diferencia significativa entre las diez
comunidades mas no para la variable pH donde no se encontré significancia.

De otro lado, la diferencia de actividad de exoglucanasas entre las

muestras de masato procedente de las 10 comunidades nativas es altamente
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significativa; sin embargo para la variable temperatura no se encontré
significancia, lo mismo que para la variable pH.

En cuanto a la actividad de B-glucosidasas, la diferencia entre las
muestras de masato procedentes de las diez comunidades nativas en estudio
fue altamente significativa, sin embargo no hubo significancia para la variable
temperatura, pero si hubo diferencia significativa para la variable pH.

La existencia de diferencias altamente significativas tanto de actividad de
endoglucanasas, exoglucanasas y B-glucosidadas en el masato de las diez
comunidades nativas nos revelan que, si bien el masato del VRAE tiene un
patrén comun de elaboraciéon, en cada Comunidad Nativa existen
particularidades y detalles que tienen que ver con el tipo de materia prima
utilizada, el punto optimo de coccién, proporcién de yuca:camote, tiempo de
fermentacion, proporcién de agua, tipo de indculo, etc.

Respecto a la actividad de endoglucanasas se observa que, al haber
diferencia significativa entre las tres temperaturas ensayadas: 25, 37 y 50° C, se
puede deducir que la temperatura 6ptima es de 37° C no pudiendo afirmarse lo
mismo para €l pH, pues al no haber significancia entre los valores ensaya'dos de
3.3, 4.3 y 5.3 lo que se puede afirmar es que por las caracteristicas propias de la
fermentacion del masato las endoglucanasas presentes actian bajo condiciones
acidas.

Los resultados, en cuanto a la actividad de exoglucanasas, muestran que,
existe diferencia significativa entre las temperaturas a las que fueron sometidos
los tratamientos (25, 37 y 50 °C) considerandose como temperatura éptima a
37 °C, sin embargo no se puede afirmar lo mismo para el caso del pH (3.3, 43 y
5.3) pues no existe significancia entre los valores de pH tratados, debido a ello
es posible aseverar que se trata de exoglucanasas con actividad bajo

condiciones acidas.
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Con referencia a las B-glucosidasas, el andiisis de varianza para las
muestras de masato procedentes de las 10 comunidades nativas, indica que su
actividad no muestra diferencia significativa en cuanto a temperatura se refiere,
respecto al pH existe diferencia significativa considerandose entonces como pH
Optimo a 5.3 para la actividad de esta enzima.

Al promediar los valores de las actividades de endoglucanasas,
exoglucanasas a las diferentes condiciones de temperatura y pH ya sefialadas
en cada uno de los extractos enzimaticos de las diez muestras de masato y al
enfrentarlos con la actividad del testigo (celuiasa de Trichoderma reeser) se observa
que existe una marcada diferencia en cuanto a endoglucanasas se refiere
(Grafico N° 12) puesto que los valores son mas altos con referencia al extracto
enzimatico crudo, registrando la mayor actividad, para el testigo, a una
temperatura de 50°C y pH 3.3, para la muestra problema a 37 °C y pH 5.3. En lo
referente a exoglucanasas (Grafico N° 13) ia actividad presente en el extracto
enzimatico crudo es visiblemente superior en comparaciéon con la celulasa del
testigo, experimentando una mayor actividad a las temperaturas de 25, 37, 50 °C
y a pH 4.3 para las dos primeras temperaturas y 5.3 para 50 °C, se deduce
entonces que la actividad enzimatica es mayor sobre celulosa cristalina presente
en la materia prima utilizada para la elaboracién de masato.

Aunque no se conoce qué especies 0 géneros de microorganismos
celuloliticos, ya sea de bacterias o de hongos filamentosos estan presentes en el
masato, existe informacion relacionada gon la caracterizacion de celulasas de
origen microbiano. Levin L. y Forchiassin, F.(1997) caracterizaron los efectos
que tienen las condiciones de cultivo sobre la produccién de las enzimas del
complejo celulasa en Trametes trogii encontrando que la temperatura optima para la

actividad de endoglucanasas, exoglucanasas, B-glucosidasas fue de 45, 50 y
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60 °C respectivamente; mientras que el pH o6ptimo fue de 3.1, 41 y 53,
respectivamente. Wei, D. y Col. (1992) determinaron la actividad celulolitica de
12 especies de Xyaria y cinco especies de H ypoxylon, ademas de Trichoderma reesei
encontrando que el rango de temperatura 6ptima fue de 37 a 50°C y el pH
6ptimo de 5.0. Pardo, A y Forchiassin, F. (1999) examinaron el efecto de
diferentes fuentes de nitrégeno, temperatura y pH en la producciéon de celulasas
por Nectria catalinensis empleando como fuente de carbono celulosa microcristalina;
encontraron como temperatura 6ptima 23°C , un 6ptimo para la estabilidad entre
23 y 37°C y un pH éptimo entre 4.8 y 5.8 (42). Estos resultados son comparables

con los obtenidos en el presente estudio.
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1.

VI. CONCLUSIONES

La elaboracion del masato en las comunidades nativas del Valle del Rio
Apurimac y Ene obedece a un patrén comun, en cada una de ellas
existen detalles que los hacen caracteristicos, en cuanto a preparaciéon se
refiere, es decir se manejan proporciones diferentes respecto a la materia
prima, cantidad de agua, tiempo de coccién de la yuca, tiempo de
fermentacion, pero los pasos que se siguen para obtener el producto final
son los mismos. Con referencia al consumo, el masato es considerado
como bebida y alimento, ademas forma parte de la vida cotidiana de los

nativos Ashaninka.

El extracto enzimatico crudo de cada una de las muestras de masato
procedentes de las diez comunidades nativas del VRAE, mostré tener
actividad enzimatica tanto de endoglucanasas, exoglucanasas y §-
glucosidasas, siendo la actividad de B-glucosidasas mucho mayor,
seguida de Ila actividad de exoglucanasas, y finamente, Ilas

endoglucanasas; asimismo, la actividad celulolitica del testigo Trichioderma
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reesei fue inferior en cuanto a exoglucanasas, con referencia a las
endoglucanasas la actividad se encuentra por encima de la presente en
el extracto enzimatico crudo. Con base a lo determinado
experimentalmente se puede afirmar que las enzimas presentes en el
extracto enzimatico crudo, degradan preferentemente las regiones
cristalinas de la fibra presente en la yuca, insumo empleado para la
elaboraciéon del masato. Ademas se deduce que estas enzimas muestran

actividad frente a pH acido.
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VIl. RECOMENDACIONES

1. Determinar la actividad celulolitica en extracto enzimatico crudo de muestras
de bebida Unicas, para garantizar los resultados con diferencias claramente
apreciables, debido al problema que genera la manipulacién de numerosas
muestras por las variaciones existentes en cuanto a manejo de insumos
durante su preparacion.

2. Someter al masato a analisis bromatolégico y microbiolégico de control de
calidad, para disefiar normativas sobre su elaboracion y su posible
comercializacién.

3. Realizar estudios en esta bebida con el fin de generar conocimiento cientifico

y proyectar su posible industrializacion.
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ANEXO N° 01

Cuadro N° 02: Distribucién poblacional del VRAE — 2004,

No DISTRITOS CENTROS ANEXOS/ HABITANTES

POBLADOS COMUNIDADES
01 | Sivia 7 59 20,535
02 | Liochegua 11 35 11,415
03 | Ayna-San Francisco 3 47 14,535
04 | Santa Rosa 2 35 17,765
05 | Anco 4 37 12,445
06 | Kimbiri 4 59 22,795
07 | Pichari 3 52 20,205
08 | Palmapampa 2 14 5575
09 | Villa Virgen 1 12 4,360
10 | San Miguel del Ene 1 23 4,200
11 | Valle Esmeralda 2 24 4,875

TOTAL 39 394 138,705
Fuente: (2)
Cusse
LACOSVENGISY 10 10 10 20 Kicrztan

PO Dk MVGEL DELENE

HUANTA

AYACUTHD

Figura N° 02.- Distritos y centros poblados del VRAE — 2004.

Fuente: (2)
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ANEXO N° 02

FICHA DE ENCUESTA
Estudio etnofermentolégico sobre la elaboracion de masato en el VRAE

Nombre del informante:..... .. ... s
Nombre de la comunidad:...................ooii i

Y =Y (= = T o] 1o = S O PPN
Personas que intervienen en el insalivamiento:....................... ... ...
Sexo........ceeveeJEdadi L CondiCiON: L
Etapas de la tecnologia tradicional (seleccién, coccion, mezclado, proporcion de
agua, etc))

) o e e,

Tipo de agua empleadar... ... i e e

Tiempo de fermentacion:...............

TiPO de reCIDIBNEES. ... it e e e e et e et e e e e

Momento Optimo de CONSUMO:..........coviiiin i e e e e,

Costumbres ligadas al consumo del masato:................cooooee e

Fecha:..........c...ocoviiiiiiis
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ANEXO N° 03

ELABORACION DE MASATO EN LAS
COMUNIDADES NATIVAS DEL VRAE

Fotografia N° 01.- Proceso de coccién de Ia
yuca cortada en rebanadas. Valle del Ric
Apurimac y Ene (VRAE) — 2004.

Fotografia N° 02- Pelado del camote vy
masticacion por una mujer. Valle del Rio
Apurimac y Ene (VRAE) — 2004.
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ANEXO N° 04

ELABORACION DE MASATO EN LAS
COMUNIDADES NATIVAS DEL VRAE

Fotografia N° 03.- Amasado de la yuca y €l camote masticado.
Valle del Rio Apurimac y Ene (VRAE) - 2004.

Fotografia N° 04.- Proceso de colado del masato
en el shikame, antes de su consumo. Valle del
Rio Apurimac y Ene (VRAE) — 2004.
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ANEXO N° 05

MUESTRAS DE MASATO ELABORADAS EN EL VRAE - 2004

Fotografia N° 05.- Masato listo para su consumo en una suta. Valle
del Rio Apurimac y Ene (VRAE) — 2004.

Fotografia N° 06.- Muestras de masato para su andlisis en el laboratorio
de Biotecnologia Microbiana.Facultad de Ciencias Bioldgicas — UNSCH.
Ayacucho — 2004,
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Abird
Aitapae
Hatahana
Kitaitiri
Nocoimpi
Oboroke

Pamuco

Pata

Piré
Pearenche
Shabitae
Shikame

Shimuyrori
Shimianti

Shinane
Shirampare

Shurina

Suta

ANEXO N° 06
VOCABULARIO ASHANINKA UTILIZADO
EN LAS COMUNIDADES NATIVAS DEL VRAE

: Hola

: Suficiente

:Adios

: Buenos dias

. Te quiero

: Sedimento empleado para acelerar el proceso de fermentacion del
masato, proveniente de preparados anteriores y cuyo tiempo de
duracion es de un mes.

: Nombre comun del arbol cuyos frutos se utilizan como mates para
beber el masato.

: Objeto de madera, a manera de paleta, empleado para amasar la
yuca en la elaboracion del masato.

: Brindis

: Término empleado para hacer referencia al masato.

: Buenas tardes

. Colador tejido con hoja de palmera, el cual sirve para filtrar el
masato antes de consumo.

: Buenas noches

: Canasta con la que se transporta la yuca desde el campo de
cultivo hasta la aldea

: Mujer

: Varén

: En conjunto, hojas de palmera que se utilizan para elaborar el
denominado shikame.

: Recipiente especial a manera de mate donde se sirve y consume

el masato.
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ANEXO N° 07

Tabla N° 03: Actividad celulolitica en extracto enzimatico crudo de masato
procedente de la comunidad nativa de santushari — Pichari. Cusco — 2004.

o ACTIVIDAD ENZIMATICA (Ulmi)"”
TEMPERATURA pH Endoglucanasa | Exoglucanasa | B-Glucosidasa
33 4358 148.00 23150
43 47.00 155.17 252.33
25°C 5.3 52.67 95.58 281.67
3.3 59.33 139.25 133.17
43 3233 159.92 151.67
37°C 53 57.75 159.17 190.67
33 41.67 133.92 193.83
43 42.08 147.08 180.83
50°C 5.3 57.25 154.75 183.83
Leyenda:

p: Valores promedio en base a determinaciones por triplicado.

Tabla N° 04: Actividad celulolitica en extracto enzimético crudo de masato
procedente de la comunidad nativa de Quimquibiri — Pichari. Cusco — 2004.

ACTIVIDAD ENZIMATICA UImI)‘P)
TEMPERATURA pH Endoglucanasa | Exoglucanasa | B-Glucosidasa
33 47.83 148.00 231.00
43 52.00 160.08 209.67
25°C 5.3 44.75 46.83 257.33
33 64.33 151.58 143.17
43 56.33 153.08 196.00
37°C 63 77.42 153.00 158.83
3.3 29.50 13417 167.83
43 3025 148.58 134.50
50°C 53 42.67 158.75 166.33
Leyenda:

p: Valores promedio en base a determinaciones por triplicado.

71



ANEXO N° 08

Tabla N° 05: Actividad celulolitica en extracto enzimatico crudo de masato
procedente de la comunidad nativa de Gran Shintingari — Pichari. Cusco — 2004.

ACTIVIDAD ENZIMATICA (U/mi)®
TEMPERATURA pH Endoglucanasa | Exoglucanasa | B-Glucosidasa
3.3 4567 149.58 25533
4.3 50.50 154.67 2945
25°C 5.3 51.67 15517 287.67
33 62.33 149.25 131.50
4.3 55.17 154.08 151.67
37°C 5.3 62.25 152.42 176.5
3.3 5417 150.5 1725
4.3 4708 154.67 184.17
50°C 5.3 56.83 148.75 199.00
Leyenda

p: Valores promedio en base a determinaciones por triplicado.

Tabla N° 06: Actividad celulolitica en extracto enzimatico crudo de masato
procedente de la comunidad nativa de Otari — Pichari. Cusco — 2004.

ACTIVIDAD ENZIMATICA (U/mi) ®
TEMPERATURA pH Endoglucanasa | Exoglucanasa | B-Glucosidasa
33 46.17 111.25 175.33
4.3 4433 153.25 180.33
25°C 5.3 37.75 158.5 200.83
33 4733 137.33 184.67
4.3 4842 146.92 210.17
37°C 5.3 4850 152.75 24967
33 35.83 135.00 178.83
4.3 35.33 153.92 164.00
50°C 5.3 46.17 159.50 174.00
Leyenda:

p: Valores promedio en base a determinaciones por triplicado.
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ANEXO N° 09

Tabla N° 07: Actividad celulolitica en extracto enzimatico crudo de masato
procedente de la comunidad nativa de Anato — Sivia. Ayacucho — 2004.

ACTIVIDAD ENZIMATICA (U/m1)*
TEMPERATURA pH Endoglucanasa Exoglucanasa | B-Glucosidasa
3.3 54.50 138.67 185.33
4.3 63.17 155.00 20417
25°C 53 6042 146.00 216.33
3.3 45.00 157.00 133.00
43 5725 159.00 131.67
37°C 53 59.25 159.50 135.33
3.3 39.17 146.83 152.00
4.3 33.75 148.50 188.00
50°C 5.3 48.67 160.33 155.00
Leyenda:

p: Valores promedio en base a determinaciones por triplicado.

Tabla N° 08: Actividad celulolitica en extracto enzimatico crudo de masato
procedente de la comunidad nativa de Shirutiari — Pichari. Cusco — 2004,

ACTIVIDAD ENZIMATICA (U/mi)®
TEMPERATURA pH Endoglucanasa Exoglucanasa | $-Glucosidasa
3.3 4258 14592 160.00
43 52.83 151.08 199.67
25°C 5.3 47.92 159.17 130.50
3.3 43.83 147.25 149.00
4.3 40.58 149.83 17433
37°C 53 53.83 159.92 276.00
3.3 40.92 134.50 161.17
4.3 25.42 150.75 194.50
50°C 53 39.25 161.00 262.00
Leyenda:

p: Valores promedio en base a determinaciones por triplicado.
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ANEXO N° 10

TablaN°® 09: Actividad celulolitica en extracto enzimatico crudo de masato
procedente de la comunidad nativa de Uvayeri — Pichari. Cusco — 2004.

ACTIVIDAD ENZIMATICA (U/mi)"”
TEMPERATURA pH Endoglucanasa Exoglucanasa B-Glucosidasa

3.3 54.58 161.08 198.00

4.3 76.00 144.25 178.33
25°C 5.3 79.50 158.75 48.67

3.3 59.33 152.83 180.50

4.3 54.17 166.00 169.67
37°C 5.3 62.33 31.83 169.50

33 44 .50 151.83 201.67

4.3 38.42 163.00 171.50
50°C 5.3 55.42 154.17 24233

Leyenda:

p: Valores promedio en base a determinaciones por triplicado.

Tabla N° 10: Actividad celulolitica en extracto enzimatico crudo de masato
procedente de la comunidad nativa de Memerini — Pichari. Cusco — 2004,

ACTIVIDAD ENZIMATICA (U/ml)”
TEMPERATURA pH Endoglucanasa | Exoglucanasa B-Glucosidasa
3.3 66.92 4275 209.83
43 74.00 154.08 28233
25°C 5.3 75.08 153.83 206.50
33 81.33 137.42 202.00
4.3 69.58 149.92 29150
37°C 53 74.92 158.08 27217
3.3 65.67 138.76 196.50
4.3 4775 124.75 167.17
50°C 5.3 62.08 131.33 139.00
Leyenda:

p: Valores promedio en base a determinaciones por triplicado.
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ANEXO N° 11

Tabla N° 11: Actividad celulolitica en extracto enzimatico crudo de masato
procedente de la comunidad nativa de Cubibari — Pichari. Cusco — 2004.

ACTIVIDAD ENZIMATICA (U/mi)®
TEMPERATURA pH Endoglucanasa | Exoglucanasa | B-Glucosidasa
3.3 69.50 141.67 180.83
43 79.83 153.92 292.17
25°C : 53 80.92 145.08 282.00
33 71.75 161.00 194.83
43 77.58 161.42 30317
37°C 53 94.50 162.83 323.33
33 66.83 141.67 199.17
43 66.42 156.00 312.00
50°C 53 57.00 159.00 20517
Leyenda:

p: Valores promedio en base a determinaciones por triplicado.

Tabla N° 12: Actividad celulolitica en extracto enzimatico crudo de masato
procedente de la comunidad nativa de Sampantuari — Kimbiri. Cusco — 2004.

ACTIVIDAD ENZIMATICA (U/mi)®
TEMPERATURA pH Endoglucanasa | Exoglucanasa | B-Glucosidasa

3.3 27.75 81.67 102.50

43 | 27 9308 | 10417

25°C 53 18.50 95.67 133.33

3.3 16.50 94.83 101.83

4.3 2450 88.92 115.50

37°C 5.3 13.00 88.33 140.33

33 | 2375 75.25 9767

4.3 29.25 89.92 111.33

50°C 5.3 18.75 97.67 133.67

Leyenda:

p: Valores promedio en base a determinaciones por triplicado.
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ANEXO N° 12

Tabla N° 13: Actividad endoglucanasa y exoglucanasa del testigo (Celulasa
de Trichoderma reese). Laboratorio de Biotecnologia microbiana — UNSCH.
Ayacucho- 2004.

ACTIVIDAD ENZIMATICA (U/ml)
TEMPERATURA pH Endoglucanasa Exoglucanasa
33 49.50 758
43 73.08 12.33
25°C 53 3033 3.00
3.3 7867 16.67
43 88.00 36.75
37°C 53 18.92 8.00
3.3 93.42 18.00
43 83.50 11.67
50°C 5.3 63.58 17.08
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ANEXO N° 13

Tabla N° 14: Actividad de endoglucanasas en extracto enzimatico crudo de
masato de las comunidades nativas del VRAE a 25, 37, 50 °C. 2004.

ACTIVIDAD ENZIMATICA (U/mi)
25°C 37°C 50°C
pH33 [pH4.3 | pH 53 |pH 3.3 | pH4.3 | pH 5.3 | pH3.3 | pH4.3 | pH5.3
Testigo | 4950 | 7308 | 3033 | 7867 | 8800 | 1892 | 9342 | 8350 | 6358
M-1 | 4358 | 4700 | 5267 | 5933 | 3233 | 57.75 | 4167 | 4208 | 57.25
M2 | 4783 | 5200 | 4475 | 6433 | 5633 | 7742 | 295 | 3025 | 4267
M3 | 4567 | 5050 | 51.67 | 6233 | 5517 | 6225 | 5417 | 4708 | 5683
M4 | 4617 | 4433 | 37.75 | 4733 | 4842 | 4850 | 3583 | 3533 | 4617
M5 | 5450 | 63.17 | 6042 | 4500 | 5725 | 5925 | 39.17 | 33.75 | 4867
M6 | 4258 | 5283 | 4702 | 4363 | 4058 | 5383 | 4092 | 2542 | 3925
M7 | 5458 | 7600 | 7950 | 5933 | 5417 | 62.33 | 4450 | 3842 | 5542
M8 | 6692 | 7400 | 7508 | 81.33 | 6958 | 7492 | 6567 | 47.75 | 6208
M9 | 6950 | 7983 | 8002 | 71.75 | 7758 | 9450 | 6683 | 6642 | 57.00
M10 | 27.75 | 22.75 | 18.50 | 16.50 | 2450 | 13.00 | 23.75 | 2925 | 18.75
Promedio | 49.91 | 5624 | 5492 | 5511 | 5159 | 6038 | 4420 | 3958 | 48.41

Muestra

Tabla N° 15: Actividad de exoglucanasas en extracto enzimatico crudo de
masato de las comunidades nativas del VRAE a 25, 37, 50 °C. 2004.

ACTIVIDAD ENZIMATICA (U/mi)
25°C 375C 50°C
pH3.3 [pH4.3 | pH5.3 | pH 33 | pH4.3 | pH 53 | pH 3.3 | pH4.3 | pH 5.3
Testigo | 7.58 | 1233 | 300 | 1667 | 3675 | 800 | 18.00 | 11.67 | 17.08
M-1 | 14800 | 155.17 | 9558 | 139.25 | 159.92 | 16917 | 133.92 | 147.08 | 154.75
M-2 | 14800 | 160.08 | 4683 | 15158 | 153.08 | 153.00 | 134.17 | 146.58 | 158.75
M-3 | 14958 | 15467 | 16517 | 149.25 | 154.08 | 152.42 | 150,50 | 154.67 | 148.75
M4 | 111.25 | 163.25 | 158.50 | 137.33 | 146.92 | 152.75 | 135.00 | 153.92 | 159.50
M5 | 13867 | 155.00 | 146.00 | 157.00 | 159.00 | 159.5 | 143.83 | 14850 | 160.33
M6 | 14592 | 151.08 | 159.17 | 147.25 | 149.83 | 159.92 | 134.50 | 150.75 | 161.00
M7 | 16108 | 14425 | 168.75 | 16¢.83 | 16600 | 3183 | 15183 | 163.00 | 154.17
M8 | 4275 | 154.08 | 153.83 | 137.42 | 149.92 | 158.08 | 138.75 | 124.75 | 131.33
MS | 14167 | 15392 | 145.08 | 161.00 | 16142 | 162.83 | 141.67 | 156.00 | 159.00
M10 | 8167 | 9308 | 9567 | 9483 | 86892 | 8833 | 7525 | 8092 | 9767
Promedio | 126.86 | 147.46 | 131.46 | 142.77 | 14891 | 137.78 | 133.04 | 143.72 | 14852

Muestra
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ANEXO N° 14

ANALISIS ESTADISTICO

Cuadro N° 03: Analisis de varianza para determinar el efecto de fla
temperatura en la actividad endoglucanasa presente en el extracto
enzimatico crudo de masato. Laboratorio de Biotecnologia microbiana -
UNSCH. Ayacucho - 2004.

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: endo

Type i Sum
Source of Squares Mean Square F Sig.
Corrected Model 2873207 12 23943 12.084 000
Intercept 3905.030 1 3905.030 1970.798 000
temperat 19.302 2 9.651 4871 .010
comunidad 268.017 10 26802 13.526 000
Error 170.404 86 1.981
Total 4362754 99
Corrected Total 457724 98
a. R Squared = 628 (Adjusted R Squared = 576)
10,00 COMUNIDAD Y
TESTIGO
o—— — <y Santushari
o \ Quimquibiri
o T ~0 Gran Shinungari
800~ = geeemese=meemT 0-., :
: Q--r e o ——Otari
o/....m Tl Anato
o o © ——Shirutiari
a o 0 - i
4 o . Lo} —— Uvayeri
w 6,00 ~4 & /—_—Q\ ° Memerine
g \ Cubibari
w ~——— Sampantuari
§ ----- Testigo
o 4,00
o O//\

i 1 i
23°C 37°C 50°C

TEMPERATURA

Grafico N° 14.- Representacion del andlisis de varianza para determinar el
efecto de la temperatura en la actividad endoglucanasa presente en el
extracto enzimatico crudo de masato. Laboratorio de Biotecnologia
microbiana — UNSCH. Ayacucho — 2004.
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ANEXO N° 15
ANALISIS ESTADISTICO

Cuadro N° 04: Analisis de varianza para determinar el efecto del pH en la
actividad endoglucanasa presente en el extracto enzimatico crudo de
masato. Laboratorio de Biotecnologia microbiana — UNSCH. Ayacucho —
2004.

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: endo

Type it Sum
“Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 2683622 12 22.363 10.156 .000
Intercept 3905.030 1 3905.030 1773.492 .000
comunidad 268.017 10 26.802 12.172 000
pH 344 2 72 078 925
Error 189.362 8 | 2202
Total 4362.754 9
Corrected. Total. 457724 98
a. R Squared = .586 (Adjusted R Squared = .529)
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Grafico N° 15.- Representacion del andlisis de varianza para determinar €l
efecto del pH en la actividad endoglucanasa presente en el extracto
enzimatico crudo de masato. Laboratorio de Biotecnologia microbiana —
UNSCH. Ayacucho — 2004.
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ANEXO N?'16
ANALISIS ESTADISTICO

Cuadro N° 05: Analisis de varianza para determinar el efecto de la
temperatura en la actividad exoglucanasa presente en el extracto enzimatico
crudo de masato. Laboratorio de Biotecnologia microbiana — UNSCH.
Ayacucho — 2004.

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: exo

Type lit Sum
Source of SquaLe_S df Mean Square E Sig.
Corrected Model! 22985762 12 191.548 27.928 000
Intercept 23627.531 1 23627.531 | 3444933 .000
comunidad 2279632 10 227.963 33.237 .000
temperat 18.944 2 9472 1.381 257
Error 589.842 86 6.859
Total 26515949 99
Corrected Total 2888.418 98

a. R Squared = .796 (Adjusted R Squared =.767)
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Grafico N° 16.- Representacion del anadlisis de varianza para determinar el
efecto de la temperatura en la actividad exoglucanasa presente en el
extracto enzimatico crudo de masato. Laboratorio de Biotecnologia
microbiana — UNSCH. Ayacucho — 2004.
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ANEXO N° 17
ANALISIS ESTADISTICO

Cuadro N° 06: Analisis de varianza para determinar el efecto del pH en la
actividad exoglucanasa presente en el extracto enzimatico crudo de masato.
Laboratorio de Biotecnologia microbiana — UNSCH. Ayacucho—2004.

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: exo

['ype lll Sum

Source of Squares df Mean Square F Sig.

Corrected Moq 2313.120° 12 192.760 | 28.815 000

Intercept 23627.531 1 | 23627.531 p532.025 000
| comunidad 2279.632 10 | 227963 | 34078 .000

pH 33.488 2 16.744 2.503 .088

Error 575.298 86 6.690

Total 26515.949 99

Corrected Tot4 2888.418 98

a.R Squared = .801 (Adjusted R Squared = .773)
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Grafico N° 17.- Representacion del andlisis de varianza para determinar el
efecto del pH en la actividad exoglucanasa presente en el extracto
enzimatico crudo de masato. Laboratorio de Biotecnologia microbiana —
UNSCH. Ayacucho — 2004.
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ANEXO N° 18
ANALISIS ESTADISTICO

Cuadro N° 07: Analisis de varianza para determinar el efecto de la
temperatura en la actividad B-glucosidasa presente en el extracto enzimatico
crudo de masato. Laboratorio de Biotecnologia microbiana — UNSCH.
Ayacucho — 2004.

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: beta

Type Il Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 426,485 11 38,771 5221 000
Intercept 11632.192 1 11632.192 | 1566.413 000
comunidad 383.022 9 42558 5731 000
temperat 43.463 2 21.731 2926 059
Error 579228 78 7.426
Total 12637.906 90
Corrected Total 1005.714 89

a. R Squared = .424 (Adjusted R Squared = .343)
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Grafico N° 18.- Representacion del analisis de varianza para determinar el
efecto de la temperatura en la actividad B-giucosidasa presente en el
extracto enzimatico crudo de masato. Laboratorio de Biotecnologia
microbiana — UNSCH. Ayacucho — 2004.
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ANEXO N° 19
ANALISIS ESTADISTICO

Cuadro N° 08: Andlisis de varianza para determinar el efecto del pH en la
actividad B-glucosidasa presente en el extracto enzimatico crudo de masato.
Laboratorio de Biotecnologia microbiana — UNSCH. Ayacucho-2004.

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: beta

Type Hl Sum Mean
Source of Squares Df Square F Sig.
Carrected Model 434,145(a) 11 39,468 5.386 -,ooo
Intercept 11632,192 1 11632,192 | 1587.405 000
Comunidad 383,022 9 42558 5.808 000
pH 51,123 2 25,561 3,488 035
Error 571,569 78 7328
Total 12637906 90
Corrected Total 1005,714 89

a R Squared = ,432 (Adjusted R Squared = ,352)
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Grafico N° 19.- Representacion del analisis de varianza para determinar el
efecto del pH en la actividad B-glucosidasa presente en el extracto
enzimatico crudo de masato. Laboratorio de Biotecnologia microbiana —
UNSCH. Ayacucho — 2004.
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Revista de Investigacion — Facultad de Ciencias Biolégicas — UNSCH

Estudio etnofermentolégico y caracterizacion de la actividad celulolitica
en masato procedente del Valle del Rio Apurimac y Ene - 2004.

KusiYaranga™ Fidel Mujica’.

'‘Escuela de Formacion Profesional de Biologia - Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga,
Ayacucho - Pert
? aboratorio de Biotecnologia Microbiana - Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga,
Ayacucho - Pera

RESUMEN

Los objetivos fueron evaluar la actividad celulolitica y describir las variedades de "masato”, bebida alcohdlica de
origen indigena.

Se realizaron visitas a comunidades nativas ubicadas a lo largo del Valle de! Rio Apurimac y Ene (VRAE), y
mediante observacién directa se aplicaron encuestas para recabar informacion acerca de la elaboracion y
consumo de} “masato”.

Diez muestras de “masato” fueron llevadas al Laboratorio de Biotecnologia Microbiana, de ellas se obtuvo el
extracto enzimatico crudo, con & cual se determiné la actividad enzimatica a diferentes temperaturas (25, 37,
50 °C) y pH (3.3, 4.3, 5.3). Como resultado se obtuvo que existla actividad de endogiucanasas, exoglucanasas
y B-glucosidasas en el extracto enzimatico crudo de las diez muestras de “masato”; sin embargo se observé
que la actividad de g-glucosidasas fue marcadamente mayor seguida por la actividad de exoglucanasas y por
ultimo de endoglucanasas, al comparar este perfil con e testigo (celulasa de Tnicfoderma reeses) se pudo
evidenciar que los valores de endoglucanasas y exoglucanasas fueron inferiores con respecto a la muestra
problema, siendo la actividad de endoglucanasas mas alta que la actividad de exoglucanasas. Asimismo por
las caracteristicas propias de la fermentacion del “masato” se pudo determinar que éstas son enzimas que
actuan bajo condiciones acidas.

También se realiz6 la caracterizacién bioquimica del “masato” obteniéndose valores de pH entre 4.1 y 4.6; la
acidez total se encuentra en un rango de 0.078 a 0.142%; los azucares reductores, entre 1.71 y 2.68 mg/mi;
azycares totales, entre 2.10 y 4.10 mg/ml; y, solidos totales, entre 4.5 y 8.3%.

Palabras clave: “masato”, actividad celulolitica, endoglucanasas, exoglucanasas, p-glucosidasas.
ABSTRACT

The aim of this study was to test cellulolytic activity of crude enzymatic extract from “masato”, an alcoholic
beverage of indian origin, which was obtained from Manihot sculenta; also to describe varieties of this drink.

We went to visit to native communities located alongside valleys “Rio Apurimac” and “Ene”, there trough direct
observation, was applied surveys in order to pick up information on elaboration and consumption of “masato”.
Later, ten samples were carried to Microbian Biotechnology Laboratory, wherrein crude enzymatic extract was
obtained by centrifugation, further, on the extract was determined the enzymatic activity, at varying
temperatures (25, 37, 50 °C) and varying pH too (3.3, 4.3, 5.3). Once finished the assays, it was found that
there were three cellulolytic enzymes involved into extract to conversion celiuiose into glucose, they were:
endogluconases, exogluconases, and B-glucosidases; however, it could observe that activity of 8-glucosidases
was markedly higher, followed by exogluconases, and endogluconases activity; when was compared this profile
with witness (the cellulase complex of Trichoderma reeser) it could demonstrate that the values both
endogluconases and -exogluconases were less respect for problem sample, being the activity of first named
enzymes highest than second ones. As well as by own features of "masato” fermentation it was possible to
determine that these enzymes worked under acid conditions.

On the other hand, it was made tive biochemical characterization of “masato” where got following values: pH
ranged 4,1 to 4,6; total acidity, 0,078 to 0,142%; reducing-sugars, 1,71 to 2,68 mg/ml; total sugars; 2,10 to 4,10
mg/ml; and total solids, 4,5 to 8,3%.

Key words: “masato”, cellulolytic activity, endoglucanases, cellobiohydrolases, B-glucosidases.

INTRODUCCION

La elaboracion de bebidas fermentadas ha sido
una practica comun desde las cuituras mas
antiguas. Una de las bebidas fermentadas
tradicionales de gran importancia en las
comunidades nativas de la amazonia, es el
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masato, llamado también cauim, que se obtiene por
fermentacion espontanea utilizando como sustrato
yuca y camote, esta bebida ensalivada cumple
con diferentes funciones en estas comunidades,
toda vez que es utilizada no solamente como
bebida sino también como alimento. Actualmente



Revista de Investigacién — Facultad de Ciencias Biolégicas —~ UNSCH

Yaranga P. y Col.

la informacion con que se cuenta acerca de los
aspectos etnofermentoldgicos, bioquimicos vy
microbioldgicos es muy escasa, motivo por el cual
se justifica la necesidad de realizar diferentes
estudios a fin de generar conocimiento cientifico
sobre este producto fermentado, prestando
. especial interés en.la actividad celulolitica.

Dicha actividad es realizada por la celulasas,
éstas son enzimas hidroliticas que participan en el
rompimiento de los enlaces glucosldicos 8-1,4
presentes en la celulosa, que representa uno de
los materiales mas utilizados por e hombre, se
encuentra comercialmente disponible en una gran
variedad de presentaciones, siendo el papel una
de las mas conocidas.

Los complejos multienziméticos producidos por
microorganismos  celuloliticos son de gran
importancia y presentan un alto potencial
biotecnol6gico en diferentes industrias: pulpa y
papel, vitivinicola, cervecera, jugos, panaderla,
detergentes, textil, entre otras (3).

La presente investigacién se centra en el estudio
de aspectos basicos referidos a la elaboraci6n y
consumo del masato, asl como Ja actividad
celulolitica a diferentes condiciones de pH vy
temperatura a las cuales alcanza la méaxima
actividad y estabilidad. Los objetivos que se
plantearon son:

o Describir y caracterizar las variedades de
mas ato.

e Evaluar la actividad celulolitica en muestras de
mas ato.

MATERIAL Y METODOS

Recoleccion de la Muestra

Se realizé en 10 Comunidades Nativas del VRAE,
en funcién de su mayor accesibilidad y del apoyo
brindado por Jas municipalidades respectivas.
Para el transporte de las muestras se hizo uso de
frascos de vidrio debidamente preparados vy
etiquetados, habiéndose realizado un total de fres
expediciones al VRAE.

Descripcién de la Tecnologia Tradicional de
Elaboracién del Masato

Con la finalidad de conocer i sitv cada una de las
etapas indicadas en la elaboracién tradicional del
Masato, asl como los detalles y caracteristicas de
las diferentes formas de acabado y habitos de
consumo, se realizaron visitas a las comunidades
mencionadas y se aplicé una encuesta a fin de
recabar la mayor y mejor informacién posible, la
misma que fue organizada y sistematizada.

Obtencién del Extracto Enzimatico Crudo

Cada una de las muestras obtenidas fueron
transportadas en el menor tiempo posible y en
condiciones adecuadas al Laboratorio de
Biotecnologia Microbiana donde inicialmente se
conservaron en refrigeracién. A partir de ellas se
obtuvo el extracto enzimético crudo, por
centrifugaciéon a 3 500 rpm por 5§ minutos, para la
determinacién de la actividad celulolitica se utilizé
s6lo el sobrenadante.

Caracterizacion de la Actividad Celulolitica en
Masato
Actividad de Endoglucanasas

1. En un set de tubos de ensayo previamente
rotulados con los cddigos correspondientes, se
procedi6 como sigue:

Buffer | Sustrato | Muestra | Volumen
Codigo | 1M (ml de (mi) Final(mt)
{mi) CMC)

T 01 s 04 40
M1 0.1 35 04 4.0
M2 0.1 35 04 40
M3 01 35 04 40
BR 40 - - 40
BS 20 20 - 40
BE 36 - 04 40

Donde:

T : Testigo (celulasa de Trichoderma  reesei).

M1,M2,M3 : Muestra problema (por triplicado).

BR : Blanco de reactivo.

BS : Blanco de sustrato.

BE : Blanco de enzima.

Buffer 1M : Buffer Acetato de Sodio 1M, a pH 3.3,

43y53

Sustrato CMC: Carboximetilcelulosa a 1%.
Muestra  : Extracto enzimatico crudo.

2. Luego los tubos en mencién fueron incubados
en bafio Maria a diferentes temperaturas (25°, 37°
y 50°C) y pH (3.3, 4.3 y 5.3) durante 30 minutos
(5).

3. Finalmente se realiz6 la determinacion de
azucares reductores por el método del Acido 35-
dinitrosalicllico (DNS) (1).

Actividad de Exoglucanasas
1. En un set de tubos de ensayo rotulados con los

cédigos correspondientes, se procedié6 como
sigue:

Buffer Sustrato Muestra Volumen
Cadigo 0.6M (g de papel (mi) Final(mi)
(ml) filtro)

T 08 0.05 32 40
M1 08 0.05 32 40
M2 08 0.05 32 40
M3 0.8 0.05 0.4 40
BR 4.0 - - 40
BS 20 0.05 - 40
BE 08 - 32 40
Donde:

T : Testigo (celulasa de Tricfod erma reesei).

M1,M2,M3 : Muestra problema (por triplicado).

BR : Blanco de reactivo.

BS : Blanco de sustrato.

BE : Blanco de enzima.

Buffer 1M : Buffer Acetato de Sodio 0.6M, a pH
33,43y53

Sustrato  : Papel fitro Whatman N° 1
Muestra  : Extracto enziméatico crudo.
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2. Los tubos fueron incubados en bafio Maria a
diferentes temperaturas (25, 37 y 50 °C) y
diferentes pH (3.3, 4.3 y 5.3) durante 30 minutos
(5)-

3. Igualmente se realiz6 la determinacion de
aztcares reductores (1).

Actividad de B-Glucosidasas

1. Como en los casos anteriores, en un set de
tubos rotulados se procedié como sigue:

Buffer | Sustrato Muestra | Volumen
Cédigo| 1M (salicina) (mi) Final(ml)
(mi)
M1 1.0 - 1.0 20
M2 1.0 - 1.0 20
M3 1.0 - 1.0 20
BR - 20 - 20
BS 20 - - 20
BE - 1.0 1.0 20
Donde:
M1,M2,M3 : Muestra problema (por triplicado).
BR : Blanco de reactivo.
BS : Blanco de sustrato.
BE : Blanco de enzima.
Buffer 1M : Buffer Acetato de Sodio 1M, a pH
33,43y53
Sustrato : Salicina.
Muestra : Extracto enzimatico crudo.

2. Luego los tubos en mencién fueron incubados
en bafio Maria a diferentes temperaturas (25°, 37°
y 50°C) y pH (3.3, 4.3 y 5.3) durante 30 minutos
(5)-

3. Luego se realiz6 la determinacién de aztcares
reductores(1).

Determinacién de azicares reductores (Método
del Acido 3,5-Dinitrosalicilico)

1. Se elaboré una curva estandar con glucosa a
valores de 2y 20 mM.

2. Para dar inicio a la técnica se tomé 0.5 mi. de!
producto de fa incubacién, que para éste caso es
la muestra.

3. Seguidamente se afiadié 3 ml. de la solucion de
DNS, se calent6 en bafic maria hirviente durante 5
minutos.

4. Inmediatamente se adiciond 1 mi. de Sal de
Rochelle, seguido de 15 mi. de agua destilada.

5. Las lecturas de absorvancia se realizaron a 550
nm en un espectrofotémetro Spectronic 21 D,
Milton Roy.

Los resultados obtenidos fueron sometidos a
andlisis de varianza empleando la prueba
estadistica de Tukey, para determinar el grado de
significancia existente entre los diferentes
tratamientos, con un nivel de significancia de 0.05.

RESULTADOS

Descripcion del Proceso Tradicional de
Elaboracién del Masato

Las variedades de yuca empleadas para la
elaboracion del masato son la blanca o amarilla.
La yuca cosechada en el campo, es llevada a la

aldea  utilizando una  canasta  especial
denominada s#imianti ESta yuca se cocina a lefia
en una olla de barro 0 metal, a continuacién se
deja enfriar, luego con ayuda de !a pata se amasa
hasta  obtener una pasta homogénea.
Paralelamente, una o mé&s mujeres comienzan a
masticar cierta cantidad de camote morado crudo,
previo ligero raspado de la cubierta mas externa
con la ayuda de un cuchillo, evitando quitar la
parte morada, que es necesaria para el color
caracteristico del producto final. El camote es
masticado en un acto casi ceremonial por la mujer
0 mujeres encargadas, quienes van depositando
poco a poco el bolo alimenticio formado, de color
morado, en un envase. Aproximadamente medio
kilo de camote es suficiente para una olla con
capacidad de 10 a 12 litros.

Seguidamente, la yuca amasada se mezcla con el
camote masticado, en una proporcién aproximada
de 20:1 (yuca: camote). Inmediatamente después,
se agrega un poco de agua fria para hacer que la
masa tenga cierta fluidez y a continuacién se
aflade el oboroke, €n una proporcion aproximada de
5-10% respecto a volumen total de la masa
(comUnmente una tasa para una olla del volumen
ya indicado). El masato fermenta normalmente de
un dia para otro. Para servirse, se pasa por un
colador especial llamado shikgme. El masato se
sirve en un recipiente caracteristico denominado
suta,.

El masato es el alimento y bebida fundamental de
los Ashaninkas, lo consumen varones y mujeres,
los varones lo ingien como desayuno previo
calentamiento hasta ebullicién antes de partir a las
actividades agricolas o de caza; luego al medio
dia en el campo lo ingieren frio, y finalmente por
la tarde al regresar a la aldea, a manera de cena,
también frio. Cuando desean utilizarlo para
embriagar, lo dejan fermentar por dos o tres dias.

Tabla N° 01.- Comunidades nativas del Valle del
Rio Apurimac y Ene (VRAE) consideradas para la
recoleccion de las muestras de masato - 2004.

Depto/Prov. Distrito CC.NN.

Santushari(01)

Quimquibiri(02)

Gran Shinungari(03)
cuzco

(Concepcion) | PICHARI( | Otari(04)

Shirutiari(05)

Uvayeri(06)

Memerine(07)

Cubibari(08)

KIMBIRI Sampantuari(09)

AYACUCHO SIVIA Anato(10)
(Huanta)
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Tabla N° 02.- Caracteristicas bioquimicas del
masato procedente de las comunidades nativas
del VRAE - 2004.

pH Acid. Azuc. Azlc. Solid.

CCNN fotal Reduct | totales Totales
N (%) (ma/mi) | (maimhy_{ (%)
01 42 | 0.10 268 3.10 52
02 43 | 0.10 202 270 7.8
03 43 | 0.12 2.31 390 8.2
04 4.1 0.12 1.71 240 45
05 44 | 0.1 2.31 2.80 58
06 45 | 0.12 253 370 72
07 44 1 0.1 222 4.10 52
08 42 1013 265 290 56
09 44 | 0.14 2.59 280 8.3
10 46 | 0.08 1.80 210 6.3
&:Ver tabla |

Tabla N° 03.- Actividad celulolitica en extracto
enzimatico crudo de masato procedente de
comunidades nativas del VRAE — 2004.

Actividad enzimatica(U/m})

T° Enzima pH33 | pH43 | pH 53

Endoglucanasa | 49.91 56.24 5492

Exoglucanasa | 126.86 | 147.46 | 131.46

25°C | B-Glucosidasa | 192.96 | 219.77 | 204.48

Endoglucanasa | 55.11 51.59 60.38

Exoglucanasa 142,77 | 148.91 | 137.78

37°C | B-Glucosidasa | 155.37 | 189.54 | 209.33

Endoalucanasa | 44.20 39.58 48.41

Exoglucanasa | 133.94 | 14372 | 148.52

50°C | B-Glucosidasa | 172.12 180.8 | 186.03

Actated et nébont W}

Grafico N° 01.- Actividad celulolitica en extracto
enzimatico crudo de masato procedente de las
Comunidades Nativas del VRAE -~ 2004.

Yaranga P. y Col.

Tabla N° 04.- Actividad celulolitica del testigo
(celulasa de TInicoderma reeset) Laboratorio de
Biotecnologla microbiana — UNSCH. Ayacucho -
2004,

Actividad enzimatica(U/ml)
T°C pH Endoglucanasa | Exoglucanasa
pH 3.3 49.50 7.58
pH 4.3 73.08 12.33
25°C | pH 5.3 30.33 3.00
pH 3.3 78.67 16.67
pH4.3 88.00 36.75
37°C | pH 53 18.92 8.00
pH 3.3 93.42 18.00
pH 4.3 83.50 11.67
50°C | pH 5.3 63.58 17.08

Grafico N° 02- Actividad endoglucanasa vy
exoglucanasa del testigo (celulasa de Trichoderma

reesei). Laboratorio de Biotecnologla microbiana —
UNSCH. Ayacucho - 2004.

DISCUSION

En 1a Tabla N° 01, se muestran los nombres de
las 10 comunidades nativas a las cuales se tuvo
acceso, éstas se encuentran ubicadas en los
distritos de Pichari y Kimbiri pertenecientes a la
Provincia de la Convencién, Departamento de
Cuzco; y al Distrito de Sivia, perteneciente a la
Provincia de Huanta dei Oepartamento de
Ayacucho.

En la Tabla N° 02, se observan las caracterlsticas
bioguimicas del masato, respecto al pH, Ia
muestra presenta un pH acido en un rango de 4.1
a 4.6, estos valores se encuentran dentro del
rango Optimo para fas levaduras de |la
fermentacién alcohblica y bacterias de la
fermentacién factica que son los principales
grupos de microorganismos responsables de la
formacién de etanol y 4&cido lactico que
predominan en el masato. Al respecto, en las
evaluaciones  fisico-quimicas realizadas en
bebidas fermentadas tradicionales como la chicha
de jora, se han reportado vaiores de pH de 3.45
(4), para la chicha de molle un pH de 3.9, chicha
de siete semifias un pH de 3.9 y chicha de jora un
pH de 3.6 (2).

De otro lado, con refacién a la acidéz total,
expresada en porcentaje de acido lactico, ésta se
encuentra en un rango de 0.078% hasta un valor
de 0.142. Estos valores resuitan inferiores en
comparaciéon a los reportados para fa chicha de
jora (1.08%), chicha de siete semilias (0.50%) y
chicha de molle (0.55%) (2).
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Respecto al contenido de azlcares totales, este
parametro se encuentra comprendido entre 2.10 y
410 mg/ml; y en cuanto a azlcares reductores
los valores varfan entre 1.71 y 2.68 mg/ml. Estos
resultados son bastante similares a los
encontrados para el caso de chicha de jora y
chicha de siete semillas (2).

Finalmente, respecto a los sélidos totales, las
diferentes muestras de masato presentan valores
que oscilan entre 5.2 y 8.3%; porcentajes que
resultan ser bastante similares al caso de Ila
chicha de jora (6.71%) pero inferiores a los
reportados para la chicha de siete semillas
(12.4%), en cambio son valores que resultan
superiores al caso de fa chicha de molle (4.45%)
(2).

Definitivamente, estas caracteristicas bioquimicas
no siempre son homogéneas, por cuanto muchas
veces depende de las condiciones en las que se
prepara el masato, tales como la proporcion de la
materia prima, tipo de colador, cantidad de agua,
tiempo de fermentacion, etc.

En la Tabla N° 03, se cobservan los valores
promedio de las actividades de |las
endoglucanasas, exoglucanasas y B-glucosidasas
en las diez muestras de masato, la actividad de
las B-glucosidasas, es mucho mas alta, seguida
de la actividad de exoglucanasas y por ultimo de
endoglucanasas. Al comparar este perfil con el
testigo (celulasa de Tndioderma reeser) Se observa
que en los ensayos tanto de actividad de las
endoglucanasas como de las exoglucanasas, los
valores son inferiores siendo la actividad de las
endoglucanasas mucho mas alta que de Ias
exoglucanasas (Tabla N° 04). Adicionalmente
cabe comentar que si bien de acuerdo a las
especificaciones del fabricante (FLUKA), Ila
actividad de la celulasa de Trichoderma reesei,
utilizada como testigo, viene especificada a pH 5.0
y 37°C; bajo las condiciones de los ensayos
realizados en el presente trabajo, esta enzima
demostré tener comportamiento tipo
endoglucanasa, teniendo como pH 6ptimo de 3.3
a 4.3 y temperatura 6ptima en el rango de 37 a 50
°C.

El andlisis de varianza sefala que la diferencia
respecto a la actividad de endoglucanasas es
significativa entre las tres temperaturas
ensayadas: 25, 37 y 50 °C, se puede deducir que
la temperatura 6ptima es de 37° C no pudiendo
afirmarse o mismo para el pH, pues no hay
diferencia significativa entre los valores ensayados
de 3.3, 4.3 y 5.3 lo que se puede afirmar, que por
las caracteristicas propias de la fermentacién del
masato las endoglucanasas presentes actuan bajo
condiciones acidas.

Los resultados, respecto a la actividad de las
exoglucanasas, muestran que, existe diferencia
significativa entre las temperaturas a las que
fueron sometidos los tratamientos (25, 37 y 50 °C)
considerandose como temperatura Optima a 37
°C, sin embargo no se puede afirmar lo mismo
para el caso del pH (3.3, 4.3 y 5.3) pues no existe
significancia entre los valores de pH tratados,
debido a ello es posible aseverar que se frata de
Exoglucanasas con actividad bajo condiciones
acidas.

Con referencia a las $-glucosidasas, el analisis de
varianza indica que su actividad no muestra

diferencia significativa en cuanto a temperatura se
refiere, respecte a pH existe diferencia
significativa considerandose entonces como pH
6ptimo a 5.3 para la actividad de esta enzima.

Los resuitados obtenidos, tanto de actividad de
endoglucanasas, exoglucanasas y 8-glucosidadas
en el masato de las diez comunidades nativas nos
revelan que, si bien el masato del VRAE tiene un
patron comun de elaboracién, en cada comunidad
nativa existen particularidades y detalles que
tienen que ver con el tipo de materia prima
utilizada, el punto Optimo de coccién, proporcién
de yucaicamote, tiempo de fermentacion,
proporcién de agua, tipo de inéculo, etc.

Aunque no se conoce qué especies o géneros de
microorganismos celuloliticos, estan presentes en
el masato, existe informacién refacionada con la
caracterizacién de celulasas de origen microbiano.
Levin y Forchiassin (1997) caracterizaron los
efectos que tienen las condiciones de cultivo sobre
la produccibn de las enzimas del complejo
celulasa en Tramees trogi encontrando que la
temperatura O6ptima para la actividad de Ilas
endoglucanasas, exoglucanasas, y p-glucosidasas
fue de 45, 50 y 60 °C respectivamente; mientras
que e pH Optmo fue de 3.1, 41 y 53,
respectivamente. Wei et al (1992) determinaron la
actividad celulolitica de 12 especies de Xyaria y
cinco especies de 7/ ypoxylon, ademas de Tricfoderma
reesei encontrande que el rango de temperatura
optima fue de 37 a 50 °C y & pH 6ptimo de 5.0.
Pardo y Forchiassin (1999) examinaron el efecto
de diferentes fuentes de Nitrégeno, temperatura y
pH en la producciéon de celulasas por Neania
catafinensis empleando como fuente de Carbono
celulosa  microcristalina;  encontraron  como
temperatura éptima 23 °C , un 6ptimo para la
estabilidad entre 23 y 37 °C y un pH 6ptimo entre
48 y 58 (6). Estos resultados son comparables
con los obtenidos en el presente estudio.
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En la ciudad de Ayacucho a los diecisiete dias del mes de febrero del afio
dos mil seis, siendo las tres y treinta de la tarde se reunieron en el Auditorio de la
Facultad de Ciencias Biolégicas bresididos por el Blgo. Tomas Yuret Miranda
Tomasevich en mérito al memorando N.-070-06-UNSCH-FCB de fecha seis de
febrero del dos mil seis, mediante el cual se le encarga la Presidencia del Acto
de Sustentacion de Tesis y actuando como Secretario Docente el Bigo. Victor
Luis Cardenas Lopez y como Miembros del Jurado Calificador el Mg. Fidel
Rodolfo Mujica Lengua, Biga. Sonia Haydeé Palomino Felices y la Mg. Paula
Garcia Godos Alcazar quienes recepcionaron en Acto Publico la Sustentacion de
la Tesis Titulada: Estudio etnofermentologico y caracterizacion de la actividad
celulolitica en masato procedente del Valle del Rio Apurimac y Ene -
2004.presentado por la Bachiller en Ciencias Biologicas Kusi Yaranga Palomino
quien pretende optar el Titulo Profesional de Bidloga con mencién en la
especialidad de Microbiologia. Acto seguido el Presidente pidio al Secretario
Docente dar lectura a la documentacién correspondiente que obra en secretaria.
Luego el Presidente invité a la sustentante a exponer el trabajo de investigacion
en el tiempo de 45 minutos como maximo tal como lo estipula el Reglamento
General de la Universidad. Concluida la sustentacion el Presidente invité a los
Miembros del Jurado Calificador a realizar las preguntas y aclaraciones
pertinentes. Finalizado el Acto de Sustentacion el Presidente invitd a la
sustentante y al publico asistente a abandonar el auditorio por algunos minutos
con la finalidad de que los Miembros del Jurado Calificador realicen las
deliberaciones y calificaciones en privado y cuyos resultados son los siguientes:

MIEMBRO JURADO EXPOSICION RPTA. A PREGUNTAS PROMEDIO
Mg. Fidel Rodolfo Mujica Lengua 16 16 16
Blga. Sonia Haydeé Palomino Felices 18 15 17
Mg. Paula Garcia Godos Alcazar 16 13 15

PROMEDIO 16



Como resultado la sustentante ha obtenido la nota promedio de dieciséis (16), de
la cual dan fe los Miembros del Jurado Calificador, estampando sus firmas al pie
del presente acta, finalizando el acto de sustentacién a las cinco de la tarde.

iranda Tomasevich Mg. Fidel R. Mujica Lengua
residente (e) Miembro (Asesor)

Blgo. Tomgs

%}W‘ ot ol
Blga_Sonia H-Palomino Felices Mg. RduldGar ¢ia Godos Alcazar

Miembro Miembro

bnas Lépez-

Blgo. Victh
ecretario Docente
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