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Resumen de levadura comercial Saccharomyces

Se evalué la produccién de etanol — cerevisiaze recombinante RH 218.

a partir de hidrélisis y fermentacion

simultédnea (HFS) de residuos generados Mediante tratamientos preliminares

en el procesamiento de mango comin de hidrolisis y fermentacion se selec-

(Mangifera indica) utilizando dos cepas  cionaron las siguientes condiciones de
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tacién alcohélica simultdnea (HES)
del residuo agroindustrial del mango
comin (Mangifera indica L) utilizando
levaduras Saccharomyces cerevisiae y
cepa recombinante RH 218.
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trabajo: hidrdlisis térmca a 98°C por
una hora, hidrélisis enzimatica mediante
la aplicacién de CelluclastM® 1.5 L;
aplicacién de 3% de levadura y tiempo
de fermentacién de cinco dfas, moni-
toreando las variables pH, ®Brix, fibra
residual, biomasa, azicares reductores y
etanol. La levadura comercial marca A,
presenté el menor contenido de etano
(0.58%) y el més alto contenido de azu-
cares reductores (1,93 mg de azdcar/g
de materia seca) y la levadura recombi-
nante RH 218 presentd un contenido de
alcohol de 0,76% y azticares reductores
de 1,38 mg de azticar/g de materia seca.

Palabras clave: Residuos de Mango
comun. Hidrdlisis y fermentacion simul-
tanea, bioetanol, Saccharomyces cerevi-
siae spp, cepa recombinante RH 218.

Abstract

We evaluated the production of etha-
nol from hydrolysis and simultaneous
fermentation (HFS) of the residues
generated in the processing of common
mango (Mangifera indica) by using two
strains of commercial Saccharomyces
cerevisiae recombinant yeast RH 218.

Through preliminary treatment
of hydrolysis and fermentation, the
following working conditions were se-
lected: thermal hydrolysis at 98°C for
one hour, enzymatic hydrolysis through
the application of Celluclast MR 1.5 L;
application of 3% of yeast and fermen-
tation time of five days, monitoring pH
variables, °Brix, residual fiber, biomass,
reducing sugars and ethanol. The com-
mercial yeast brand A had the lowest
content of ethane (0,58%) and the hig-
hest content of reducing sugar (1.93 mg
sugar/g of dry matter) and the recombi-
nant yeast HR 218 presented a content
of alcohol of 0,76% and reducing sugars
of 1,38 mg sugar/g of dry matter.

Keywords: Residue of common
mango. Hydrolysis and simultaneous
fermentation, bioethanol, Saccharomy-
ces cerevisiae spp, recombinant strain

RH 218.

Introduccion

Los residuos agroindustriales produ-
cidos por las industrias de jugos y pulpas
sonh en su mayoria materias primas ricas
en carbohidratos de bajo costo, y fuente
abundante de azicares fermentables.
Actualmente en Colombia los residuos
lignoceluldsicos estan siendo subutili-
zados, lo cual causa serios problemas
de contaminacién ambiental por su
deficiente disposicion final, a pesar de
que son potencialmente buenos para
ser utilizados como materia prima en la
produccién de azicares, alimento para
animales, biomasa microbiana, produc-
cién de acidos orgénicos, entre otros.!

Los residuos lignoceluldsicos pueden
ser hidrolizados por enzimas hemicelu-
loliticas y celuloliticas, las cuales no son
suficientes para la degradacion total de
los carbohidratos poliméricos, por tanto
se requiere también de tratamientos
preliminares efectivos para la utilizacién
de dichos residuos en la produccién de
alcohol etilico. El proceso para la obten-
cién de etanol a partir de un desecho
agricola requiere de etapas de hidrolisis
de la celulosa y hemicelulosa para la ob-
tencién de etanol por via fermentativa.

Las investigaciones en btsqueda de
mayor productividad en la produccion
de alcohol carburante a partir de ma-
terias primas consideradas desechos
agroindustriales se convierte en una
necesidad para suplir satisfactoriamente
la demanda de otras fuentes de energia
de manera sostenible.

En el Valle del Cauca se procesan
aproximadamente 351.5 toneladas/
semana de mango comn para la agroin-
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dustria de pulpas y jugos de mango, lo
cual crea un problema de contamina-
cién ambiental con los residuos obte-
nidos. Solamente en el despulpado de
mango se generan cerca de 50%-55%
de residuos, es decir, aproximadamen-
te193.32 toneladas/semana, represen-
tados en cédscara, semillas, restos de
pulpa y fibra’. Este residuo comprende
tres componentes: cdscara o pericarpio,
bagazo y semilla. Esta es una materia
prima rica en carbohidratos (celulosa,
hemicelulosa, y lignina) que al ser hidro-
lizados producen aztcares fermentables
Gtiles para la obtencién de productos de
alto valor agregado, como el bioetanol.

En los procesos de hidrolisis y fer-
mentacién simultdnea (HES), las etapas
son las mismas que en los sistemas de
fermentacion e hidrodlisis por separado,
excepto que ambos se desarrollan en
el mismo reactor. La levadura junto
con la enzima celulolitica reduce la
acumulacién de aztcares en el reactor,
incrementa la tasa de hidrdlisis y por
ende el rendimiento con respecto a la
fermentacion e hidrélisis por separado.’

Los procesos de HES requieren con-
diciones similares de pH, T y concen-
tracion Optima de sustrato, tanto para
la hidrélisis como para la fermentacién.
Uno de los problemas asociados a la HES
es la diferencia de temperatura ptima
para cada proceso; sin embargo, para
disminuir este problema en los proce-
sos HES se estdn empleando levaduras
termotolerantes, como la Kluyveromices
fragilis, para aumentar aun m4s el ren-
dimiento con respecto a la levadura
convencional*; esta tltima fue utilizada
en el estudio sin modificar y modificada
genéticamente.

La tasa de sacarificacién en el pro-
ceso de hidrolisis y fermentacién por
separado se ve fuertemente afectada
por la inhibicién del producto final. En
la HES Ia inhibicién disminuye debido
a que la glucosa es consumida por el

organismo fermentativo tan pronto
como este se desarrolla. Otras ventajas
de la HFS es que disminuye los costos
del proceso debido a la eliminacién de
una etapa, y presenta menor riesgo de
contaminacion, ya que la concentracién
de glucosa es reducida.

El objetivo de este trabajo fue evaluar
el proceso de hidrdlisis y fermentacién
simultianea del residuo agroindustrial
mango comin, Mangifera indica, en la
produccién de etanol mediante dos
cepas de levadura comercial de Sac-
charomyces cerevisiae spp y una cepa

recombinante RH 218.

Materiales y métodos

Microorganismos

Se utilizaron tres cepas de Saccha-
romyces cerevisiae, dos comerciales y una
modificada genéticamente (RH 218).
Las levaduras comerciales se designaron
como Saccharomyces cerevisiae spp marca
Ay Saccharomyces cerevisiae spp marca B.

Las levaduras Saccharomyces cerevi-
siae RH 218 fueron obtenidas tras la
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transformacion genética de la levadura
Saccharomyces cerevisiae ATCC con
el plasmido pBR322 de E. coli, el cual
acta como un shuttle vector con marca-
dores de ampicilina y tetraciclina, origen
de replicacion de 122Bp proveniente de
E coli, y un inserto de 178Bp correspon-
diente al gen que acttia en la fermenta-
cién alcoholica. Este procedimiento de
transformacion genética se realiz6 segiin
el protocolo Bihrboim and Dolly, (1979).
La levadura Saccharomyces cerevisiae
cepa RH 218 (genotipo: trpl gal2 SUC2
mal CUP1), con el plasmido recombi-
nante pHBs-1, se modifico siguiendo el
protocolo clasico para transformacién
de levaduras con acetato de litio.

La levadura recombinante se creci6
en un medio ideal yeast peptone dextrose
(YPD) y en yeast peptone dextrose agar
(YPDA), donde el plasmido recom-
binante fue expresado al aumentar la
eficiencia de la fermentacion alcohélica
de la levadura mediante Ia hidrélisis de
pentosas.’ Esta levadura se denominé
levadura recombinante RH 218 y se
almacend a -20°C en glicerol al 10%.

La propagacién de las levaduras se
realiz6 en camara de flujo laminar a
pH 5.0, temperatura de 302C y periodo
de incubacién de 3 dias. Una vez
transcurrido este tiempo se sometieron
a centrifugacién vy filtracién. La levadura
Saccharomyces cerevisiae recombinante
se dispuso para inoculacién directa, al
igual que las dos levaduras comerciales.

Sustrato

Se utilizé como sustrato de fermenta-
cién residuos del despulpado de mango
comtn (cdscaras y bagazo), los cuales
se obtuvieron de la empresa Indupulpas

Ltda. de la ciudad de Cali.

La cédscara, el bagazo y mezcla de
fibra y pulpa se deshidrataron en un
secador de bandejas a una temperatura
de 45°C, con el fin de remover el agua

y evitar modificaciones en el material.
Por estudios previos se tiene que en el
proceso de secado se logra retirar el 80%
de humedad, es decir, que el material
queda con un contenido de materia seca
del 20%. Esta operacion se debe realizar
por un periodo de 72 horas,’ con lo cual
se evitard el deterioro del residuo, y se
empacaré al vacio en bolsas plésticas
calibre 5.

Lamolienda del material deshidratado
se realizé en un molino de cuchillas
y posteriormente se tamizd en una
cascada de tamices (mallas 16, 30, 60,
80).

Enzimas

Adicionalmente se realizaron pruebas
con el fin de evidenciar la actividad de
la enzima, y se evalud su desempefio en
un medio rico en celulosa, papel filtro
y carboximetilcelulosa. Se evalué el
desempefio de la enzima monitoreando
el cambio en los ®Brix diariamente por
4 dfas. (TO = dfa de inicio, T1 = dia 1,
T2 = dia 2, T3 = dia 3, T4 = dia 4).

Las pruebas que se realizaron fueron:

Prueba 1 (P1)

En caja de petri estéril, se adicion6
0.9851g de papel filtro (110 mm), agua
destilada estéril (pH 4.0) y enzima (24

ul), y se incubé a 36°C.

Prueba 2 (P2)

En caja de petri estéril, se adicion6
0.9851g de papel filtro (110 mm), agua
destilada estéril (pH 5.0) y enzima (24
ul), v se incubé a 36°C.

Prueba 3 (P3)

En caja de petri se adiciond carboxi-
metilcelulosa al 1%, agua destilada
estéril (pH 5.0) y enzima (24 ul), y se
incub6 a 50°C.
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Hidrolisis del sustrato

Se efectuaron ensayos preliminares,
acondicionamiento del in6culo y pre-
paracién del sustrato (caldo) para la
fermentacion. El material deshidratado
fue previamente re-hidratado en agua.

Las muestras se pre-trataron térmica-
mente, seguido de un tratamiento enzi-
mético. El medio preparado de residuo de
mango compuesto por bagazo y céscara
y agua se sometié a una temperatura de
982C por una hora. Posterior al tratamiento
térmico se enfrié el medio hasta 40°C para
adicionar la enzima Celluclast¥® (1.5 L). La
reaccién se llevé a cabo por 30 minutos con
agitacion lenta.

La levadura obtenida en la
propagacion se inoculé al 3% (con
base en la unidad de fermentacién de

250 ml).

La formulacién del medio se realiz
teniendo en cuenta el contenido de
nutrientes (en base seca) disponibles en
el residuo, asf: proteina, 7.03%; grasa,
5.5%; celulosa, 14.92%; hemicelulosa,
3.96%; lignina, 1.33%; cenizas, 3.48%.
Para los tratamientos se trabajé a una
concentraciéon de materia seca igual
o mayor a 2.5% p/v’. El acondiciona-
miento del material para las pruebas
preliminares se hizo pesando diferentes
cantidades de mango comtn deshidra-
tado molido tamizado, reconstituido con
agua destilada. La unidad de trabajo fue
250 ml de suspension; el pH se ajusté a
5.0. Se realiz6 autoclavado del material
residual re-hidratado, luego se enfri6 el
material hasta 40°C para adicionar la
enzima CelluclastM® (1.5 L), dejando
que la reaccion se llevara a cabo por
30 minutos con agitacién lenta. Poste-
riormente se estabilizé la temperatura
a 309C, preparando asf el medio para la
inoculacién con las levaduras en cada
caso.

El sustrato estaba compuesto de re-
siduo deshidratado (50% céscara - 50%

bagazo), agua y levadura a evaluar, y se

realiz6 un choque térmico para inacti-
var cualquier proceso enzimatico. Esta
muestra se realiz6 con el fin de analizar
el contenido de fibra inicial del proceso
teniendo en cuenta el aporte que realiza
la levadura sobre el mismo cuando no
hay filtracién diferencial. Se trabajo
con dos medios simultdneamente, tra-
tamiento y testigo.

Tratamientos preliminares de
hidrdlisis y fermentacion

Se llevaron a cabo cuatro pruebas
preliminares de la siguiente manera:

Porcentaje de residuo sélido seco re-
hidratado en agua:

1. Solidos: 2.5%
2. Sélidos: 5%
3. Sélidos: 7.5 %
4. Solidos: 10%

Las variables evaluadas en este pro-
ceso fueron pH (se ajust6 al inicio a 5.0
con una solucién de NaOH al 45%),
2Brix, respiracion de la levadura (evi-
denciada en la presencia de un burbujeo
activo del medio durante todo el proce-
s0), y aroma caracteristico a alcohol al
final del proceso fermentativo. Estos tra-
tamientos tuvieron una duracién total
de 96 horas. Cantidad total de muestra,
250 ml; Celluclast, 1.5 L 8 ul/g de sélido
de residuo; levadura, 20%p/p. Tiempo
del proceso fermentativo: 5 dias, asi:
TO, fase aerobia (1 dia) y T1 - T4, fase

anaerobia (3 dias).

Fermentacion y toma de
muestras de los tratamientos
Cada fermentador de vidrio con ca-
pacidad de 250 ml se colocé sobre un
equipo de agitacién con calentamiento a
una temperatura de 302C. Para el sumi-
nistro de aire al sistema se le instalé una
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bomba de pecera provista de un filtro
de 0.22 micras para evitar la entrada
de microorganismos. Se introdujo una
manguera en cada fermentador dentro
del medio para facilitar la aireacién.

La fermentacion se inicié desde la
inoculacién (tiempo cero de la fer-
mentacion) del sustrato pretratado y
re-suspendido al 7.5% p/v. La velocidad
de agitacion del medio fue de 250 rpm.
Cumplidas las 24 horas de iniciado el
proceso fermentativo (tiempo uno de la
fermentacién) se dio por terminada la
fase aerobia y se retiraron las mangueras
y la bomba de pecera, y se depositaron
en cuatro tubos de ensayo (rotulados
con los ndmeros 1, 2, 3 y 4, correspontes
a los dias 1, 2, 3 y 4) muestras de 5 ml
que sirvieron para monitorear el proceso
fermentativo. Se ajusté el montaje con
la ayuda de una bomba de vacio cuya
manguera se introdujo hasta el cuello
del fermentador con el fin de lograr
las condiciones idéneas para la fase
anaerobia. La manguera se adapté en
una trampa de agua; se sell6 la boca del
fermentador, para evitar la contamina-
cién del sustrato. Este mismo montaje
anaerobio se realizé en los cuatro tubos
de ensayo. A partir de este momento se
dio inicio al monitoreo del proceso por
un periodo de incubacién de cuatro dias.

Al finalizar el proceso fermentativo,
es decir, a las 96 horas, se someti6 éste
a un choque térmico que incrementd
la temperatura a 80°C por 15 minutos,
lo cual detuvo la actividad enzimatica
existente en el fermento y el desarrollo
metabdlico microbiano siguiendo el
disefio metodoldgico (ver Tabla 1).

Las variables de respuesta y los méto-
do de evaluacién en las fermentaciones
fueron:

Fibra: Método Van Soest, PJ., Robert-
son, J.D., Lewis, B.A. 1991.

Aztcares reductores: Método Colo-
rimétrico de fenil sulftrico.

Biomasa: Método de conteo directo
en placa.

Alcohol etilico: cromatografia de ga-
ses, patrones etanol y butanol. Tiempo
de retencién, 1,300 min y 2,950 min
respectivamente.

En la Tabla 1 se presentan las vari-
bles de estudio, las cuales se analizaron
mediante un ANOVA de un solo factor
(tipo de levadura utilizada) con tres
niveles (Saccharomyces cerevisiae RH
218, Saccharomyces cerevisiae spp marca
comercial A, y Saccharomyces cerevisiae
spp marca comercial B.

Tabla 1
Disefio metodoldgico y factores evaluados

Material de estudio
n=1

Variables de tratamiento
n=3

Variables de respuesta

n=4

RH 218

Residuo de mango comiin
deshidratadotamizado y resus-
pendido (2.5%p/v)

Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae spp
marca comercial A

Saccharomyces cerevisiae spp
marca comercial B

% Fibra
% Celulosa
% Hemicelulosa

% Lignina

Azicares reductores

(mg de azticar/g de materia
seca)

Biomasa (UFC)
% Alcohol etilico
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Resultados y discusion

Pruebas de actividad enzimatica

De las pruebas utilizadas para evi-
denciar la actividad de la enzima se
seleccioné la prueba P2. Esta prueba
mostré un incremento de 1.2 2Brix
(Grafico 1). En la figura se muestra que
la enzima cataliza el rompimiento de Ia
celulosa en glucosa de mejor manera que
las pruebas 1y 3.

En la Tabla 2 se especifica el por-
centaje de cada uno de los compuestos
quimicos presentes en el sustrato de
fermentacién después de la hidrdlisis
enzimitica. Se observa la riqueza de los
componentes celulosa, hemicelulosa
y lignina. Por ser lignina una posible
limitante en la hidrdlisis de los conte-
nidos de celulosa y hemicelulosa, por
consiguiente reduce la produccién de
aztcares reductores.

Grafico 1
°Brix/hidrdlisis de la enzima Celluclast 1.5 L sobre muestras de celulosa

1,5

°BRIX

0,5

CELLUCLAST 1.5L

TIEMPO

P1: enzima, 24 ul; pH, 4 e incubacién a 36°C.

P2: enzima, 24 ul; pH, 5.0 e incubacién a 36°C.

P3: enzima, 24 ul; pH, 5.0, incubacién a 502C y adicién de carboximetilcelulosa al 1%.

Caracterizacion quimica de un sustrato de fermentacion ba:-aaz)l :nzresiduos de mango (50% céscara - 50% bagazo de mango)
p MANGO MUESTRA
CORTACIITD QIOIMLOC 50% CASCARA - 50% BAGAZO
% Celulosa 5.20
% Hemicelulosa 3.70
% Lignina 4.73
% Cenizas 3.38
°Brix 4.4
pH 4.08
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En la Tabla 3 se observan los estados
iniciales y finales de los tratamientos
segin las levaduras evaluadas. Tanto el
pH como los 2Brix se inician igual para
todos los tratamientos debido a que son
condiciones estandares escogidas como
las mejores para el proceso. El 7.5% de
sélido (tratamiento preliminar 3) fue el
mejor resultado, ya que valores supe-
riores generaron un medio muy denso,
donde el burbujeo de fermentacién se
detiene mas rapido.

En los resultados obtenidos en la
Tabla 4 por el método de Van Soest,
los tratamientos a tiempo O muestran
un aumento en celulosa, hemicelulosa
y lignina, en comparacioén con el man-
go muestra testigo (ver Tabla 2); esto
se debe a que para la medicién en el
tiempo O no se removié el microorga-
nismo de inoculacién del sustrato de
fermentacion, y las levaduras aportan
- glucanos, los cuales son cuantifica-
dos por el método de Van Soest como
fibra (celulosa), esto es debido a que la
hidrolisis dcida que incluye el método

Van Soest hidroliza toda la estructura
glicosidica en el material.

La levadura marca A, segin los re-
sultados reportados, muestra un com-
portamiento atipico, lo cual se especula
que es por defecto en la preparacién del
medio o pérdida del volumen durante el
tratamiento térmico, el cual en ocasio-
nes se completdé minimamente con agua
estéril, entre otras razones posibles como
la composicién de agua en el material
celular comercial.

La Tabla 4 muestra cémo disminuyé
el porcentaje de celulosa durante el
proceso fermentativo de los diferentes
tratamientos evaluados, y el desempefio
de cada levadura en los tratamientos, los
cuales presentan distintos rendimientos
de hidrélisis de celulosa (63% levadura
marca A; 67% levadura marca B; 36%
levadura cepa recombinada RH 218),
a pesar de ser sometidos a los mismos
pretratamientos térmicos y enzimaticos,
lo cual podria sugerir que las levaduras
influyen en el proceso en simulténeo,

Tabla 3
Variacion de los componentes quimicos durante cuatro horas de fermentacion de residuos de mango,
utilizando tres tipos de levadura

Lavadkmm Levadura Levadura

Determinacién marca A marca B Rceg,als
To T4 To T4 To T4
% Cenizas 53 5.5 48 49 3,76 5,6
pH 5 4.17 5 4.1 5 4.3
*Brix 4.6 40 48 40 48 40

Tabla 4
Andlisis de Van Soest del medio fermentado. En el tiempo 0 (inicio de la fermentacion) y tiempo 4 (final de la fermentacion)
VAN SOEST
Levadura Levadura Levadura
marca A marca B cepa RH 218
To T4 TO-T4 | To | T4 | TO-T4 | To | T4 | TO-T4
CELULOSA 3,5 1,3 2,2 93 | 3,0 6,3 6,9 | 4,3 2,6
HEMI
CELULOSA 2,7 2,7 0,0 6,9 | 1,4 5,5 431 2,5 1,8
LIGNINA 3,7 3 0,7 84 | 48 3,6 50| 1,4 3,6
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pero deberia estudiarse detenidamente.
Present6 un mejor desempenio el trata-
miento con levadura B, la cual contribu-
y6 de manera mas eficiente al proceso.

Las levaduras comerciales (levadura
A y levadura B) tienen en su composi-
cién diferentes agentes quimicos y bio-
l6gicos en proporciones desconocidas;
por lo tanto la adicién del in6culo al
fermento (7.5%) no indica que para am-
bos casos se est4 adicionando el 100%
de levadura pura, ya que contiene otros
ingredientes en la férmula comercial,
por lo cual afectara los tratamientos en
cada caso. La levadura A presenta un
rendimiento de hidrélisis menor que Ia
levadura B; adicionalmente, la primera
tiene un mayor deterioro.

Por otro lado, la levadura cepa re-
combinada RH 218 presenta un bajo
rendimiento de hidrdlisis de celulosa
37%, debido a que al ser modificada
genéticamente ésta mejora ciertas
propiedades y otras en cambio las dis-
minuye, cOmo se presume en su capa-
cidad de contribuir en los procesos de
hidrolisis de celulosa, e igualmente es
una levadura que requiere un periodo
de adaptacion mayor (adicionalmente
estuvo almacenada a -20 °C por un largo
periodo de tiempo antes de su uso), algo
que se puede considerar inconveniente
en una levadura cuyo comportamiento
no conocemos atin muy bien. Su cultivo
es lento en medios clasicos

Se observa que los pretratamientos
interfirieron en la estructura de la
hemicelulosa, es decir, favorecieron la
etapa de hidroélisis del material lignoce-
luldsico e igualmente se evidencia que
las levaduras efectivamente influyen en

los procesos de hidrélisis. Sin embargo,
se observa un menor rendimiento en la
hidrolisis de hemicelulosa en la levadu-
ra marca A de 0,2%, lo cual refleja la
poca influencia de esta levadura en los
procesos de hidrdlisis de hemicelulosa.
La levadura B presenta el mayor rendi-
miento de hidrdlisis de hemicelulosa con
un 79%, y muestra su alta influencia en
los procesos de hidrdlisis y mayor ren-
dimiento de hidrdlisis en este material
lignoceluldsico (hemicelulosa), el cual
comprende polisacaridos de bajo peso
molecular (Garcia, 1987). La levadura
cepa recombinada RH 218 presenta un
rendimiento de hidrélisis de 43%, lo
cual indica un desempefio medio en la
hidrolisis de la hemicelulosa.

Hay una disminucién de lignina
durante el proceso fermentativo, que
presenta un rendimiento de hidrolisis de
20% donde participa la levadura marca
A; 43%, en la levadura marca By 72%,
en la levadura cepa recombinada RH
218, aproximadamente, la cual presenta
el mayor rendimiento de hidrdlisis de
lignina, mostrando con ello una mayor
eficiencia en la deslignificacién al con-
siderar todo el proceso.

Los resultados de los tratamientos de
HES de las diferentes levaduras presen-
tan una diferencia alta con respecto a
la concentracién de azicares reductores
(AR). En la Tabla 5, en el tratamiento
con la levadura marca A se hidrolizé
celulosa y en menor proporcién hemi-
celulosa. A su vez, se observa que los
azdcares reductores finales son altos,
lo cual indica que en este tratamiento
no se consumié la mayor parte de los
azlicares que se encontraban a disposi-

Tabla 5
Contenido de AR residual en el T4 (final de la fermentacion) con diferentes levaduras Saccharomyces cerevisiae.
Levadura marca A | Levadura merca B| Levadura cepa RH
T4 T4 218 T4
AZUCARES
REDUCTORES
RESIDUALES 1.93 1,81 1.38
mg aztcar/g de materia seca
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cién; en cambio, en el tratamiento con
levadura marca B, donde se hidrolizaron
las mayores cantidades de celulosa y
hemicelulosa, se consume activamente
el sustrato y deja un resultado menor
en comparacién con la levadura A.
Finalmente, la levadura cepa recom-
binada RH 218, cuyo tratamiento no
fue el mayor en hidroélisis de celulosa y
hemicelulosa pero tampoco el menor de
todos en la hidrdlisis, muestra un com-
portamiento uniforme en relacién con
levaduras comerciales convencionales.

El crecimiento y reproduccion de las
colonias los efecttia en mayor cantidad
la levadura comercial marca B, siguién-
dola la levadura comercial marca A y
por ultimo la levadura cepa recombi-
nada RH 218; por lo tanto, se espera

que el tratamiento con la levadura B,
que posee mayor cantidad de colonias,
consuma més sustrato que las otras le-
vaduras evaluadas (ver Grafico 2).

El contenido de alcohol etilico de los
tratamientos fermentativos con diferen-
tes levaduras Saccharomyces cerevisiae
muestra que la modificacién genética
de la levadura cepa recombinada RH
218 influye en el contenido porcentual
de alcohol etilico, lo cual destaca la im-
portancia del microorganismo fermenta-
tivo, ya que su presencia es esencial para
el proceso de fermentacién sobre la base
de su capacidad de fermentar pentosas
ademas de hexosas; también se puede
notar que la levadura marca B presenta
un mejor contenido de alcohol frente
a la levadura marca A (ver Gréfico 3).

Gréfico 2
Unidades formadoras de colonias de las diferentes levaduras Saccharomyces cerevisiae evaluadas para su comparacion
400
350 Levadura A
300 UEe
250 — M Levadura B
UFC
200 —
| M Levadura
150 Recombinada
100 RH 218 UFC
50 7 |
O T 1
TO T4

Gréfico 3
Contenido de alcohol etilico del residuo fermentado de mango comtin
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En el Grafico 4 se muestran los
porcentajes de material lignocelulésico
hidrolizado, y se puede observar que
la levadura marca B presenta el mayor
porcentaje de celulosa (6,3% y 5,5%
hemicelulosa hidrolizada, respectiva-
mente) con respecto al tiempo 0, lo que
demuestra que la levadura contribuye de
forma m4s significativa en el proceso.
Sin embargo, en el grafico se evidencia
que la levadura marca B al final del
proceso presenta un alto contenido de
azticares reductores, lo que indica que
la levadura no consumié la cantidad
suficiente de estos para transformarlos
en alcohol.

El tratamiento con levadura marca A
presenta la menor cantidad de material
lignocelulésico hidrolizado: sélo el 2,2%
de celulosa y el 0,02% de hemicelulosa
hidrolizada; ademas, presenta el mas
alto contenido de AR, lo cual muestra
que esta levadura no transformé la

suficiente cantidad de AR en alcohol
etilico. Ello demuestra que la levadura
marca By la levadura marca A, ambas
comerciales, presentan diferentes pro-
porciones de otros agentes, lo que las
diferencia en sus procesos.

El tratamiento con levadura cepa
recombinada RH 218 presenta un por-
centaje de hidrélisis 2,6% de celulosa y
1,8% de hemicelulosa hidrolizada, no
tan alto como el de la levadura marca
B (6,2% celulosa y 5,5% hemicelulosa
hidrolizada); sin embargo, su proceso es
mejor que el tratamiento con la leva-
dura marca A (2,2% celulosa y 0,02%
hemicelulosa hidrolizada), lo que de-
muestra que a pesar de ser una levadura
modificada por lo cual pierde ciertas
propiedades, su comportamiento en los
procesos de hidrdlisis es bueno. Sin em-
bargo, cabe anotar que la levadura cepa
recombinada RH 218 arroja los mejores
resultados en cuanto contenido de AR

Gréfico 4
Contenido de celulosa y hemicelulosa hidrolizados, azticares reductores vs. contenido de alcohol etilico
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y alcohol etilico y presentado un mayor
aprovechamiento de los azicares reduc-
tores (1,38% AR) y mayor porcentaje de
alcohol etilico (0,76%), lo que destaca
la importancia de este microorganismo
en la fermentacion, es decir, que tiene
mejor capacidad de transformar AR en
alcohol etilico, lo cual quizé se deba a
su modificacion genética que le permite
aumentar la eficiencia en la fermenta-
cién alcohélica mediante la hidrolisis de
pentosas obtenidas tras la hidrdlisis de
hemicelulosa.

Conclusiones

Las altas concentraciones de fibra
cruda en el residuo del despulpado
de mango comun (Mangifera indica
L) son fuente importante de material
lignocelul6sico (5.20% celulosa, 3.70%
hemicelulosa y 4.73% lignina), que
transformado en aztcares reductores
puede ser convertido posteriormente en
etanol, 4cidos organicos y otros.

Los tejidos que componen la fibra
cruda como pectina, lignina, hemice-
lulosa y celulosa forman una estructura
celulolitica la cual es hidrolizada con la
ayuda de tratamientos térmicos a 98°C
por una hora y enzimaticos Celluclast
1.5 L. Para lograr los mejores efectos de
estos tratamientos es importante realizar
pretratamientos que favorecen la prepa-
racion de los materiales lignocelulésicos
para la obtencién de etanol al reducir
el tamafio de la particula de la materia
prima a 245 um. De esta forma se deja
a disposicién el material al microorga-
nismo encargado de la fermentacién
alcohdlica en condiciones controladas
de pH 5.0, temperatura 30°C y tiempo
de 4 dfas.

En este estudio el tratamiento con
levadura marca A presenté la menor
cantidad de material lignocelulésico
hidrolizado (2,2% celulosa, 0,02%
de hemicelulosa) ademads, registré el
mas alto contenido de AR (1.93 mg

azlcar/g de materia seca) debido a que
la levadura no transformé la cantidad
suficiente de AR en alcohol etilico
(contenido de alcohol etilico, 0,58%),
lo que muestra poca eficiencia en el
proceso fermentativo.

La levadura marca B presenta el
mayor porcentaje de material ligno-
celul6sico hidrolizado (6,3% celulosa,
5,5% hemicelulosa), lo que muestra que
la levadura contribuye mayormente en
el proceso de hidrdlisis; sin embargo, la
levadura B al final del proceso presenta
un alto contenido de aztcares reducto-
res (1,81 mg azticar/g de materia seca),
lo que indica que no consumi6 la canti-
dad suficiente de AR para transformar-
los en alcohol: muestra un contenido de

alcohol etilico de 0,62%.

Las levaduras A y B, siendo ambas
comerciales y sometidas a bajos los
mismos pretratamientos térmicos y enz-
iméticos, presentaron diferentes com-
portamientos y resultados, con lo cual
se concluye que cada una contiene en su
composicion diferentes agentes quimi-
cos y biolégicos (microorganismos) en
diferentes proporciones, que se refleja
durante todo el proceso fermentativo.

El tratamiento con levadura cepa
recombinada RH 218 presenta un
porcentaje de hidrdlisis (2,6% celulosa
hidrolizada; 1,8% hemicelulosa hidroli-
zada) no tan alto como el de la levadura
marca B; sin embargo, es mejor que el
tratamiento con la levadura marca A,
lo que demuestra que su influencia en
los procesos de hidrdlisis es buena. En
cuanto al contenido de AR y alcohol
etilico, la levadura cepa recombinada
RH 218 presenta el mayor aprovecha-
miento de los aztcares reductores (1,38
mg azicar/g de materia seca) y mayor
porcentaje de alcohol etilico (0,76%),
lo que destaca la importancia de este
microorganismo en la fermentacién
alcoholica mediante la hidrélisis de pen-
tosas. También fue el microorganismo
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con mayor rendimiento en la hidroélisis
de lignina.

El contenido de celulosa en compa-
racién con hemicelulosa, alcohol etilico
y contenido de azicares reductores de
las muestras en el tiempo 4 analizadas,
permite afirmar que los compuestos lig-
nocelulésicos podrian ser degradados no
s6lo en azicares reductores, sino tam-
bién en otros compuestos, que pueden
afectar o inhibir la fermentacion alco-
hélica, situacion evidenciada por Martin
y col. (2002), en tratamiento de bagazo
de cafia de azicar, que es un referente
no particular ya que no se trata de una
fruta, respecto a lo cual que no se tienen
estudios respecto a material lignocelul-
sico sino a materiales amil4ceos.
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