
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA METROPOLITANA 

FACULTAD DE QUIMICA 

DIVISION DE· ESTUDIOS DE POSGRADO 

"CONTRIBUCION. AL ESTUDIO DE LA FERMENT AC.ION TRADICIONAL DEL GARI" 

( ORI ENTACION EN I NGENfERI A DE ALIMENTOS) 

p r e s e. n t a 

ING. MONICA ALICIA MERAZ RODRIGUEZ 

TESIS CON 
FALLA PE ORiGEN 

0056b 
/ 

Méxlco, D. F. abrll de 1991. 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



I N D I C E 

Resumen 

Introducción 

Generalidades 

Objetivos 

Capitulo L Pr<!ces¡o de acidific_ación de la yuca. 

, LL Introducción 

Ii2. Il1óculcis utilizádos. 

I.3~ Sistema de fermentáción. 

. 4~ E,Sc!}trlniiento dúrarite Ta 

1. 5. F~rment~cio~es naturales .• 

I.6. Selección del nivel de inóculo.• -

-- Ii 7. Inócúlos tradicionales:- Cinét-lc8,~ de acidificaéión con 
' ' - . -

pozol,- yakult, masa fermentada y licor de fermentación. 

Pag. 

3 

5 

15 

17 

17 

17 

18 

20 

20 

21 

26 

I.8. Inócul?s de cepas lácticas de colección. Cinéticas de 28 

aé:idif_iéación con Lactobacillus celloblosus (NRRL-8-184) 

y con Lactobacillus plantarum (APG Eurozym). 

I.9. Consumo de los azúcares totales y reductores durante la 29 

fermentación para los diferentes inóculos utilizados. 

I. 10. Cinéticas naturales de acidificación ádiclonándo glucosá. 30 

I. 11. Resumen de resultados: tiempos de acidificación-y-niveles 33_ 

de acidez alcanzados. 

I.12. Capacidad amortiguadora del slstcmii-de-'r~i"metitacfón>'- - - 34--

I. 13. Ajuste de los datos experln1entales' d~ ác;dli'l~ación al 34 

modelo de Gompertz. 

Capitulo II. Actividad amilolítica durante la fermentación ácida 39 

de la yuca. 

II.1. Introducción. 39 



I I. 2. Definición de la Actividad AmilÓl í tica 

II.3. Actividad amilÓliticapali~ y~ba··fresca ~para 
' -, ··- -· -

fermentaciones inoculadas:. co!l masa f'ernientada y 1 icor 

de fermentación. 

39 

40 

·11.4. Actividad amilolitica en fermentaciones inoculadas con 41 

cepas puras. 

I I. 5. Determinación de los valores ópt irnos de temperatura y .pH~. 

I l. 6. Determinación de los parámetros cinéticos. 

II. 7. Identificación de los azúcares liberados. 

Il.8. Identificación del origen de la actividad amifolítica. 

Capitulo III. Fermentaciones sucesivas y ecología de ·1a fermentación. 

III.1. Introducción. 

I1I.2. Fermentaciones sucesivas. 

III.3. Metodología 

III.4~ Aislamiento de microorganismos. 

III.5. Purificación de cepas aisladas. 

l I I. 6. Morfología de las colonias de los grupos encontr.ados_. 

1 lI. 7. Agrupación de las cepas aisladas en génerps. :. 

111.8. Ecología microbiana en la fermentación-natural de la 

yuca. Cuentas totales en placa. 

: Conclusiones 

Trabajo a.Futuro 

Bibliografía 

Anexos. Materiales y Metodología. 

Anexo I. Metodología de la fermentación. 

Anexo II. Ecología de la fermentación. 

Anexo 111. Actividad amilolitica. 

42 

42 
43 

43 

46 

46 

46 

48 

48 
-49 :· 

49 

50 

.. 51 

53 

54 

56 

59 

59 

62 

67 



RESUMEN 



Resumen 

-Se -diseñó un método de procesamiento _de la_• yuca similar a los 

métodos trádicionáles·señalados·por•LancastE!r (-1982), .Ogunsua et al. (1983) y 

_-:::t~::;1~\\9!Jt·~klt~:~t~~~~.:~:i•:~~¡{-t0~::~jty-~~-~~~~dea:cid::i:itu~~:: 
.exprésil.éiil.'-~b~6 áéi'do 'lácÚcof'.afca~actás él~~¡;üé~.Cié 1:Í'horas de· fermentación. 

Debido a '\13.' .;af.iá,B'úi~a:ci'i; del' -- patrón ';'{fermentativo Xericoritrado en las 

~:~:t~~~~~J~~~~~~J!jtd~;tf :~~~t~~[F"::::::.?':: 
:::::~~::~~=á;·. s~-.--!~~;:v~~t~(f: ,;f~b~~:¿~·e;~:1~L~in;if co~: i~óc~i~5-.' tr~dicionales 
tales como. pozol .yi'ya.kui't;)~;;lllásfat ·;y-;_ ifooi, d~':fér'ínerit,aci6n. y 'cepas puras de 

colección éomo . Láctobac ~11 us plintárum' C APG Eurozyrn l -'repór tada como a 1 tamen te 

acidifl-can~e ---y -;iitiü:Z;;ci.a:-:-' para' pfocei5()5<- de ensilado .de 'vegetales y 

LaetobacÜlus c~iiób};,;~~ (NRAf..-f3.:-ia4) reportada .:()'m~ a'ii;Úolitica por Sribir 

y Cha~ra~<:rt~-- <t~s1Ú ·en ~ivel~s ,de 5, 10 y 2Ó%C~r.D peso. Igualmente se 

l leva~on a. cil.b~ f~~~ent;;ci8lie~ naturales ·a:cii~ioiiii.cta~ ce' glucosa solamente en 
--i;'2y'3Y,'.~¡{~iéi;o?:·_t·---., --.;.- --------~- -

Para l~ ~inéÚcás~ n~tu~alé~ y las :ino~u~:d;J(;()~. pozal y yakul t se requieren 

72 ho~as de }er~~'nt!c1Ón ~&~a .~bt~ner ia'.s cqndic iories deseadas de acidez y 

pH; Para las 'cirié,ti_cas -)noculadas con ficéír y-_masa fermentada, se reduce este 

tiempo y la gluc~sa ;,_dicionad~ a fermenta6iones ~aturales no mejora el tiempo 

de fermentación> Y _para las fermentaciones a las cuales se les adicionaron 

inóculos de cepas puras tales como _L. cellobiosus y L. plantarum, se obtienen 

los menores tiempos de fermentación. 

Los datos cinéticos obtenidos se ajustaron al modelo de Gompertz (Draper, 

1981), obteniendose valores de Pmáx similares a los experimentales para cada 

uno de los sistemas de fermentación estudiados y las desviaciones cuadráticas 

promedio para todos los casos son de 2.5%. 

El patrón de consumo de azúcares reductores, presenta para las fermentaciones 

inoculadas con licor y masa fermentada, asi como para la fermentación 

natural, un aumento en la concentración de hasta 3 mg/g yuca fresca. Los 

sistemas inoculados presentan actividad amilolltlca a las 8 horas de 

fermentación a pH de 5. 3 aproximadamente y para la fermentación natural se 

tiene esta actividad desde el inicio del proceso, siendo la mayor de los tres 

sistemas. No se encontró actividad amilolitica para L. celloblosus ni 



actividad pectlnol í ti ca y sacarol itica alguna en estos sistemas de 

__ fermentación. __ _ 

Posteriormente, se determinaron los parámetros cinétlc;os_,de _Michael is-Menten, 

a 30• C y pH 6. o; que son las condicl.ones ó~timas de ac_tJ.V:icia-d, por inedio de 

la modificación de Hanes-1/oolf obteniendo tina Km:'dé -5. S16 ·~g ~lmidón/ml y una 

Vmáx de 0.206 mg de reductores liberados/ml de é-xtra~to,enz-imático/minuto. 
Se identificaron lós azúcares liberados de- la' hidrÓÚsis del almidón por 

cromatografía en capa fina, encontrando glucosa, mal tosa y dextrinas además 

de fructosa y sacarosa, y por lo tanto es probable que Ja enzima 

principalmente Involucrada sea una a-amilasa. 

Para identificar el origen de la -actividad amilolitica, se adicionaron 

antibióticos para inhibir Ja actividad bacteriana, en sistemas Inoculados con 

5X en peso de licor y en fermentaciones naturales. 

Se encontró que la actividad amilolitica es similar en todos_ los sistemas de 

fermentación, por Jo que probablemente Ja actividad proviene de la yuca que 

libera-las enzimas al dañarse los tejidos durante la_ preparación de la raíz 

para someterla a fermentación. 

_ Durante la_·fermentación de la yuca reinoculada de manera sucesiva con licor y 

- ----masa' fermentada al 5X en peso, se encontró una tendencia- Úger:a al aumento en· 

-~er ni vei- de acidificación conforme aumenta el _númerode. reini)c;ul::,~iq_nes>.:v_ se 

identificaron los microorganismos involucrados, por medio d·e -;{tédfü~,Ll 
microbiológicas clásicas de aislamiento, purificación Y.: agrupa~iór¡·~:dci:5, las 

cepas -• Streptoco9~us y ;,l'e~i~C:cjd~ii; 
solamente. Para la fermentación natural se hicieron cuentas tÓtales_;'en''pÍa~a 

en géneros, encontrando _ Leucoriostoc; 

encontrando que para el segundo día de. fe~ment~ción '~)iJ;~\ ·~~C:t~r'i'~~ 
acidíficantes, tanto cocos como baciilos predominan y fas lE!vad~ras p~rni8.necen 
en un número casi constante a lo largo de la rermentación. 
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Introducción 

El gari es un allmento proveniente.~de, la: fermentación ¡~i-d¡;--dé la yuca, 

cuyas características fisicciqúimicas son pH de 4. O y,_ O. 8_5%. de aCldez, que· se 

alcanzan después de 72 horas d~:-fe~méh~aco_ión:: Posteriormente, la masa 

fermentada se tuesta para obt_ener -J~~ • haÚna '_ qúe, se - consume de manera 

cotidiana con. los alimentes ·en varias regfoné·s-de -Africa.Occidental. 

En torno al gari, se han real Izado- varios __ :est~dios t~ndi~ntes a anal izar los 

aspectos más fundamentales de la producción t-:::ad'iclonal para la obtención de 
, _·, ·. -· '·.·:·, ,· 

este alimento. En. particuio.r, los cambios• bÚlquimicÓs producidos durante la 

fermentación tales comola acicÚfica'cfÍ5n0.:é1 :ie'stablecimiento de una población 

microbiana aéidificante,. el.valor,inut~ícional'y'el grado de detoxificación, 

con el ftn de_ conocer y meJor'ar ie_1 ~éo~é~Ó,.·-;e~anizándolo para proveer a la 

población que· consume est_Éi p~o'd1JÚ07Jél;t•:un•:aliniento higiénico, en cantidad 

suficient.Éi y\:on .• vida ·ele ~~""~~r-~é$-.'{üt"~;) siil riesgo de toxicidad. 

En Nigeria ~artibilar~e1,1te, seh~ P~.ofurÍdizádo ,en estudios rererentes a la 

detoxi;l-caciin ~~ .i{ y~c~l'·y~5'.q~~· e~ist'en evidencias .de que el conte_nldo de 

cian~~oGesfclu'¡{f éfúfr _¿_:r·1_'ei~Sa '.ciir'~ctalTl~nte ligado .a .la ·_a,patlci~ri de 

neuroJ>atí~ a,táxica\'en:''·lá población- c;iis~ro'idora (Ogunsua_éi ai.;;;:: 1983 y 

~:nc;:t~t~e ~:;T;r;11:~~:r~,:.--1;: .;~e.;l:· :;~s;~~to~: :;o~?i _1~,~i~~;;t~t~i~ .~~~ s~---· 
acidificacf6n;.¡ji~ín_icf~bio1ogia{f lra_.'e-~d-eu'cc)t;,1 __ 

0 
__ -~r-·~e}s,,~ª_ ••. _,,_j~_-_;_._'_-__ {_l?a:_iª_~_·.;p{r''_.e_,_ •. 

0
;fdTu __ -~c-rc:~i.~ó·~n,ió_ •. _.nd_.--e! _•_-e_._s\_-a •• _.bª_.o __ ,u __ r·_·_~_'eesnt: 

en la concti'ntración~ªe 'ii:zúc;~ses•: ~- ~ 
olores cara~te:i5{i~os• e!~{. pfbdü~;CÍ~;'xºist~;7i'~rorfuit6i~b qué !;iuelé ser escasa 

. -. -··. ----.. ~::_,J-,- ''':'',.' ,-·;;·:--
';/ contradic_tor~a.':' : · ·· ,-, ·' •;: • - ·;~ -.\>i'.-:' 
Se ha repórtado. en li il"i'.~r~~:ú~~ que' eh;·i~ :fermentación del gari intervienen 

principalmente mlcroo~g~nismos · ;:;.les ~om~ ~acterias lácticas, pero no se 

tiene información de que prevalecen en el proceso 

fermentativo. 

También, se reporta que durante la fermentación del gari existe un aumento en 

la concentración de azúcares reductores relacionado con los cambios de pH, 

sin embargo, se desconoce el origen de estos. 

Se tiene un desconocimiento real de las características del producto y éstas 

sólo las conocemos por la literatura como son: olor y sabor ácido, una 

estructura final granular y cremosa con un contenido de humedad menor al 

inicial debido a la liberación de licor durante la fermentación. 

De la información anterior se desprende que aunque el gari es un alimento de 

consumo cotidiano y se elabora actualmente en forma mecanizada, falta un 

3 



conocimiento básico del proceso de acidificación y del papel que los 

microorganismos' - -desempeñan- -en-e_ este ~ parJ>_ ~.mE)j()rar_ las condiciones de 

fermentación. 

El estudio y entendimiento de '.las:' fermentaciones tradicionales, ayuda a 

mejorar el proceso de- fermentación.y'-Úeva._al desarrollo de nuevos productos 

basados en fermentaciones tr'aCiiC:'ionaÍes, dando como rcsul tado productos con 

mejor calidad microbio_lógica, toxicéiiógica y organoléptica. 

4 
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GENERALIDADES 

EL GARI NlGERÍANO 

Procesos Tradicionales_ de· Preparación de Yuca ·en Afrfoa. 

- - . . - -

En AÚidi.···occidenta.1 se ·consumen -de .. f'orma cotidiana ali mentes que 

resultan .dé fermentaciones lácticas y acéticas .. por bacterias y levaduras, 

fermentaci~;.es alcohólicas por hongos y levaduras o .'de combinaciones de 

ambas. La .. gran mayoría de estos alimentos aún son ·preparados por procesos 

basados enteramente en técnicas tradicionales y con utensilios fabricados con 

materiales tales como madera, fibras vegetales, barro y huesos de animales. 

Estos productos incluyen bebidas alcohófi'cas', .productos lácteos, cereales, 

condimentos, raíces y tubérculos; 

La. yuc;a (Hanihot, spp. ), entre·estos»'úitimo~ :es un:alimento básico en esta 
·- '../ .. ~ - ··;: .. :· ·•· 

reglón ya que representa una f'uent.e - fmpOrtante de carbohidratos, aunque con 
~,?: bajo contenido protéico. 

Esta raiz tiene una corteza e;.t,erl~r::;·~b~~'.sa -y un ·centro generalmente blanco 

y rico en almidón hasta·' en .3si(; c'bnt-lerie. aproximadamente 62X de agua, 1X de 

proteína deficiente _enLamÚiof,:c}dos_' esenciales y lX de materia mineral, es 
.--.- - ''~·-.--:' ~-""_""_ --=o-or·· - -- -

relativamente rica en calciO.,,{'JúaJllfna. C; Se le describe como "dulce" o 

"amarga" asociando esti:ís·· términos-: a la .toxicidad de la raíz por el contenido 

de glucósidos clanogénicos::' La.·c-;ncerltración de cianuro expresada como HCN 

puede variar entre 15 y 400 ;í\ig/kg· dé materia fresca y el contenido suele 

variar específicamente ·con 'las. condiciones ambientales de cultivo y la 

variedad de la raíz, así como':cori la distribución del cianuro dentro de la 

raiz misma, ya que la conc~lláoJ.~i~n d~ ·1~~ glucósidos es menor en el centro y 

aumenta hacia el exterior sÍ~:nJ~i a-~~e(;~~ .~ayor en la cáscara que en las 

partes internas. 

Algunas de las técnicas de procesamiento de la yuca, como es la fermentación 

ácida y la posterior producción de harinas, son autóctonas de las zonas 

selváticas de América del Sur y de Brasil, de donde se introdujeron a Africa 

por el intercambio de esclavos en el - siglo XVI. En Brasi 1 se ·fabrica harina 

de yuca remojando los tubérculos enteros en agua de 3 a 8 dias y algunas 

veces durante más tiempo. El remojado puede llevarse a cabo en agua corriente 

en la orilla de los rios o en recipientes, a los cuales en ocasiones se les 

5 



añade.un pedazo de la yuca previamente. fermentada para promover el proceso de 

acidificación. Las raices se .ablandan y puedeil1 ser prensadas.son la mano y se 
~--- ·~- ·- --~ -

obtiene, después .de secar, una harina de color amarillento y de textura 

gruesa ·l1am~da failnha dagua o f"arhlna puba, con sabor ácido. 

E~ ·.~Af~Tca. se adoptaron los procesos tradicionales de América del Sur, 

derl varidose una árilplia di versidao de técnicas' dé procesamiento de la yuca, 

.obteniendose asi una gran cantidad de productos que ·constituyen una parte 

básica de .la dieta en este continente. /,ctualmente se consumen de manera 

cotidiana una gran variedad de productos que provienen de la fermentación 

ácida de la yuca, tanto e·n forma· ·de . pastas, papl llas o harinas. El 

procesamiento de· la· yuca. en rorma de e_asta. es· un método carcateríst leo de 

Afrlca poco conocido en América. del· Sur, ··en ·.donde se tiene solamente la 

producción de harinas. 

Los procesos para la preparación de la yuca incluyen .pasos que ayudan en la 

detoxlficación. de la ·ralz por· la llberac.ión ·del ácido cianhídrico. Estos son 
• ;e-;;,< -- • 

normalmente ·el remojado en·· donde se presenta la fermentación láctica o la 

f'ermentaciÓn de }a ml3.Sa .·sin remojo previo, además del secado, hervido y 

tostado;qüé sÓn m:t.oc:los comunes en la preparación de alimentos amiláceos. 

En · la s&~ici;t~'-'· t~bia; ;_extra ida Laricaster ( 1982 J, se resumen estos 

pr0 cesos 'y/~~'.hace \i~a ¿laslfica~i6n ten~ii\,;~1,: dé las técnicas tradicionales 

a i~~-é~\Je~~é.·~~~~~e '.fa yuca para su· consumo: 
:,~~" ·.:~NL~··.,;,~,:~:- ~;~i~ :_/ 

Tabh1 1; i~~~g~~i,~ ¡~:d~~iÓn';.í~·~ M p;epar-aci;~ i}~etcÍxit'icac16n de la yuca. 
• . ' ', . " ;e ?:: • • ; -;;,;::: ' _o,.•-.··~ -·e ·e-;;,_ 

• " ,',;_~·:· <, ••' O ~· n,':: 

1. Técnlb~ a:pÜcadfil; no específicas para l;i_ d~Í.'o,;1jí.ciJ'.Í:16n 
· L l. ~d.t~im'int:~ no procesada, (e. g'. donsu~i~~· c~Ü<l~:i' 

1. 2. T~cnicias• de cocción sim¡He. ::••· ·. X': 
. - •. ',·-, 

L 2.1. Hervido· o có.ccl6n aÍ vapor, eti:.· 

1. 2:2. Asado, horneado 

i.2,3. Ff-el~o 
1; 3. -•secaao-i.i• so L · 

1. 3.1. Sin pr6~es~m~ent~ posterioi' " 

· 1. 3; 2. 'C:ori procesamiento posterior 

··· .. 1.3.2.1. IHrerentes tipos-de molienda, desmenuzado, etc. 

t.'.4. Seco.do con aire cal lente (subdividido como 1. 3.} 

2 .. Técnl.~as ~speclales para detoxiflcaclón 

2. 1. Detoxlf:lcaclón por solución 

2. 1. 1. Remojado de las raíces completas o de pedazos grandes 
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2. l. 1.1. Remojado en agua estática 

2.1. 1.2. Remojado en agua corriente 

2:1:·1;3~~-Re-mojaac>~en-a:gua=salada-~ 

2. l. 2. Remoj,;_do d~~p~és .del ,desmenuzado (Subdividido como 2.1. l. J 
2. 1·~ 3;· ijer~l~~.-:·: ··.,·-;.-\- -~,--~:;:·:~/"-;}-~_:· '. 

2; L 3~ l¡:]Hervl~;, s'im~i~ 
2. L.3';2,j He~.vij:lO: s;j~esi vo 

0

co~ cambios d¡; .agua 

2 .. 4:'?rodes6~ ele e>Ctraccióri en húmedo del almidón 

2.1:~~: 1•::ri::~t~acción del .almidón sin gelat!nlzación posterior 

2.1.:~.2(E>:~~ad61ón del almidón con gelatinlzaCióri posterior 
-,,_,--'- -

2.2. Detox!ficá.clón por fermentación 

2. 2. l. Fe~rnenlación nat~ral 
2 .. 2: l. l. Fermentación seguida sólo por lavado 

- ':· - ··.,' '.· 
2; 2. 1. 2,. Fermentación seguida de lavadó ·y tratamle.nto térmico 

Tostado 

Cocción con vapor 

Secado cori afre é0.1 i~f1\e : .;.~~ ••. \ '. ·· · · _. . .. _ . . 

2. 2. 2 Fermentaciones. con us.o de una prepará.c1ón anterior (s.:ibctl vldfdo 
- .. •' ;<·"/:_ . " "¡ - \ i' _;~¡~} :·,: . . . 

como 2. 2. l. l cé _;;,; ,·,~; >:'~ :¿.:,:·.'.';_·e:.',' , C< . 
- -. . _,/~' ·:::t.~~·~ 

~ --~-:.: :· ,;~~·;,·"' ·-W.:;;- • - ,_,, ·- - 7,_·_.,.,_" • º·~:-· ·- ~;. ~ ' '' ··:..: :_:;>~- 2;-;, ~-~-r--· 
En Arrica oé:C:identai J.'ii'5 f'¡i,ig~s·~¡¡.f~ú"ia7t~nt~rai;f5J."'rem'dJa:n'·(eri;aglfa-éiur0.nte 
ó 4 dias. y po~t~~fór{ii~;tes~~-;ra.1~~V~f/ii<líi2i?d;:~ +tiii'~h~a_sl;i'¡;C>r- 'medio.de 
morter-os:· de· .. · .. : . '\'.- , .;''·'' oc- .. -'·>,,.,,.e,,,,.' .. ;o·. ,, • ,, - se elle ce, 

envolviéndola •Z~:S7.s·.~~~"~{~t,[:~f~r![~;~r1~:!_!j~%~i1~~;~E1~lJa. 
A partir de este pr6c~iio 'básl~o y, bp!Í iilgu'n~ ·._;ru:ia~tE!s se t.ieri~n productos 

conocidos como el f~o-,fo() y él ~d~p ~ú'~'o iá~pu' que s~ co~~um~n con sopas, en 

Nigeria. En Camerún se produce a Jiár;tlr;de 'e'~ta pa~~a. el b5.ton du manloc que 

mide de 30 a 60 cm y · tlola.S' c_o_ncióidás'jcorno chlckwange. En Mozambique se 

preparan las chlcanguas mezclando la pasta de yuca con otros ingredientes 

como cebollas, gindungo y sal antes de envolverlas en hojas y cocerlas. 

En Costa de Marfil, el producto fermentado más popular es el attleke, que se 

prepara pelando las ralees, remojándolas en agua y moliéndolas para obtener 

una pasta que se deja fermentar dos dias en sacos de yute y exprimiendo el 

jueo de la yuca, la pasta fermentada se desmenuza y se cuece con vapor. El 

producto final tiene un sabor fuerte ácido y se consume con leche o carne y 

vegetales. Tamb!6n en Afr!ca Occidental se obtienen harinas secando estas 

pastas al sol, dando productos como el lafun de Nigeria y el fuba de Angola. 
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El Gari Nigeriano. 

Similares _a las anferior'es se.tiene ei gari, objeto de este estudio, un 

pl'oduct; prove~ie~te de ia fermentac¡ó~ é.c-ida- de la--yuca ___ y,~el tostado 

posterior de lD. :masa ferinentada; para- _obtener - una> har:foa_;~;de_-sabor á:Ciao; 

- consumido· en. Nigerta por el so:;, de la población '-ºcorilo> cómponente de los 

alimentos cofidia:nos de_ las personas de· b~Jos.'_rec\l!';;os; ·c()~trfl.mycindo en 

promedio hasta en el so .x de la. fngesta <diá¡"ra/de_ calóriils. Se consume 

igualmente en Ghana y también' se- prepár'a t>l\ Camerúri, Slel'i-a. Leona, Guinea, 

::n~:.~ Tsoego~onsume pr~nc'l.~lment.¿ ~~-forma de harina como eba, un alimento 

que se prepara en agua ·hirviendo para promover el hlricharniento del almidón y 

después se amasa hasta -: obtener' un.a masa plást lea, de -- la cual se hacen 

pequeñas bolas que se cocinan con·caldo de vegetales, aceite de palma y carne 

de res o pescado. También se consume- adicionándole agua y sal o azúcar, 

haciendo que los gránulos se hinchen individualmente, o mezclándola con leche 

y azúcar para bebida o simplemente lá harina mezcládo con coco: También se 

mezcla con aceite de 

de pasta ( Lancaster.·, 

Proceso Tradlcio~al· del GarL
0 

.'·"'. . -

·de res .o _pescado y sé consume en forma 

El proceso trácli<'.:iorial -para la elaboración del gari es similar al de 

la farlnha_da_ mai:idloca de Brasil, pero en el c~so.del gari la fermentación es 

más lmportante, ya que imparte las caracter'isticas propias de sabor y olor. 

Se inicia pelando la yuca para eliminar la piel exterior de color_café y la 

capa más externa cercana a la piel. Las rafees peladas y lavadas se reducen a 

partículas muy pequeñas por medio de rallado.en utensilios tradicionales de 

piedra o de madera. Esta masa se introduce en una bolsa de algodón o de yute 

en donde se lleva a cabo la fermentación de manera natural, que dura de 3 a 4 

días y excepcionalmente hasta 10. Durante ésta, es necesario exprimir la masa 

entre tablas o piedras o atando la bolsa a un poste de tal forma de promover 

la liberación del licor formado que en ocasiones se utiliza para la 

recuperación del almidón (Lancaster, 1982; Ogunsua et al., 1983 y Etejere, 

1985). 

La expresión de la masa para liberar el licor, promueve el "lavado" o pérdida 

de algunos minerales, como el 69Y. del fósforo, 65:1. de magnesio, 76Y. de 

polaslo, SOY. de sodio y se reduce la cantidad absoluta de aminoácidos. 
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Asi, la ;yuca alcanza despué-s del escurrimiento una cal Úlad-qÜimica- de 3% y el 

valor biológico f'inal ob!.enidó- pór -el consumo de _este producto es de 2X 

(Ezeala, 1984). Igualmente',: se destruye· eh .su mayor parte la vitamina C 

presente originalmente en lá ;~ca<fr-.:.s/C:a y s_e pl~rde también hasta el 70X de 

los carbohidl'atos solubles disponlbl.;,~ -(Ógullsua et al., 1983}. 

La fermentación se l leva_-a cabo_: a temperatura ambiente, que puede variar 

entre 25• y 30• C, por poblaCiones .heterogéneas de bacterias lácticas y en 

ocasiones por hongos. La_,masa de·- yuca:-en fermentación debe alcanzar un pH 

final aproximadamente de 4. O ± 0.15;: 0.85X de acidez total titulable 

expresada como ácido láctlco·y-una'_hunÍ~dad· final después de la fermentación 

de alrededor del 50:'. pol' la-Útí~ración:idel' licor,. producido. Normalmente, en 
- , ·' :.: :·. '': :.:.;· ,- -·'<- .. ' --~·\'-·'::·. ?., . .' .·._;._. -. - ; 

las etapas finales de . la .férment.ációñ el\ sustrato se agita, ya que esto 

promueve la aparición de G~otrlºhu~ cahttdum ~u~-favÓrece la producción del 
••"'' . .0. . ., ., .- ··, 

aroma carcateristlco de_l P_f()d~§to con:· 1a:,·:-f6í-mación de ésteres y aldehídos 
_, .. ,~~~ 

~~g~~:~:s:t f:~~:n~::;~~- in¡flJ~rª:~~ i;oc~¡º ~imíil táneo de detoxificación por 

medio de Ja enzi~,¡i li!)~~a~~~~;~":~r~~e!~te de ~anera natural en la yuca y que 

actúa cuando el pH es aproxfmailfuíié!lte-5.0. La e!lzlma hidrol!za los glucósidos 
.-, -.. ·, -_·· ·.·. -

cianogénicos _ l!namarina. y lotoaustrallna dando como resultado HCN que es 

soluble en agua' y volátfl (Lancaster, 1982 y Ogunsua et al., 1983). 

Posteriormente, ·esta -pulpa semiseca se pasa por mallas fabricadas con bambú 

para eliminar las fibras más gruesas, quedando solamente granos finos de la 

masa fermentada. Estos se tuestan en recipientes de hierro a alta temperatura 

con o sin la adición de aceite de palma hast_a que toman una estructura 

quebradiza y ligera. Duranle :este _proceso; llamado garif'icación, la masa se 

seca hasta alrededor de ·un 20:t.: de· !t'umedad 'y se tiene una semldextrinización 

del almidón, dando a la h,;inEt ~f" dbtenida un poder de hinchamiento 300 

veces mayor que el del almidónílrt~ln~{ y se pasa por una mal la para eliminar 

los granos más gruesos y se'alniacena (ver diagrama 1}. 

Microbiología de la Fermentación. 

La fermentación tradicional efectuada por las comunidades que consumen 

garl se lleva a cabo de manera muy rudimentaria, como se describió 

anteriormente y sin la inoculación directa del sustrato. Se piensa que los 

microorganismos que llevan a cabo la fermentación provienen de la cáscara de 

la yuca, de la manipulación de las rafees y de los utensilios utilizados en 

la elaboración de este producto, como los sacos de algodón o yute, los palos 
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y las piedras para presionar la masa, las mal las para- separar- las_ fibras 

gruesas; etc.-· 

En _la 11 teratura ·se encuentran muy pocos reportes respecto a los 

microorganisméis •iriv~lucr'a.d.os en la fermentación natural del gari. Algunos 

autores rep0rt:ru1'"qU:e los microorganismos que aparecen en -'el proceso de 

fermentación son: Corynebacter lum y Geotrichum candidum, - que .:son responsables 

de la producción dé ácido y del sabor cara_cteríst~é:o del gari (Collard y 

- Levi, 1959). 

Ngaba: y Lee ( 1979) ,< señáÍari que LactobaciÚus. plant~~um es <;'l responsable del 

olor a gari y en· cultivo mixto, Jos res'pon~;l:Jie~ son L. plantarum y 

Streptococcus spp. Okafor (1977 l.; repo~t;,_ -una-vai-ledad de microorganismos 

aislados de la ferm'entación como Lactoba~illus, Alcaligenes, Corynebacterium 

y LeUcoriostoc, de entre·' los cuales permanecen hasta el final de la 

fermentación en gran número los _Leuconostoc y _levadura_s y aparentemente los 

Lactobacillus no desarrollan un papel p_reponderante durante ésta, ya que no 

estan -presentes en cantidades significativas y sugiere que son los 

microorganismos que permanecer\ en mayor número durante la fermentación los 

responsables del sabor y o_lor caracteristico. 

Componentes del Olor y.Sabor del Gari. 

Se atribuye ·1a produccróh de"~~bo~es en .este _producto a fas bacterias 

lácticas presentes durante· una• p~l-m'e'ra etapa de la fermentación y la 

presencia de aldehidos y és_tere~ 'd.e~ar~éil laclos durante una etapa posterior- en 

donde el microorganismo ~Ctivo es Geotrlchu~ candidum (Collar-d y Levi, 1959). 

Okafor Uzuegbu (1987), 
·._,:: ' ':-'·. ' 
·r-eai izar-on ·estudios sobr-e los micr-oor-ganismos 

pr-edominantes en la fer-mentación de la yuca y analizar-en el efecto de estos 

sobr-e las car-acteristicas organolépticas del pr-oducto, como aroma, sabor-, 

color- y textura; encontrando que Corynebacterium manihot y LactobacilJus 

___ plantarum dier-on el gari más aceptable, así como una mezcla de éstos con 

Geotrichum candidum, Leuconostoc mesenteroides y Streptococcus faecium. 

Encentaron que el metil lactato estaba presente en estos gar-l.s, mientras que 

el n-metil-butirato tenía efectos adversos sobre estas caracter-isticas. 

En otros estudios, Dougan, et al. (1983) identificaron por cr-omatogr-afía los 

compuestos responsables del olor y sabor en yuca fresca y en yuca fermentada 

y tostada, o gari. Comparativamente, se tiene un aumento importante en la 

pr-oducción de volátiles debidos a la fermentación y el análisis abarca desde 

compuestos azufrados, HCN y ácidos orgánicos hasta compuestos volátiles. Pero 
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no se aclara durante qué etapa de la fermentación aparecen ni qué 

microorganismos son responsables de -su producción,-~aunquE¡~ p_udiera deberse a 

la acti vldad de bacterias lácticas y- de_ -G¿ofrlchum ~a-~d~~=~~¿¡,;;-: Ei1 
sustrato. Se menciona también, que las ;i'ra2Ú1as -~-- Ótr6~ ~Ó;pÚ~stó~ 
relacionados son más numerosos para gari •.y ~~ f~rmin J'or" "1a reÍl.Cc1Óll d~ 
Haí l lard que se lleva a cabo durante el proceso éíe '.gii:r"Ífi~aC:1"Ji~. iY :i:e -~~n "al 

. ''· "-~~- _./~·i~~- > .. ~:~~~ --·o'<L producto el olor caracterlstico final. 

Ohochuku Ballantine ( 1983), ldentl.flcan 
. .::< .. , :'..~ 

una - serie" -•de - compuestos 

responsables de olores desagradables desarrollados du;ante la·r~r~entaC:iÓride 
: ..• e . ·;' ., .. -.·;'·_- ,_.,,' 

la yuca sumergida en agua, que aparentemente -se-· utiliza·- algunas .:veces _.Pa!'.ª-
producir gari. Se encuentra el ácido propanólco, acétfc() y' -~¿tan61C::.5 como 

los principales responsables del olor desagradable y se" sepala que DácÚ.lus 

butyr icus libera estos compuestos a partir' de la - fermentación de 

carbohidratos, aunque no se confirma si este microorganismo 'ésta presente. 

durante la -fermentaeión pero se sabe que son debidos- a la acción·: de_-_ una 

población heterogenea sobre el sustrato. 

Cereda y Almeida (1985), identificaron los acidos orgániCos formados;durante 

la iérmentación ácida comercial del almidón de yuca, encont~anoC> ~C1do 
_' ,::,. ·.· ' ~- . ~:_· ; .. :< ·:: !: { . 

propiónico; ·butirlco; acético, fórmico, succínlco y láélfco;.·sinj-atribulr ta 
forinac16n de estos-compuestos a ningú'1 microorganismo en i:-arfftill~~f,.:_*( : 

·-.. -~>·~': -~;;.- . ·:.~··~·::. 

AzúcaresP~escntcs'Durante lafermenlación de lá Yuca y AcÜ;,;ldad;EtizÍ.riáú~~
·~~,. -_ ··~):~-~: ~~~~:;,-- ¡·-~ ·~-~ .. ~-

Las diferentes variedades de jiuca tienen, u~' cont~riid~-' d~f~;!t~~do ele 

azúcares reductor~s; que pued~ s~r de-d6s ~-tfes ·J~ce~;m~~o;.:q~e-~lcontenido 
de almidón (de- Battestl, 'rns{).\~ ~obl~ción cié '!nÚ:r"dbrg~r{Ísl!lcis que llevan a 

cabo la rermentación, se ~~t~ble~.; ini61·;;.1~~~ntÉ! c6ns~~iendo 
reductores disponibles - preser{t.es'- en;'la :;J~~.- tales 

'. ---~::.::.·'·' ,: - --~:_:-,_ ·-
como 

produciendo acidez. ':;~~'.:. ,· _'• -

los' azúcares 

la glucosa· y 

Sin embargo, durante la rer"m~iitaéión. ~acia '_de --- la. yuca se ha reportado un 

aumento en los azúcares rccl~ct6re~:d~':é1;~obl~ de la concentración, desde un 

contenido inicial de 3. 1 mg/g-.%ca'°frr~'ica~nasta 6. 2 mg/g_ durante las primeras 

24 horas de rermentación y qui; cot'nciC!é C:o"n la disminución del ptt-de1·•mectto·a -· 
."),'. -

5.0 (Ogunsua et al., 1983). 

Esta reportado en la literatura la 'existencia de enzimas amiloliticas, 

celulol í ticas y pectinol íticas· :como·. pectinesterasas y pollgalacturonasas, 
'-· .-

propias de la yuca, que se liberan al dañarse los tejidos de la raiz y actúan 

sobre ésta causando ablandamiento, pérdida de la estructura por degradación y 
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Las _ enz_imas presentan una actividad - inii::iai 

pronunciada que disminuye en-un lapso ,de 8-_di'as el; almacenamiento a 30• e 
(Padjáma, Balagopal y Potty, _)98~2· lgu_;lm_c:nte, está reportada la presencia 

dé enzimas tales qoino' - inver,tasa ·ácidá,- <fenllalanina-amonio-liasa y 

-peroxidasa, cercanas a: _los t;?;ftdo~ d~ad~s turitani; Data y Tanaka, 1982). 

También se tienen reportes de_:_ bacterias córi capacidad amilol! tica que estan 

presentes dúr'ante ia fermei'itaéión ':ácida dé· la_ yuca tales como Bacillus 

finalmente descomposición. 

subtllls; Baclllus licl1ehlf~rmiS y BácilÍus cereus (Olukayode y Olusola, 

1987); y otras que 

la 

in~er~ien~n ·en i el · ensilado de forrajes o es tan 

involúcrádas en fermentación de desechos vegetales, tales como . . 
iaétoba~lllus .Cellobiosus Csribir y Cha:krabarty, 1984 y 1986), Lactobacillus 

arÍiylophilus y Láct;bacill~s amylcivorus (Nakamura y Crowell, 1981 y Na:kamura, 

is0n s'é· rñe~dona ·que las enzimas aritilolitl.ca~ so~ liberadas en las últimas 

etapás .del crecimiento de las bacterias (Sribir y Chakrabarty, 1984) y se ha 

-eric~~tr~do:queestas fracciones enzimátl.castienenalta actividad amilol1tica 

estanáo relacionada al descenso gradual del pH dúrante la fermentación 

(Olukayode y Olusola, 1987), aunque éstos·esttldios,no.abarcan el efecto de la 

··a:ctliiidad -ami lol ítica de estos m.icr:oorgani-~mos sobre el proceso fermentativo. 

En la fermentación ácida de la yuca no se reportan cambios estructurales 

importantes como los que causarían las enzimas pectinol i ticas o 

_celu_loliticas, por lo que las amilasas son las enzimas que más interés han 

despertado, ya que se piensa que los azúcares reductores, cuya concentración 

a:umenta·considerablemente durante la fermentación provienen del almidón. 

- Sin. embargo, no se ha estudiado este fenómeno y no se puede decir si la 

pos_i_ble· actividad enzimática proviene de los microorganismos o del sustrato 

·que libera las enzimas debido al daño producido en el tejido por el ralllado, 

siendo el proceso acidificante favorecedor de la activida enzlmátlca. 

Finalmente, cabe mencionar que actualmente se ha logrado la mecanización del 

proceso principalmente en Nigeria y Sierra Leona y se han instalado pequeñas 

plantas en poblados pequeños _Y en vil las para la producción de garl. Esta 

mecanización Incluye la utilización de "semilla" para acelerar la 

acidificación de la masa y disminuir el tiempo de fermentación. Esta 

"semilla" puede ser la masa fermentada o el licor liberado durante una 

fermentación de tres dias adicionados en una proporción de 1 kg de semilla 

por 45 kg de yuca fresca; ambos conteniendo un número relativamente alto de 

microorganismos que producen ácido. En estas plantas se lleva a cabo la 

garlficaclón de la masa fermentada, en equipos que promueven una gran 

transferencia de calor y baja transferencia de masa, obteniéndose la 
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gelatinización y el hinchamiento del almidón. 

Posteriormente, el gari gelatinizado y semiseco, se muele en molinos de 

martillos y se somete a secado en donde, al contrario de la garificación se 

tiene una gran transferencia de masa y baja-transferencia de calor. De esta 

forma se obtiene una harina con un contenido de humedad final de 8 a 10%, que 

la hace no suceptible a la proliferación de hongos contaminantes tales como 

Aspergillus flavus proveyendo a la población consumidora de un producto más 

higiénico y con mayor vida de anaquel. Finalmente, el producto se empaca en 

bolsas de plástico y se vende (Lancaster; 1982 y Ogunsua et al., 1983). 
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OBJETIVOS 

Es de interés en este trabajo, reproducir la f'ermentación ácida de la 

yuca para producir un producto tipo gari, con las características 

fisicoquimicas propias de éste como pH 4.0 y 0.85X de acidez, siguiendo una 

metodología similar a la tradicional con el :fin de estudiar el proceso de 

acidificación, el patrón f'ermentati vo en f'ermentaciones sucesivas, la 

capacidad amilolítica del sistema y la ecología de la microflora involucrada. 

Se propone, como primera alternativa, llevar a cabo fermentaciones naturales 

sin la adición de inóculo, en las que se desarrollen los microorganismos 

presentes de manera natural en la yuca, o que fueron adquiridos a través de 

la manipulación de las raíces, que corresponderán a una flora heterogenea y 

que tendrá la capacidad de acidificar el sustrato, modificando el sabor y el 

olor original. Es deseable que los microorganismos Involucrados en la 

fermentación tengan las siguientes características: rápida uti l lzación del 

•sustrato; toleráncla a bajo pHy capacidad amilolitica relevante. 

'. De,bido, a la natliraleza tradicional de la fermentación, en este trabajo no se 

·'•persigue ·Óptimizá!- el ·tiempo de fermentación. sin embargo; se considera 

·;imj:)Cirt<lfat'e' que este' no sea muy largo y que la población de lllieroorganlsmos 
- '. ' 

'_;éa'':.c;~st:ante en cuanto a variedad, para obtener un producto con las mismas 

caracter.isticas y con la menor variabi 1 idad posible, especialmente en lo que 

: c·se•,reflere. a »1a·' acldez ·final· alcanzada que debe cor.responder a la acidez 
-·-- .. - - -
·--c-áracléristica.del gái'i y ál aroma producido,' qué nO'cte.be' ser desagradable. 

Se definirán la:; características de la ferine11tációJ1, las cuales estan en 

función de las propiedades finales de.! pr()dllcto ;d.eseado; tales como el pH y 

el>ni~el d,e .E\cldez alcanzado así como el' niyi:.1-~;-y·(i~(),_de_inóculo necesario 

para hacer reproChicible ·1a :ferment·~~ió~-~ ~< ¡· . 

Para promover la acidificación, de tal - rÓ.~ma. que -la población que se 

establezca este formada principalmente 'de bacterias acidlficantes, se 

utilizarán varios inóculos tradicionales tales como la masa fermentada y el 

1 icor 1 iberado provenientes de una fermentación natural de tres días de la 

misma yuca, asi como pozal blanco, una bebida tradicional del Estado de 

Chiapas y yakult, un producto láctico comercial cuyo microorganismo activo es 

Lactobacllles casel. También se utilizarán cepas puras de bacterias lácticas 

de colección como Lactobacillus cellobiosus (NRRL-B-184) reportado como 

ami!olitico por Sribir y Chakrabarty (1984) y Lactobaclllus plantarum (APG 

Eurozym) utilizada por su alta capacidad acidificante en ensilados vegetales 

y aditivos como glucosa. 
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Es necesario determinar la secuencia de los microorganismos presentes 

responsables-de -la fermentación -natural, relacionando estos--fenómenos con el

carnblo de pH. Se considera necesario determinar qué .tipo de población 

microbiana se establece en fermentaciones sucesivas, ·aislándolos e 

Identificándolos con técnicas microbiológicas clásicas, determinando cuáles 

son l~s respc>ns;,:bles de la acidificación y cuáles son resp~nsal:Íl~s-
actividad -arn'nolitica del sistema, cuando este sea el. caso. 

• '-'··:,o_ :-:•-'• 

Se tiene un interés particular en la actividad amiloiitica· 
-· --. •'' •-' 

fermentación; ya que se ha reportado en la literatura 'llll auniento:de az·ú~fu.és 
-· ¡ -·· .. -'.-:' ' . ·-... -

reductores durante las primeras 24 horas de fermentación' y cuando er-pH .es 

5.0, desdé un contenido Inicial de 3.1 mg de azúcares/g de yucá fre~~~ h..Sta 

6.2 mg/g, que probablemente provienen del almidón (Steinkraus,_ 1983). 

Considerando que esta actl vi dad pueda provenir de las enzimas propias del. 

sustrato como señala Padjama, et al., (1982) y Uritani et al., ( 1982) y/o de. 

los microorganismos involucrados en la fermentación (Olukayode )' blusola, 

1987; Lindgren y Refai, 1984; Nakamura. 1981 y Nakamurá y Crowell; 1981) la 

liberación y el consecuente aumento en la concentración· de" ázúcares, 

promovería el establecimiento de una población microbiana que prodúce_ ácido y_ 

otros compuestos que le dan al producto características,_propias: 

Es Importante determinar la procedencia de la actividad amiloÜtié:a- y nacer 

un seguimiento del aumento de los azúcares reductores y de la actividad de 

las enzimas presentes durante el periodo .de fermentációh, corrélacionando 

estos fenómenos con el cambio d,e pH y finalment·e, analizar el tipo de 

azúcares reducto:es liberados, 'coÍn; una forma .prellminai'- de identfricación de 

las posibles enzimas involucradas. 
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CAPITULO l. 

PROCESO DE ACIDIFICACION DE LA YUCA 

l. l. Inlro.ducción. 

Debido a que la fermentación natural .. es variable en cuanto a pH y 

conteni,do 'de ':acidez, es necesario definfr un ·nivel de inóculo para hacer 

re~~~c!L~ú:i;Íe 'é1 proceso de acidificación:' . / 

Con< la. utHización de inóculos tafo.s<co.mo· !'a; masa: de yuca fermentada y el 

licor, la.fer~'é~tii.ci6n .se. h:<\c"''..reiíf~r:füc:i';>}ei;Y;, ilis caracteristicas son menos 

varfa~l~~) Y cón'10,' adició~! d~; c~p~'/i:>u2~;¿;(:óm; Lai::tobacillus plantarum y 

Lactóbacillus' ·. é:e116/Ji~~lis·" i'ci~ ~)2~iii'~pof ·ciÉ!)!Jermentación se acortan 
·dr· as· t i··c·am· e·nte. ·.·,• ··•:; .. ·.•.~·· · ;': • .... •:>:: ' . ':.L .. .. < :'•.•,:· · ·'.'.\'2 ' .... - - . . .. ~, . ,-_ .. f)f, 0 ·T~"';,;; • ,,. . , " "' 

El patrón de consürnó ;de ;¡z¿~~r~~ es . s¡~i lar éri ~¡j~a'g'fü~: fe~mentacl ones, pero 

en aqUel las C:d~ b~Joi• ccfhté!hidó!i de ac\de;, se tl~~~fÜri)¡uiri~~tÓ•nótabÍ:e en la 
·'cancerlfra:.clón:~deJ~·ziYéB.re-s __ f.educlOres~ /"'.-~--.:~:-·~:·::_,_: ·7 ;: ·~¡"''=º :_~:_";/ ::dº· '· 

Al aJl!st~ los<~~to~ cinlltiéos al. mo~elo de'.&;;iJ1~~1:.1{'wi.;i~;.que el valor 

de la constan.te de producción de ácido aumént,;. ccinrcí'rme:sa~rn'énti: la capacidad 

de· acidificacióride·los inóculos y elmodelo'es'cap~z'dÉ! ~fedécirla máxima 

concentración de é.cidó obtenida. 

I.2. Inóculos ULilizados. 

Para promover la acidificación de la yuca fresca y comparar con la 

fermentación natural, se utl ! izaron' diferentes inóculos, entre el los, 

inóculos provenientes de productos.f'e~riientados tradicionales tales como: 

- masa f'ermentada de yuca, 

- licor de f'ermentación, ';'.:. ___ ,_- - - ,, 
-=-----.:.......-----~:~--'--

- pozol blanco proveniente del É!ita.cto'de Chiapas y 

yakult, un producto láctico comercial cuyo microorganismo activo es 

Lactobaclllus casel, 

cepas lácticas de colección como: 

- Lactobaclllus celloblosus (NRRL-B-184) y 

- Lactobacillus plantarum (APG Eurozym) 
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Todos los inóc~los .uifllz~é!o; t'~nfan un pH' de 4. o ± o. 15; un Y. de acidez 

~::::~:~~·1, ~~K~,~~~"i~f !~~t~~I~S~:;';::::::;~ 
con poca varlabl U dad::.· .• ·> ;;·' ..... L,'.;t{ ····· 

sehicieronferrnentacion~s dori'pcizol yYaJ<ult Posteriormente, 

peso de inóculo 
• - ~~ <-

para.· co111paí-iJ; líii;l:''~friéticas··de . .,acidfficación 

aplicando 5% en 

con las de masa 

fermentada. Para todos l~~ J'~~g;"iri6d~{'65;;:tal~s 66mo licor de fermentacill~ y 

cepas lácticas de colec~Í.ón'. s~DÜd11~8.ron niJ~1es d¡:, inoculación de .5, 10 y 

20\1 en peso. Tambié~ se r~aÜzaro~ f~rmentacione~ adicionando glucosa á' la 

yuca fresca no inoculada en nt.Je1~~ de' 1; 2'/:3% en P':'SO pru_'a obs~~Jl3.J' el 

efecto sobre el proceso natural:'de:.ác~~iricac!6n: ~:_,',;.~ :··' 
Los lnóculos de cepas lácticas 'puras'·cse .•C:últiva:ron 'en caldo'.: MRS y se 

adicionaron pesando el caldo ~~c~~¡{~fO '.'l~iilita ~icJi~ii- el ;.~i:~~1{; cÍe/l.rióduio 

· deseado. La metodología· de. obtenC:ún: apÚcad16n y co'iiser,/ad'i'6r(de i~6culos 
esta descr! ta en el Anexo LB y ¡,'.C' c'otnp~siciÓ~- de( medio de' 'cuiúvo se 

describe en el Anexo ·u~A:· .. -.~-,~-- -_·. 

L 3. Sistema de . Fermentación 

Para todos los experimentos realizados, se utilizó -yuca fresca 

proveniente de los Estados de Tabasco, Morelos y Veracruz, sobre la que no se 

tenia control respecto a la variedad debido a la escasez de la yuca en la 

ciudad ya que es un cultivo de temporada. abundante en los meses de octubre a 

febrero. Se utilizaron camotes jóvenes de cáscara rosa-café de centro blanco 

y sin fibras, lavados, pelados y molidos hasta una consistencia de masa. 

Esta masa, fresca o inoculada, se Introducía en columnas de vidrio de 20 cm 

de longitud por 1.5 cm de diámetro tapadas en la parte superior. En la parte 

inferior se colocó un tubo de ensaye para colectar el licor que escurre 

durante la fermentación (ver diagrama 2). Este sistema establece condiciones 

de fermentación apropiadas para bacterias lácticas, como sem1-anaeroblosis y 

provee la posibilidad de escurrimiento del licor y su colección. 
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L__J 

.. '.)..,.:: .. __ 

yuca en 

fe:i-Mentación 

pape r fil t.ro 

algodón· 

1·· ······················· l í e o r 

DiagraMa 2. SisteMa de ferMentaci6n. 
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La m;t.;dologia Cie la feflllentación se encuentra_ expliqadª_ en detalle en el 
-- ------- ··-=---=-- -=.=-;;-=---=--=r~-=---·'-'=oo-~ó==_--o=_ 

An.;xo l. C._, así -como el seguimiento de la fermentación y la toma de muestras. 

~ té~nl¿as de ané'üsis se tomaron del 

para ia tcirment.aciÓn: sólida de. la yuca. 

I.4. Escurri.;iéhtodurante la Fermentación. 

c1ss8J 

Durante t¿'~~ ~iai fermentaciones se t~vo ;~¡:)~sc'urrI~erito del licor de 

fermentación, que ;"ri~_ .ctepénde del tipo" de;-in6~~Io -~ú1izado, sino de la 

humedad iriiciial de li iuca ,'que se so~e~e -·~-- f;~~~nt~ción; ya sea natural o 

inoculada-y del fi~b d~ ~ca'utilii'1da::ií::s decir, si la yuca es blanca habrá 

más licor que si ~;~ ~lir{ú0.; :~i:los~cambt~~ sbn suaves o fibrosos, etc. 

El escurrimientb' e'~ d~bidci p~obablement~ al daño de los tejidos de la yuca al 

prepararla ~ar_i.Í._f;;.:merita~lón.; :1~i6l.,;,1mei~te, se pensó que era debido a cierta '-·-. ·--· _, ·. . -· -- . -· . . . 

actividad •¡:>ect;l.noút.ic:a/ sin embargó, se comprobó que ésta actividad 

enzimát:ica•:n~ ~~t~':pr:ésente en éstos sistemas fermentativos como se indica en 
:.- ; .. · ' - ~· . -' 

el Capftulo-:11_.La:cantidad de _licor recuperado es de aproximadamente 12 a 15 
·-- ..... -. --

inl por:35 g de Y\lé:a en un periodo de_ 20 a 25 horas de fermentación. 

El escürri-rniéfltci 'tiene c~mo--~onsecüenci a el "lavado" de nutrientes tales como 

azúcares disp'.;~ibles y minerales como reporta Ezeala ( 1984), as! como de 

microorganism-os_ qüé _en el Hcor probablemente se encuentran en cantidades más 

altas (Ogunsua, et al. 1-~93): 

l. 5. Fermentaciones llaturales. 

El proceso de acidificación durante ·1a fermentación natural de la yuca 

- mostr-ó variabi 1 idad en 10 que se refiere· al pH inicial del sustrato que fue 

de 6. 2 a 6. 5 y excepcionalmente de'- 7~ O; -en el contenido inicial de azúcares 

reductores que se encontró -alrededor de 2. ·5 nig/g de yuca fresca y de azúcares 

totales que varió desde 9.0 a 21 mg/g de yuca fresca as! como en los tiempos 

de- fer1nentación requeridos para-alcanzar la condición de gari que varió de 64 

a 72 horas y en consecuencia el pH y nivel de acidificación final alcanzado, 

debido a la variación de los diferentes lotes de yuca utilizados en este 

trabajo. 

El proceso de acidificaci_ón natural es mas lento que cuando se adicionan 

inóculos directamente y en ocasiones inclusive, no se presenta debido 

probablemente a la variación dei l~ microflora presente y en el caso de 

camotes muy viejos y con gran __ contenido de fibras, por la ausencia de 
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carbohidratos.dlsponibles. 

Cabe aclararque.cel proceso de.conservación deia yuca fresca por congelación 

descrito en ei Anexoi:LA. tiene cforto efecto sobre. ésta, ·ya que cuando estos 

!O tes se ~arÍf~ri1~·~r. dan.ie~vi..cir6~ d~~ante má.s de cuatro se¡n¿inas perdían la 

capaCldac!de'; ;;c:Xci1fi~ii:d'1'6n .nát~ra1Yy l;;act 1 ~ldad. ami lol i t lea. 

A éontinuac16n, en lafigur,a 1 .. se muestra una cinética puntual tipica para la 

fermentaé16n'inatural dé'· yÜéa fresca, donde puede verse que la fermentación se 

inicia a ·ü~·)~H':a~··s;3?~ o:o75Y. ATT, i-ebasa la fase lag en 16 horas y en 72 

. hÍ:mi.s no alganz,h' .• ia:''cohcÚcl 6n de gari. a pesar de que los azúcares solubles 

totales 'se'}bol1su~ein. constantemente, agolándose al finalizar el tiempo de 

ferment;,:ciól1: 

'O 1á.oo 
u 

! 12.CO 
o 
~10.00 
rn 

[J, 8.00 
.:;. 
fil 6.00 

.B 
4.00 ,.9 

Ul· 

E 2.00 
o 
u 
:J o.ro " a: 

m::~·o~[~~c~~~~~~~~~~o-_-0---0~-._~o-_-o-_,;.o-.~~~~--..,7 

::g 1-~'º 0 ,,..-o- o·:AzuC:aras·_~TotOles 
30.:D -"~::\ / .;,pH';, ·•·.···. 

~º· 4~ º-0 ' o.iATT'~;J 
.9 o\/º ---,,"_ 
~º:xi A .... · "0"· ··"'"'· >·· 

~:~1-º~_f_, ~!1.~~~~1 
o.oo . 4, 

o a m. ·2~· ••32•' .<10. • · 'As 55·.· 64 12 
. rí.7'1Pº; e liaros) · 

Fig. 1. Cinética-de acldlflcac'O,ri ~1i (.0:¡ h·~ k'J'r (o )'y dé 
totales (al durante la ferníentaciÓn'• riatur'ái de la yuca. a 

-__,,_,º~·; :-:-< ;-~>.; _:._ __ ; ' -

consumo de azúcares 
30• e; 

·;:;:.,, 

I. 6. Selecdón del tií.J~f de I~6cuÚi. ~ . ,:é 
c ••• :;-"' _·,. • /s_~r;~:·x ~ ~. ?' .<' . 

"• . ' ~::;. 

Para Ja selección deF riive.l' <l~ ·Tnóculo se utilizó solamente masa 

fermentada en niveles-de Tn~6uiaé:i6ri~de~ si. 7, 9, 10 y 20% en peso y en la 

figura 2. A. puede notarse qúe : iun~ue las cinéticas ·para los diferentes 

nlveles·de lnoculaclón se inician a pH ligeramente diferentes, siendo el más 

bajo de 5.2 para 20%, el proceso de acldificaclón para todos los niveles se 

lleva a cabo de manera similar, presentándose una tendencia de acidlflcación 

practl.camente lndlsLlnguible entre niveles después de 24 horas de 

fermentación, periodo en el que el pH decae completamente sin que se 

presenten cambios lmportantes en los dias posteriores. 
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En el análisis de varianza para estas corridas experimentales, con un nivel 

de conf'ianza de. 0.95, no se encuentra diferencia significativa entre niveles 

más que entre -5~y 20:1.~:r10 ·y~20Y., .. pero.nq~a¡;J_ (!!l_tre 5, 7, 9 y lOY.. 

En el caso de 

expresada como ;. ATT CfÍgur~' 2.B;) ,>5~- ob~er~a ~~e no· éxisten' diferencias 

~:_10:':, ·;;.,. ~µe se"J~ician con un importantes entre los ni;;eles s; 1; .9 

contenido de ácido de a1rededor>de o. i3 ·:t .fa acidlfiG~J1ó'n-~s ~imi1ar entre 

niveles durante las primeras 48 harás; que es t~b,ié~'e(i~t~r~<l.10 de tiempo 

durante el cual sé alcanza ei Y. de ~cidÜ ce~i:ario al deLgari{ 

· .• f:;i~¿~S~ili~j§;~~q:~u• ~e;··.:.•n:o; .•. '. 0e,'xtits;:t=,e~.n~d~lif{e: .•• r •. ~.·~~1n~ci~Iiast¡.~.' .•.•.•.•. ·.:sj~1• ..• ~g;inlff;.•.¡11fc~aitiilv~a~}s~:e,:natl:r,~e· ·. v,;;i~ilz~ \ridf¿a nuevamente 

los; ~i~~Í~s de i;.,ocul~ciÓn 5: .7; 9. y ror..::pE)r:~ <si ~xi~'t~ ;dif~rencia 
siii~i~ic~t1~i e~t~~ cu~lq~l~~i cÍe'.;~~tos ~iv~~e~ y 20:!~ encorit.f.arici~ )a ~ayer 
dl.fereneia entre 5 y 20Y.. 

Sin embargo, en la figura 2~i:. ;se pre~enta gra.fi6ada la_aclcjez prciduci.da 

Anexo I.D) para todos los niveles de inoculación utilizados; ·se"~ofa"qJ~ el 

proceso de producción de ácido du~ante las primeras 24 ho~as es similar para 

todos y solamentE) se tienen diferencias eri el ácido. producido al ~l1riiliiz~r el 

tiempo de fermentación. Para estos ·datos el análisis ·de ··varianza indica que 

no hay diferencia significativa entre ni.veles. 

Al comparar estas cinéticas con·una fermentación natural se observa que la 
·'::.· 

inoculación directa de la yuca fresca·. pi:;omueve y acelera el proceso de 

acidificación, disminuyendo ef ·,t'lempo '-:para alcanzar las condiciones 

requeridas de pH y acidez. 

A partir de estas corridas .. experil'lentales, al comparar el efecto de los 

niveles de inoculación sobre el proceso fermentativo y tomando en cuenta los 

datos de acidificación reportados por Ogunsua, et al. ( 1983), asi como los 

resultados del análisis estadístico se seleccionó SX como el nivel de 

inoculación apropiado para reproducir el proceso fermentativo similar al del 

gari. 
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J:¡~· .' ~:-:·. 

r!g.3 •. A.,B.,C;,D ... y~~.'c;¡~~tl~~sde'.i11i'0,}ATT para la fermenlaclón de la 
y1<ca a 30• e con dos 'c'oní:lfciones· lnlclales·.de fermentación: ácida y neutra, 
inoculando con masa fermén.tada :en :r.1 vé)es 'de inoculación de 5, 7, 9, JO y 20?. 
en peso. 
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Cabe mencionar que con la inoculación también se encontró menor variabilidad 

en las caracteristicas finales de acidez y pll del producto y en el aroma 

desarrÓllado, que era agradable, ligeramente ácido y ligeramente afrutado. No 

se notó un·cambio notable en el color y la textura de la masa fermentada, más 

qÚe __ u~a.· dismi_nución"·_.;n el contenido de humedad debido al escurrimiento del 

·11cor ·de: .. Term.éntá.ción, obteniéndose un contenido final de 50% 

apr;oxim~drJneri~~. 
,..- ~- .· .- '>.,,i·,:¿.. ·-f~,f· ~Y',~:'.·~ 
,-;~~u> ~(:;, "'.;'.<". ;; . .:;,,- , .. ·'.,~·;~ "~~-:·, 

.•·.~~~íMJ~lil~1f ~~~~~~::~:·· :::;:::: ";:;:;,;:.;:::::~:::'.:;: 
· i~Íci~í ~b~~~clh f~~;nentación . 

. ,., 
::/' "-... ~::~ - . '!·~ 

En· est·e ··s~nt:."i.do se· llevaron a cabo corridas experimentales con los mismos 

nh,eles de. inóculo 5, 7, 9, 10 y 20% y con el mismo inóculo, masa fermentada, 

considerando dos condiciones iniciales de fermentación: una condición inicial 

neutra a pH 7. O, que se obtenía adicionando Na.OH 2ll a la masa de yuca y una 

condición inicial ácida, al pi! naturalmente alcanzado por la adición de 

inóculo que varia para los diferentes niveles desde 6.2 para 5% hasta 5.3 

para 20%. 

Para observar. las- dtferen~i;,_s en el proceso de acidificación entre 

condiciones.: Y.·I?iveles, 'la acidez .en. las .figuras que se presentan a 

continuación, .;sta. ~xpresada é:o~o · 1a. acL~e'z producida (figuras 3. A .• 8., c., 
D. Y E.). 

En estas puede apreciarse que las cinéticas de cambio de pH y producción de 

ácido, siguen el mismo patrón fermentativo para todos los niveles, por lo que 

se considera que un pi! inicial diferente al alcanzado con el nivel de inóculo 

deseado no tiene gran influencia en el proceso de acidificación, y que es la 

adición del inóculo el principal factor que promueve la fermentación. 
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. _. ,: ---. ·' 
I.7. Inóculos Tradicionales. Cinéticas de Acidif'icación.i::on Poz:()l,,:Yakull, 

Masa F'erJ11<mta.da y L_icor __ .de Fermentación. 

~ __ .-._ ----- ~- ... ·:_'e/·';.-~ 

Al dctermlnar el nlvel mínimo de inoculaclón riecesá.~1Q':;~parfi;·ri?procÍ.uclr 

el patrón re~fllerit~tivo similar al del ga~l. se creyó ~eée~~fo'~:ir~~bo~ill- el 

efecto de e,;;t~ rú.)~1 de i!loculación en yuca utl lizancÍ6' (){~() ;kfj)ó;·d~· lnóculos 

tradicionaf~st~ie~:como pozol y yakult. · < \;:é '-
En la rlgura 4.(se muestra: l.a cir.étlca de acidlficaéióri (% A'fTl' y el camblo 

de pll eri rermentaCiories de 3 días lnoculando con yakult y .con pozol a un 

nivel de irío~ulhclÓn de SY. en peso. Observando lascúsva5.de•acldlficación se 
,¡· 

hace 'evldente qlie s~ !nielan practlcamente a los mlsmós íiiveles de acidez, es 

decir, 0.12% de ATf y p!Í de 6.2; y al fln~li~ar.el·;_tlempo de fermentación 

ambas alcanzan·un.pll Ónal .. dc 4.2 aproximadame!lre y o;'~-Y.-de ÁÍ'T. El erecto de 

la adición de ~st~s, lDÓf~frs :es .'?,ºmé~°:~-~~"Kv;~S~ff~ ~e la inoculación con 5?. 

en peso de masa• rer:me'nfad~.; '" ¡::· ·,1;i;•, ;:;., 
~ .·l: _· _<:,.;·~-' . ·~.- . ~ i,~~; ';~~)·· >;.~ ' j·.~ 

Al compr:obar: el efecto del nivel de lnóculo seleccionado y par:a obtener: 

información más pr:ecisa de las cinéticas lnoculadas con los inóculos 

nor:malmente utilizados en la pi:-oducc!ón del gar:i en Niger:ia, como son la masa 

de· yuca 

(Ogunsua 

previamente fermentada 

et al. , 1983) se 

y el licor liberado de la rermentación 

llevaron a cabo cinéticas puntuales de 

acidificación utilizando los niveles de inoculación de 5, 10 y 20Y. en peso. 
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La 1noculación de la yuca 

natural;- -presenta-una 

101. y de 2 horas para 20%. 

horas, 

_ut1i1zando licor como 

lag para 5, 10 y 20X 

manera 

24 

en peso, 

se -ue-nc :que las fases 

horas resp?ct1vamente. La 

- condición de garl se alcanza:a ,las 24 horas de fermentación paái.-51., a las 20 

horas para lOX y a las 16 hCl;as p~l'~ 2cl~ l~lguras 6; A~ y 6. 

o 6 z 
a> A_ 10 % 

--:g o.o 

.,3 

ü 
a: 

2!l 2• 

Tlarpo et-oros> 

Flg.6.A. ,6.B. C1nética de acidificación de yuca a 30• C util1zando licor de 
fermentación como lnóculo en niveles de 5 (o), 10 (A) y 201. (e J en peso, 
comparando con una fermentación naturai" C*l. 
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Comparando el proceso fermenlaj;ivo __ pa_r;3' __ '11'1b~!'~~i-ll~':-t1l~;'_o_c__se nota que el tiempo 

de fermentación para _alcanzar : la condición gari se acorta 

considerablemente para ele licor',i requi~iéndo tan de 24 horas. que 

Esto probablemente es 

llene el 11 lavado" de 

~-¡.·_ .... ·.~-~~- :;,~,~.·~ ~-:::~:, 

I. 8. Inóculos 
Lactobaclllus 
Eurozym). 

. ~ "~~~','.'. -.\ii·: ·.:_:,:·f .. :.,:-J.· 
de_ Ccpas\Lác_ticás:-'de _ Ccilecéión. Cinéticas de Acidii'icnción con 
celloblq,s:~,s::~'(~iµu::i;!J.:.:194).~y con Lactobacillus plantarum (APG 

'" ,, ' J·'~}· 0,-',• • ·:,,;--.' 

., -'.:;'.} ,' ;-·~r~>. :{fi{'.- _'.-~~~> 

Inoculando\ c~~ 2'~{rc;~[1:b):ti~~s• ~~ presenta la fase lag de 3 horas para 

:::~2Di2~!~~IM~t3l~.E¿¡:::::~:;::~~::.:~~:~:;':: 
·:~- --:.:-~?:-> :ei,,:;-~:: L";~. ·"~,._.- .-,.~. ,,,. -r>·· 

T 1 erre:> (rores) 

Fig. 7. A. , 7. B. Cinét lea de acidÍflcaclpn d~-- :yuca a 
celloblosus (NRRL-B-184) como lnóculo en niveies -de 5 
en peso comparando con una fermentación natural (:¡t<). 

Tlenpo ch,rool _ 

30• ·e iitllizando L. 
(O), 10 (A) y 20% (O) 

En el caso de L. plantarum, las fases -lag fueron de 3, 3 y 2 horas para 5, 10 

y 20% de inóculo, respcclivamente. La condición de gari se alcanzó en 8 horas 

para 20::, 10 horas para IOX y 18 horas para 5%. Se observa en las figuras 

8.A. :y 8.B. un proceso de acidificación particular, :ya que después de 

concluida la fase de acidificación rápida, el proceso decae ligeramente y 

vuelve a aumentar. Esto se explica en la siguiente sección por el patrón de 

consumo de azúcares. 
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Tlenpo Cloros) Tlerin Clnras) 

Fl¡¡. 8. A., 8. B. Cinética de acidificación para yuca a 30• e utilizando 
Lactobaclllus plantarum (APG Eurozym) como . ·inóculo en niveles de 5 {O), .10 
¡.o.) y 2or. Cal en peso, comparando con uná. fermént<Í.ción natural !-*l. 

I. 9. Consumo de los. Azúcares Totales y Réd;_,d:to~~s Durante la Fermentación 
para los Difercritcs Inóculos Utilizados.~· :.~ . · ·· . 

El palrón de consumo de los azúcareii(dlsporii bles totales· durant'e la 

acidii'lcaclón de la yuca es siempre cleicendtnt'~ cci~o;pu~de •vers~ ciaramerite 

en la figura 9. A .• aun~ue no l leg~n a a:iotátse~.·to~~i~#nt~t cuandCí se utTliza 

como inóculo licor de fermentación y. e.n .1i;,. ffgu;~ s:a.:imasa 

ºo 12 1n,, .. 20· 2.t za. 32 3J .io · M .te IZ I!! 20 2.t 28 32 

·Tfcnpo Clnr""l TIGnf.O Chores) 

Fig.9.A. ,9.B. Cinética de consumo de azúcares totales para fermentación de 
yuca a 30• C !no.culada con 1 icor de fermentación y masa fermentada. 

29 

:~~: ~~~·:: <:· 
\·:-.··· 



Sin embargo, para los azúcares reductores se tiene un aumento en la 

concentración entre las 4 y 8 horas para 5, 10 Y 20Y. en peso de masa 

fermentada y a las 16 horas para Ta0

-fer'mi;ff\:tatión-0 natura1-, - como puede verse en 

la f!gura.9.C. v=.:en el 'cas¡; de;la:5-fermedta~ton~s inoculadas con licor a los 

mismos ni~ele~ Cflg~ra ~.D), el au~~nio ~~ ~~~s~nta a las 8 horas, indicando 

la acÜvid;.d_ amil~l Ú.ica en est.o~->~¡~fe~a~ de ~~rl!'entación, que se trata en 
· .. :·!.·... ·;:~i~' -·(,_ 
• :.:Co'·,· ~.- • • --!'-.e- -,_ "'' 

4 10 % 

o 20 .z-

00~~-a~_--,_-,,'-z-_::-,,~e-ro'---_:_-2 ... •;'"';_;-~23 ... --',"'_:iz'--'--:11"'-~'°'"'-,--~.,-'---',a 
'''° ---~ h1;;;;.;-~~;.;.,-~: ''.'-' 

-- -:/~~.-~~ ·--~1.:i: .,- '.o;.s~ '-·''.'.·,.,: 
Fig. 9:C y 9.D~ _Cinética de azúcar_es redticto~~i'.J;¡;a,i-~'J~-¿~~~Eifü.ii6t6k deº> ·la 
yuca a -30_• .e_ inoculada con masa ferme:nt::i-da -y co'n -.lfcor'-'de':'fe-r'mentáclón. 

- '----·, :"' ,;;-..- ~:-~:_?.'3 '~.;?·:;:::~·L·:,:. :_~,~-~~-~;~,;~_,., -:·:o:-: '::1·.JJ ~ 

Para ' los: irióc~Íos como L. P·~_-•a-~t1!6-Ynbld_~e~_u __ c.~o:.nrs.··u~;m~~o·-_-_-º_._;_,d.~e:~t_-_--_~ah,~zgu.~ctra'.~rfe<sºc_'._otno'.t_--_~aulse_s- reesspescimt iivloasr 
niveles M ,in~~llla~iÓ~;; e'l • 

al most~adb ~~t~~io~~í:lni.~, -- ;pero ~';;: 5~ ·-:~~~:~~'i-.t~ ~} aumento en azúcares 

reduc_tor:es- (~ig'llraii 9~~- ,{~F.1 ;'.(c;;'~{;~;i:{{I¡;:~-- ' 
-·<~. ··-~·" •'o;- .·:,~;"/:-/~_;:.:. ';,"-;:;f\ .. :' ~~;{~ ~ « -,,:'',; 

~:.·;;-,' --~':.;· .. -~''".~--- . ·:,<,·~--~:,~~'." -.¡~,: //__~.:~;:. 

I .10. Cinéticas Nálú~i.'.iestdc,/AcÜÚ.ficai::ion adicionando Glucosa . 
. -" ,, _ ... ~. -,-_.··-:- :,_.'.~:· --·~i,;._p -\.::'4/.:' -~~-':-::. :{~;:_,_-~:~- --

··~ ' <-:-~- Tt -~-??:.:,- ,.;<. ;;:_;: ,:fL;' 
En-las ·cil1éticas-;\,:!(::hai;'º1cón' yuéa fresca adicionando glucosa en niveles 

de 1, 2 y -'3ic-'eri-- -peso, :no ::s~-- aprecia una diferencia significativa entre 

º-niveles:c·(f!g--10. Á.0
,- 10. B. y 10. C). El pH desciende de manera similar para los 

tres casos, teniéndose el máximo entre las 8 y las 12 horas y posteriormente 

la curva se estabiliza hasta alcanzar un valor minimo de 4.2. 

En el caso de la acidez, se nota una fase lag de 8 horas y rebasando este 

periodo se tiene un ascenso continuo en el contenido de ácido, alcanzando en 

48 horas un nivel de acidez que varia entre 0.65 y 0.8%. 
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·<•.-.·r1.tj:., (rorool_ 

Fig. 9; E. y 9. F. Consumo de azilcar~s re:ducfbrek y azúcares totales para 
Lactobai:illus cellobidsus eri niveles de· inoéulaéión de 5 •(o), JO (AJ y 20X 
(O) en· peso. 

12 16' 

-Tla:¡:o (rorooJ _ 

Fig. 9. G. _ y 9. H. consumo de· j~i:ar~s ;eJJ~·t-~r~i;: y :z¿cat"es totales pat"a 
Lactoba:cillus plantiirum -<m•.iüveles de inoéulacl6on de 5 (o), lO•(A) y 20% 
(O)_~enpeso. 
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Fig. 10. A., B. ;:, C. clnét :de. pH, Y. Acidez Titi.Ílable y conswno de azúcares 
totales para la fermentación. nátural de la yuca a 30• e a la que se adicionó 
glucosa en tres niveles 1 (o), 2 (.C.) y 3Y. (o) en peso. 
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El patrón' de-- consumo de azúcares es si ml lar para los ·tres casos, no 

encontrando , dilerencias importantes más que en Yos valores~-1nic!ales de 

contenido de azúcares totales. En 48 horas se alcanza. Un _valor f"lnal entre 

9. O y _12. O mg/g de yuca fresca, que continúan consumiéndose. Es notable que 

aún.,;col'l ·'lá. :~di-clón de glucosa, no se tiene una acidificación mayor que la 

ericontr:ada.' ~on·1a. ~pÍ.Ícacfon de' otros inóculos, y el patrón de acidificación 

es similar< Probablemente el factor controlanle sea el ácido producido 

present_e, _que inhibe la utilización de los carbohidratos diponlbles, asi como 

_la .baja población microbiana existente en una fermentación natural. 

I. ú. Resumen de Resultados: ·Tiempos de Acidificación - y Ni ve.les de 
Acidez alcanzados. ._., __ 

·:<, 
' ·,- ;· .. ~ 

En Ja tabla slgulerite se muestran resu~ldos il~ iiem~()s~iá.proxl~ad~s de 

fermentación y de duración de fases lag de ios tii~efe~'t~~:;;I~~c~i~~ y ritveles 

descritos anteriormente, así .como los v0.tores'.;g~~~r y';y:{jJÍT-±"Í:alcanZ:aélos al 

finalizar el tiempo de fermentaciqn. ··- '''. ;!~' .'~,Í ;:_:· -~~-L:_~.;, ¡}{ 
- "'• ·;.~;".'. :, J> .-.~~)t~ ~ :·;~.t ;:j.···: ~;j:f¡¡. _: <-t,~~t- '-:. 5: )· -~~-~:::(: -~ 

TABLA 2. Comparación de ]'ieÍnpos p:r~· ~i~~~~a1f~n~ót_1c··-~u;fl,!ods·~-n-~-éy.~_I_,d·_~1~~f·~e·~r~;_~e~n}ti_._-e~,t_::·sg .. -_.·~_-_: ____ ._'.·n~_'.1~··v;:e:el}e'····s.1.'~ 
fermentación de la_ yuca uÚli:z:;,;ricl~ tiiiererlf~~ _ . 

, - -r.-.:: , , -, • ;\'..::::: . :o:· - :~}:; '-'·:',;_._ :;¿~;~·-·,. 

INOCULO l!lVEL (:l.) FASE -LAG- (il~s:í . .,. C()HD; ;GARJ;.lllll~:i 'o-.--, -- \"_pll :_Y " ATT 

Natural _,~4 a"-·72 4.".86,0.87 

Has a 4t 4..50,0.82 

30 4.2S,0.85 

24 4.25,0.85 

Llcor 24 4..84,0.87 

24 4.40,0.88 

16 4.53,0.85 

L. p 1 ant.orum. s 3 20 4..15,0.90 

10 3 10 4..36,0.87 

20 2 0 4.35,0.82 

L.ccl lobl.osus s~-- -- 6_ 12 4..29,0.87 

10 3 10 4..41,0.03 

20 2 e 4.37,0.86 

Glucosa 0 mas de 40 4.24.,0.77 

2 0 l!>aS de 40 4.31,0.69 
3 0 mas de 40 4..46,0.62 
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En la tabla-antcfr'lor p;,edé_ notarse que el aumento en el nivel de lnóculo y el 

uso de lnÓculos de -~epas pura~ acortah n~tablemente el tiémpo de fermentación 

pa,;-.a al¿anzar 'la eofididlón' de garl. En el ca~o de las fermentaciones 

gl~cos~. Tosi. tiémpós requeridos son c_omparables con los 

tiempos de las fermentaciones lnocUladas con 5% de masa fermentada 

I.12. Capacidad Amortiguadora del Sistelll3 de Fermentación. 

Se observó también la capacidad amortiguadora en estos sistemas de 

fermentación, debido probablemente al grado de disociaCi6n de los ácidos 

orgánicos presentes durante la titulación, que se traduce en crunbios mínimos 

de pll aunque el contenido de acidez aumenle. 

Como puede verse en la figura 11, los sistemas de fermentación no alcanzan 

niveles de pH menores de 3.9 a pesar de que e_l contenld? de acidez es mayor a 

l. 25%. 

5.&'.l 

4.EIJ. 

. 
i.;~ 

i¡:~ a ,, 
• •o 

•o .. 
"c. . " 

'• 

··ircc>r 
;; í_:;:¡;1~lórLrn .. 
0

_¿·,L~,~~t-1~ti)6_~~0 · 

3·f§.oo 0.20 o.4o • o.ro o.eu 1.00 1.20 1.40 1.00 

Acidez Tolo\ Tiluloble 

Flg. 11. Relación entre pH y X ATT para la fermentación natural de la yuca 
(*l, y para las fermentaciones inoculadas con 5% en peso de masa fermentada 
(O), - ! icor de fermentación (a), L. cellobiosus (A) y L. plantarum (Q). 

I. 13. Ajuste de los Datos Experimentales de Acidificación al modelo de 

Gompertz. 

Con el fin de describir los procesos fermentativos, los datos cinéticos 

obtenidos durante la fermentación de la yuca con los diferentes in6culos y a 

los diferentes niveles de lnóculo, se ajustaron al modelo de Gompertz 
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(D¡-aper, 1980, ·que desc¡-ibe una dispe!"s'ión. de puntos de :fo¡-ma sigmoidaL El 

e'cua~16n dÍ.:feI"enclal de c¡-ecimiento 

;!}'.· ' ·.·· . 
•· • w >~;'a :~~¡)•(-'~ exp -kt. l 

cuyas unidad~s''SC>n'.'cte~·C:O'nten'i'dC>i'cÍ~ ;;,:cid~z en poI"ciento, f3 no tiene unidades 

pués · es úna. \C>n~G.nf~ ·de U:~t~s'I":c~ió~;. y.·. k en hr -:1. es .. una· constante de 

~:::im::;:;~ tLnt ·las .;:~~º~reci'.~ªe.dx·._eps··•_.•·(·····~_-/3e_:_ .. l"·nYº __ ·_.c:.usaen._l"_.d··~ .. •-º···._._ª_·._••-·_ .. ·tI= __ i_~_-.-.. ~_é_· .. ·.•.t ___ · ri·bo.ci •. ~ .• n (ll ;punto de 
inflexión ~/cu~ndC>~'t '.= o,f ~ ~! . . . . ~ - ;'/f'j Por lo que uria 

rá¡-ma el~. ~xire~~r ~st~·m6~~16'. esi . .,. 4 . .,. ;~f ~i~{ i 

i :·: .· . . . ·• ~;~ • ·-·~; . •.· -~ .,,;" '2:·.;~ .:.:.~. º¡~· . 
. P ;; Pmax exp J~/3 ~xp lit) '. q · ·· 

y a queda exp¡-esada como· la: máxima if:ciduccióri ~~- i~~ciJ~to. En geneI"al, el 

valoI" de las constantes del modelo haéen va~i~I" .. los cpuntos a pa¡-ti¡- de los 

cuales emanan las cu¡-vas generadas, es deci¡-, paI"a valo¡-es dados de f3 y 

vaI"iando k se tiene que las cu¡-vas emanaI"á.n: de un solo punto en el eje y; 

fijando pa¡-a ci y k valoI"es de 1 y pa¡-a_dete¡-minados valoI"es de /3, los puntos 

de donde emanan las cu¡-vas, va¡-iaI"án a lo la¡-go de ambos ejes. 

A continuación se listan los valo¡-es de las constantes típicas del modelo de 

GompeI"tz, asi como los rendimientos globales Yp/s de las feI"mentaciones pa¡-a 

los difeI"entes niveles e inóculos utilizados. Estas constantes :fueI"on 

obtenidas minimizando la suma de las desviaciones cuad¡-áticas entI"e los datos 

expeI"imentales y el modelo, y la minimización se I"eal!zó po¡- medio de un 

método tipo l1aI"qUaI"dt ( IMSL Llb¡-a¡-y, 1986). Las desviaciones cuadI"áticas 

pI"omedlo pal"a todos los casos son de 2.5X. 
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TABLA 3. Valores de las constantes l1picas del modelo de Gompertz para la 
f'crmentación--de" la~yuca.~-

fERKENTACION 

Natural 

Hasa Fermentada 

SX 

lOX 

20X 

L.lcor 

SX 

lOY. 

20X 

_lOY. 

20X _ 

L. 

lOY. 

Glucosa 

1Y. 

2X 0:7471 

3Y. 0.6348 

Como puede verse eh la tabla anterior, los valores de Pmáx calculados por el 

modelo se aproximan a los valores experimentales de máxima producción de 

ácido, y los valores de B disminuyen conforme aumenta el nivel de inóculo. 

Puede observarse que el valor de k aumenta notablemente para cepas puras, que 

muestran las más altas producciones de ácido particularmente con L. plantarum 

y estos valores son comparables para inóculos tales como masa y licor. 

Es decir, a mayores niveles de inoculación, el proceso de acidificación se 

acelera alcanzando al las concentraciones de ácido en tiempos más cortos. 

Igualmente, se nota que el valor de ~ aumenta en el caso de la Inoculación 

con cepas puras, particularmente, con L. plantarum. En la tabla 3 puede 

apreciarse que los valores de ~ presentan cierta relación entre niveles de 

Inoculación, ya que el valor de B tiende a disminuir conforme aumenta el 

nivel de inóculo, pero no guardan relación entre lnóculos. 
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La figura 12. A. -muestra ef ca}uste e de - -la - curva experimental y la curva 

generada con los datos éalculado-s de una fermentación inoculada con licor al 

si:. 

e 
u .. 

e 
u 

Tll:it .. PD tHR B.J 

inoculada 

rr.i.o eso.o - _ _ ?C.c 

TIEUPD IHA&aJ 

licor de 
modelo de 

Fig. 12.B. Cinética de acidificación para L. celloblosus comparando con la 
curva de ajuste del modelo de Gompertz. 

De las gráficas anteriores se aprecia que el modelo se ajusta a las curvas 

experimentales obtenidas con los inóculos ull l lzados aún aquellos con gran 

capacidad acidif icanle como las cepas puras. 

Resulta claro que el modelo de Gompertz es válido tan sólo para representar 
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un grupo de datos experimentales en forma funcional, pues se trata ºdé un 

modelo fenomenológico. Sin embargo, con _este modelo se -pueden hacer 

predicciones cualitativas del fenómeno en cuestión,-_ en. este caso, el patrón 

de fermentación y sus parámetros característicos, asi como -interpolaciones 

entre niveles de inoculación. 
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CAPITULO II. 

ACTIVIDAD AMILOLITICA DURANTE LA FERMENTACION ACIDA DE LA YUCA 

II.1. Introducción. 

De Battlstl et al. (1981), señalan que eF con.tenido de almidón de la 

yuca es dos o tr-es veces mayor- q\le el co!ltenido de azúcares reductor-es 

dependiendo de la var-iedad. 

En los sistemas fermentativos estudiados· en este tr-abajo, se encontr-ó que 

existe un aumento en la concéntr-ac !Ón 'de· "azúcar-es r-eductor-es en las 

fer-mentaciones natur-ales y en las fermentaciones inoculadas con 5% en peso de 

licor y- masa fermentada. Debido a que la actividad enzimática pr-esenta gr-an 

dependencia con el cambio de pH, este fenómeno no se tiene en fer-mentaciones 

con niveles de inoculación mi.s.altos o·inoculados con cepas pur-as que tienen 

gran capacidad ~e pr-oducclón.de ácido. 

Se cree que el aum·ento de azúcares Teductores .en la fer-mentación es debido a 

la hidr-ólisis ·de almidón por ami lasas y· aparentemente, la actividad 

amilolitica. es endógena de .la yuca y las enzimas se liberan al dañar-se los 

tejidos dur-ante la preparación de la raíz. 

II.2. Definición de la Actividad Amilolít:ica. 

. ' . 
Para cuantificar la actividád ámilolitica en las fermentaciones que 

presentaron aumento en la concentración de reductor-es, se prepararon 

extr-actos crudos de yuca fresca y con estos se determinó la temper-atura y pH 

óptimos par-a la exhibición de la actividad, se deter-minaron los par-ámetr-os 

cinéticos del modelo de Michael is-Menten, se identificar-on los productos de 

hidr-ólisis y se determinó en forma cualitativa el posible origen de la 

actividad amilolitica. La metodología implementada para la cuantificación de 

la actividad en estos experimentos asi como para la prepar-ación del extracto 

crudo enzimático estan descr-itos en el Anexo III de Actividad Amilolítica. 

La actividad para estos sistemas esta expresada como la cantidad de extracto 

crudo enzimático que libera micromol de glucosa por minuto bajo las 

condiciones de reacción, que son 30• C y 20 minutos aplicando extractos 
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enzimáticos crudos a soluciones dc--almidón~ puro con una concentración de 10 
- --=--=--'---" - -·- - o-~, 

mg/ml. . --- -
Cabe mencionar que en estos sistemas ·de.'fermentación no se encontr6 aclividad 

pectlnolitlca utilizando '.'olucl611e~ de'peC:úll~ ~{;omglml: ni se encontró 

actividad sacarolitica: utúi;ancÍ6 ~oluifrones';de sacarosa _de 1 mg/ml a 30· e, 
para Jos extractos enzlmáLipos mencioná.cia~ anté'Hormente, que como sefialan 

Padjama et al. ( 1982) y Urilaní et al. -- (1982) .- son act1 vidades propias de la 

yuco. al dañarse los tejidos. La presencia de actividad pectinolitica 

contri bulria a la explicación de: la':_ Hberación del licor de f"ermentación 

señalada en I.4. 

II.3. Actividad Amilolítica para Y~caJfr:iscá.;y pa,ra _Fermentaciones Inoculadas 

con Masa Fermentada y Licor de' F,;¡:ri;er;f.iic}(>n; ;j! 
.,;~-:;:.' 'Yi;¿~;- _:,;:;,: -· -- · 

._.,.·:~· . 

estos L:i:::s~retsecnale~J:s:t~i~f~a:®'If~{ii~~:-~~~r~aª~~~~ein~~:~ó:~c~~:~ª:: 
reductores/rol extracto/iniri1.it6' 'oi"·pH;\!:4~'.} 6;'2''. ·A>pártir de este punto, 

en 

de 

la 

actividad decae constanlémenlé-:'. Paí-'a''.·esÍ::e sistema _el mayor incremento en la 

concentración de azúca;...;~ r~duct-ciie~. sci; e~coitró _entre las 16 y 24 horas, 

siendo el valor máximo .• de.A:;~ ;g d~ iii'úcar'é5\~éductores/ g de yuca fresca. 

Las figuras 13.A. y 13;8. mue~frá.~ 16~º"¡:'~-;~"iÜd~s méncionadps . 
. '.J{ "{~0;. 

O.OJ~'-----'---'-.,_,.--'--_ •_o.-_ __ ---'--'-·_.·_ '._·"-----'->·_·_: ,, ,':i :.~~:~111201v····-·-·_:¡/ •. _._º_\o\ 
~-A_,1bUJ~~1 _ ~ 

. ; . ' ·- . . ;.- -~· .'.,~. ':.".- 1: 

-._ ·\ ·-- -- ~Üs/;;;.;.;º • -~ 0 'o/º · - _· • · ·· 

11\ ~~i(~,, L~-·-;~ 
' 6. 1-tit.urol 

8 D.20 

--·~ 

~ 0.15 

~ 

'-·" .La~ ~ 2rr º-a....... .__._.__ I 
-o~?'S~ O' ---~-..<:~=, :_ '."-o-o--o-~c~ 
~ ~ ~ P ro 2 ~ ~ « ~ o , a ~ ~ 20 P ~ ~ ~ ~ « ~ 

:¡¡ 0.10 
> :::; o. 

'" 
TI enµ¡ O-oros l T lmµ> lmrool 

Flg. 13.A.,13.B. Actividad amllolitlca y clnética de liberación de azúcares 
reductores en una fermentación natural de yuca (.o.), Inoculada con 5Y. 
en peso de masa fermentada (e) y con 5Y. de licor de fermentación a 30• C. 
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Durante la fermentación de yuca Inoculada, ya sea con licor o con masa 

fermentada, __ a un nivel de Inoculación de 5% en peso, la máxima actividad se 

_alcanzó a las 8 horas cuando el_ pH_ de-ia--feFmentación e1·a de 5. 6 y con un 

incremento en la concentrac:ló;,: ;ele -a~í:té1'.re's rech.ictores de hasta 3 mg/ml. Como 

se observa en las figuras 1~. A.:'•; 1i. B,,, - ai -rebasar este punto, la actividad 

decae notablemente y lcis azúé~Y.-es>;e'¡§onsumen rapldamente hasta agotarse a 

las 48 horas de fermentación\• -~i ~¡:¡; ~16an;:ado no es menor a 4. O y la máxima 

acidez es de O. 8Y.. Cuando se uf'.h ~ziir&~- niveles más altos de inoculación como 
.:.,··. :,:·.'': .. .:,·; ' -' 

10 y 20%, no se encontr.ó actividad··amllolltica ni el consecuente aumento de 

azúcares reductores, prcibablem~~f!te:debido a que un mayor nivel de inóculo se 

traduce en una mayor a6idiflc~c;-ón en menos tiempo de fermentación y las 
; . . ' . . 

enzimas involucradas ·muestran gran:'sensibilidad a los cambios de pH. 

TlertµJ Choroo) 

n ~ ro u ~ ~ ~ ~ « ~ 

Tle<po lrorosl 

Fig. 14.A.,14.B. Cinética de acidificación (o), actividad amilolítica expresada 
en mg de reduclores/ml extraclo/rninulo (O) y consumo de azúcares reducto
res durante la fermcnlación de yuca a 30• C inoculada con 5% en peso de masa 
fermentada y 5% en peso de licor de fermentación. 

II.4. Actividad Amilolílica en Fermentaciones Inoculadas con Cepas Puras. 

En los sistemas con la adición de inoculas tales como L. cellobiosus 

(NRRL-B-184) reportado como amilol itlco por Sribir y Chakrabarty ( 1984) y L. 

plantarum (APG Eurozym), no se encontró actividad amilolitica ni aumento

rclevante en la concentración de azúcares reductores para ninguno de los 

niveles de inoculación utilizados. Como se verá en la siguiente sección, un 

alto contenido de acidez como el producido por estos inóculos, puede inhibir 

la actividad amilásica. 
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II. 5. Determin~ción de l~~ Vai~;~cs 'optimes de Temperatura y pH. 

Se determinaron los valores óptimos de pH y temperatura de reacción en 

los extractos enzimát!Cos ,crudos'::obt~~i,dos de yuca fresca, ya que fue el 

sistema que mostró mayor activÍdaCi~;amÚ~Í-lÚca, usando diferentes soluciones 

amortiguadoras, desde pH 3:o ·¡;is{~-· ·g\í-3. uria concentración de O. 1 M y las 

temperaturas variaron desd~· 28; .'.~i)o\ _C. Las condiciones óptimas para la 

exhibición de 

30. y 40· e y 

la activid;¡d;~a.~!}ó'fú~f.~ ~ri yuca fresca se encontraron entre 

a pH 6.0; fuera::;de)este::.1;t'krvalo la actividad decae de manera 
·' · u~' - ·,,_:,<.·.·.:Y~', --·~T .. ¿,-- ,·_+:."'".··. ' - • 

notable, mostrando· unar:,rur:!rt~.·d¡;;·pen~iri~!a':del sistema am!lolit!co con el 

cambio de pH, como puede ;.i~:i:s~' ~riFias~Í'igÜ~a~ H5:A. y 15. B . 
.-:,·~·"' ·-.~:'.r?;i;· ·.·:·,· 
·~:)?' ~ 

·a.• :·x:r: 
p H ::_., ·~ · __ >t<· ::.·\--.'.~ Tmporalura C 

o pH 3 

• pH 4 
e pH i 

• pH B 
t pH J 
o pH 8 
, pH g 

"' 
Fig. 15. A. y 15. B. Condlcion:s ót~lm,~~ d~ pH y temperatura para la exhibición 
de la actl vi dad amiló l i tiéa en ·extr,~ct,~s c:udÓs de ami lasa de yuca fresca. 

·::.~~ 

·_.¡! 

11. 6, Determinación de los Pa~á~l·~~·s Cinéticos. 
; . ,.' ' --~:' ~ 

·;::;·-

- . • t:. - ·. / ·.-

70 

Para la determinación de los'parámetros cinéticos de Hichaelis-Menten se 
-.. _,- __ 

usaron extractos crudos de yuca fresca, utilizando.soluciones de almidón puro 

en concentraciones de 1 a 50 mg/ml- y :Tas reacciones se llevaron a cabo a las 

condiciones óptimas encontradas. Los parámetros cinéticos fueron obtenidos 

por medio de la modificación de Hanes-Woolf a la ecuación de 

Michaelis-Menten y los valores resultantes fueron Km= 5.51637 mg de 

almidón/ml y Vmax= 0.206 mg de glucosa llberados/ml de extracto/min. 



' ' -- ---·• ' AÍ~Íc.b1,~'9Ímii' " '.y .:• . 

~!gH;~~~~t~H~~~L~·i~f~~~h·~=J~~~~a=h~:;~~~~,ten,y el ajuste a la modlflcaclón 

"-~- ,i. ·, __ .:_~f~,. 7·: ~~.~-:.1.~ :~:/~;::· \<~~;~~¿;;::I:. ·:~~;:·: -, .. ::._: '. :~~·-' 
II ;? . -- I<Íenliri.ci.'.c!ión de'.'.•1ósi'.Aiúcares Túlerados . 

• ·~:;;:~' ' :~ •• LE '•, .•. --,¡ _:·~:~~?-.. :i~:¿. ~-> .'.~.(' ~.:\C:>;:.;:.: 

_ be1 'iti:o~ ú beracto ct~ i~''re~;;,entación natural de la yuca a:1 t lempo al 

cual' ia actividad :ri~{~f.:ü~'a:·~·~~.'~l.i'.ln~xi~~. aproximadamente á. .las 6 horas, se 

identificaron los ,'~~~~uct~-~ 'áe' •-¡;·idrÓlisis por cromatografia - en capa fina 

utilizando placas . de silié:agel ''G, apllcando 10 mi crol i tres de licor de 

fermentación. Las placas ~e;\.d~J~ro_n correr_ en un sistema de sol ventes con 

n-butanol/acetona/agua en tiria proporción de 4: 5: 1 y se usó antrona como 

agente revelador .(Stahl, 19S9) .' Los azúcares encontrados en este análisis 

fueron glucosa, mal tosa y · dext_r:i nas, además de fructosa y sacarosa, lo que 

indica que probablemente la enzima .involucrada sea una a-ami lasa. 

II.8. ldenli:ficación del Origen de la AcÜvidad Amilolitica. 

Ya que se tienen reportes de que la yuca muestra actividad enzimática 

importante al dañarse los tejidos __ (Padjama _et al., 1982) y con el fin de 

!dentlflcar la procedencia_ de la actividad amllolítlca, se llevaron a cabo 

fermentaciones inoculadas con 5Y. en peso de licor y fermentaciones naturales, 

pero con la adición de antibióticos como penicilina G y pentrexll, un 

antibiótico de amplio espectro, para inhibir el crecimiento microbiano. 

Se utilizaron 200 unidades por gramo de yuca fresca y la actividad 

amilolitica se determinó con el método descrito en el Anexo III. Simultáneas 

a éstas, se corrieron íermentaciones sin la adición de antibiótico, a manera 
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de control y parac_om_par";1:"_ l_os_ patrones de acidificación y de actividad. 

Para todas estas fermentaciones .se hti.;~aciemáS~-u-11 seguimiento del efecto de 

los antibióticos sobre los ~ic~por~i'llismos· presentes en la fermentación en 

agar MRS acidificado a pH 5, O y .-~n -PDA i{c:idi.f.IC:B.do a pH 4. 5 para la detección 

del crecimiento de bacterias l~cticas,' hongos y levaduras, respectivamente 

(ver Anexo 111.E.2), tomando la- muestra ._del licor escurrido durante la 

fermentación. 

Las fermentaciones inoculadas con SY. de licor llevadas a cabo con y sin la 

adición de antibióticos, muestran que la actividad amilolitica es similar en 

ambos sistemas, se presenta después de. 10_ horas de fermentación y cuando el 

pH es de 5. 5. El valor máximo de la actividad para la fermentación con la 

adición de antibióticos es de O. 16 mg reductores/ml extracto/min y se 

presenta un aumento en la concentración de azúcares reductores durante las 

primeras tres horas desde un valor inicial de 12 mg/g de yuca fresca hasta 

32. 25 mg/g. 

Los azúcares no son consumidos: y ,_la concentración alcanzada permance 

constante hasta el final 
','.,, .,,_ ·, .. ' ' ·' 

dé ·1a · fermentación. No se tiene el patrón de 

acidificación comunmente enco.11trado, __ pue·s los -microorganismos presentes son 

inhibidos a.3 _horas ~ci~ _•iniCiada la fermentación. por la adición de los 

antibióticos, como se determinó por niedi()del ~éguimierito microbiológico para 

este sistema. A diferencia de la fermentación llevada a cabo sin la adición 

de antibióticos, en la que los azúcares se consumen constantemente, el pH 

baja hasta un valor de 4.0 y la máxima actividad es de 0.2 mg red/ml ext/min. 

En las fermentaciones ºnaturales la actividad es más alta al inic. ·o de la 

fermentación, para ambos sistemas, con y sin antibióticos. El valor máximo de 

la actividad amilolítica para la fermentación sin antibióticos es de 0.56 mg 

red/ml ext/min ';/ decae durante las primeras 8 horas, el pH empieza a 

disminuir a las 24 horas y el máximo aumento en la concentración de azúcares 

es de 9. 6 mg/g de yuca fresca y se presenta entre las 8 y las 16 horas, 

transcurrido este tiempo se consumen rapidamente. 

Para la fermentación natural con antibióticos, la máxima actividad es de 0.48 

mg red/ml ext/min y sigue un patrón similar al sistema descrito 

anteriormente. El pH no es menor de 5. 9 durante todo el tiempo transcurrido, 

los microorganismos desaparecen a partir de las 4 horas y a partir de este 

momento los azúcares aumentan constantemente hasta alcanzar un valor máximo 

de 11 mg/g de yuca fresca. En la siguiente tabla pueden compararse los 

resultados de actividad amilolítica, concentración de azúcares reductores y 

pH de los sistemas de fermentación descritos anteriormente. 
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Tabla·4. Actividad amilolílica, pH~y AZúcares. Reductores en.fermentaciones de 

(mq/ml) 

c/~ntlb s/antlb 

o 12.0 12.0 

32.25 31.62 

20.25 30.37 

30.0 27.25 

29.25 16.75 

30.5 12.5 

27.4 11.5 

(mg/ml l 

s/antl b 

7.5 7.5 

B.O B.O 

9.3 9.6 

10.0 9.6 

10.a 7.6 

11.0 5.6 

La información obtenida de los resultados anteriores puede indicar que las 

enzimas amiloliticas provienen de la yuca y no de los microorganismos 

responsables de la fermentación, como son las bacterias lácticas que son 

inhibidas con los antibióticos en las primeras horas y de las que se reporta, 

liberan fracciones amllolitlcas con actividad en ·1as últimas etapas de 

crecimiento (Srlbir y Chakrabarty, 1984). 

Probablemente las enzimas provenientes de la yuca son 11 beradas durante el 

pretratamlento de la raíz para someterla a fermentación, que implica el daño 

de los tejidos tal como señalan Padjama, et al. (1982). 
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CAPITULO 111 



CAPITULOIII. 

FERMENTACIONES SUCESIVAS Y ECOLOGIA DE LA FERMENTACION 

III.1. Introducción 

. - ·-. . 

. La información concerniente' ·a 'Úos ::·microorganismos Involucrados en la 

ferni~nta2ión del gari . es coritr-ri.aic;~6ria'.? y("pC>co i:eciente, además de que no 

::P:;í:~·i:~:~ Xrt::rit::i::~uent\~ .~~12º;'.,pqb~acl~ries microbianas establecidas 

En ~~l~; \:~fi'.~E!.J~· rés~l t6'{rri~oÍ'.t~nf'i;'~~a:t;i'~;;_fif1i>.'ecestabil idad y reproduc i bi l idad 

~!i ~~::1i::ª::e:~::~~;:&2ssi~t~~~J~~t€1~t}~~)~{~;r;t;e ;:~::::::~ón °:;e:~~: ~ 
m

0

ínirrio · de inoculaéióri ci~/5~ ;'.;;Djj~iq'\~-::~&~2ei .pH y la acidez descritos 

anteriormente para· cada uno de ·~.;{tcis' i·~~~U.i6s .,,,1 momento de ser adicionados. 

Para. las fermentaciones",·!;'UC:e~Jva.S.; ÍnocÚladas con masa fermentada, se 

a:islarori, se identÚTcar"C>n'''~~·s~e~;'igrlfpal"C>n en géneros a algunos de los 
co-.- -~' - -·- --.·- ·-~ 

microorganismos respori.sal:Íles 'del, pró'ceso de acidificación y se determinó la 

secuencia de la
0 

pr~seJ~itct~<~acte~ias lácÚcas y levaduras en fermentaciones 

natúrales de 10 dl.as, ·~o~relá~iori~ndola~cori el.cambio de pH . . · . . . ,' .·, 

III.2. Fermentaciones Sucesivas 

Al llevar a cabo las fermentaciones sucesi.vas, en el sistema de 

fermentación descrito en el diagrama 2 del Capítulo l, con la masa o el ·licor 

obtenidos de una fermentación anterior con las caracteristicas fisicoquimicas 

típicas del gari, a un nivel de inoculación de 5X en peso, hasta en 15. 

ocasiones seguidas, se comprobó que el patrón de acidificación es similar 

duranle todas las fermentaciones, lo que indica que el proceso se hace 

reproducible. 

En la figura 17 se presenta una gráfica de acidez, al momento en que se 

alcanzan valores de pH y X ATT si mi lares a los de 1 gari, con respecto al 

número de reinoculaciones sucesivas llevadas a cabo con los lnóculos 

señalados anteriormente. La acidez total corresponde a la encontrada después 

de 48 horas de fermentación o cuando se alcanza la condición de gari. 
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;·.:·-. '\.": --· •• '..· ._. < ·:·-.-"?\:_~·. ->_ ... --.-::). 

Flg.17. Patrón de acidificación~en fermentacroncs~sucesivaS:~··,reinoculando en 
14 ocasiones sucesivas con masa .:fermentada (A) .Y licor dé'fermentaCión ( C). 

Se observa que la tendencia de acidificación de las fermen.tacfones'.sucesivas 

tanto para masa como para 1 icor, es la de aumentar lentamente"• hacia un· nivel 

de acidificación cada vez mayor, probablemenLe por el e,¿table~lmiento y 

prevalecencia de los microorganismos mejor adaptado.s al .. prc)~es~·: ... 
Esla tendencia se ajusta a una recta con una pendiente· ~ayor:-que cero', en un . __ ._._ .. 
intervalo de confianza de 95%, para ambos inóctilos utflizádos. Stn .. embargo, 

las fermentaciones sucesivas inoculadas con .1 icor. pr.ese.ritan-esta tendencia de 

manera más consistente y la pendiente es mayor,· qJ,;'"•¡.,iraÚa.S-;:-ihoculadas con 

masa fermentada, ·probablemente porque durante el: ·es·c~r~·i.mie-~~o: decl licor, 

además de presentarse el "lavado" de mine.ral~s ;· ... ma~er~ales solubles como 

señala Ezeala ( 1984). se L iene -también e 1-- ;;·l~vil:do"'- dé microorganismos y 

probablemente en este licor de. fermentación ·se . en6uentren en un número 

relativamente mayor que en la masa fermentada. (ogJn~Ua et al., 1983). 

De esta forma, el tiempo requerido : pii.'J.:a • _alc~nz~r las 

flsicoquimicas deseadas se acorta '.~ª~~ l'i~ fermentaciones 

licor, de 48 a 24 horas a partir de la 5¡, :f~rmentación. 
Las fermentaciones sucesiyás· __ · re\'noc~lE1Jás de la masa 

caracteristicas 

inoculadas con 

obtenida de 

fermentaciones anteriores, mantienen''un:.·tl·empo··estable de fermentación de 48 
._ 

horas para alcanzar las caracterísi. ica.5 flsicoquimlcas siml lares a las del 

garl, hasta la 13ava. ferment;;.cÚin .. :: 

La aplicación de esta. m;asa /r~~~en~lrd<i.,co '.del licor de fermentación con las 

caracteristicas prop.las del '>gari,- '1mpÚ.ca a su vez que se selecciona la edad 
."-· -·-:-·-' 

del in6culo y por lo tanto, --~el· tipo y cantidad de los microorganismos 
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presentes, lo cual - propicia el establecimiento de una población adaptada y 

seleccionada, que fue estudiada por aislamlent_o _ ---f>ürfflcación e 

ldentlflcación en géneros, implementando una metodologfa--aproplada; 

111.3. Metodologia 

Se siguió una metodología de aislamiento y purif lcación de cepas 

adaptada para este sistema fermentativo y basada en técnicas clásicas de 

microbiología recomendadas por Buchanan, ed. (1974); Grazia y Suzzi, (1984); 

Krleg (1981), Simbert y Kríeg (1981) y Koch ( 1981); Harrigan y He Canee, 

(1979); He Donald, et ai. (1987); Mlyamoto, et al. (1982); Sharpe, (1981) y 

Sharpe (1977), descritas·_ en detalle en el Anexo 11 de Métodos Mlcrobiológicos. 

Para la agrupación .•en·_•géne.ros de las cepas aisladas, se llevaron a cabo 

algunas pruebas bioquímli:a~ con la metodología indicada por Me Faddin ( 1980), 

seleccionada~ en base ii las características morfológicas encontradas en éstas 

durante-e~ ·;~o~~~C:--á~: ~isi~miento y purificación que estan descritas en el 

Anexo rr:c.1~a S, .~f1tr~ ellas: 

- prueb'.;;-J.;~J.a:'cat'B.18.sa, --

- pr;du;ci6-~ d~ gas a partl r de glucosa, 

- a~Ü vi dad Í'er~entat i va en reche tornas o 1 ada, 

hidrólisis de almld6n, 

producción de amoniaco a p¡~ti~ ci~ árglnina y· 

- crecimiento en un medio· liquido de 'yuca --adi'cionado de minerales. 

Para la determinación de la-- secuencia de microorganismos durante 

fermentaciones naturales de la yuca de- 10 dias, se hicieron cuentas totales 

en placa como recomienda harrlgan y Me Canee (1979) y Koch (1981) y se 

determinó el número poblaclonal de bacterias lácticas, hongos y levaduras, 

utilizando medios selectivos para cada grupo. La metodología está descrita en 

detalle en el Anexo II.D. 

111.4. Aislamiento de Microorganismos. 

El aislamiento de microorganismos para estudios de ecología se hicieron 

utilizando el sustrato proveniente de la 7a., llava. y 13ava. fermentaciones 

sucesivas inoculadas con masa fermentada. 

Se tomó el contenido total de las columnas, mezclándolo con agua estéril y 
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haciendo diluciones a partir ----de - -esta ___ mezcl_a. Posteriormente, las 

diluciones respectivas se sembrar_on en· cajas_ de agar MRS y cuando se - ttivó 
. .- ' 

crecimiento, se picaron· colonias al azar que fueron resembradas n}!evamente en 

agar MRS para continuar con un -..proceso de purificación. La metodologla 

seguida para el aislamiento de: micfroó~gru\ismc:is esta descrita en detalle en el 

Anexo II. A. 

, ' ·-·,, .,:. 

III.5. Purii"icación de las Cepas;Ai~fada~ .. _ 

Posteriormente se siguió "una· -~~cu~ncia de purificación para la 

identificación posterior de i~s cepas, -~consistente en pases de medio liquido 

a medl o sólido MRS y viceversa addiÓcados a pH 5. 5 y con la misma 

composición ambos a excepción del agar acti~iÓ~~d6, haciendo tinción de Gram 

para cada pase, examinando las éstructu~ai_· éé'1uúi.res al microscopio y 

examinando la morfología de las colonía~:::'qu'e? ci:ééían en medio sólido para 

determinar la homogeneidad de 1~ aparitnéi~. :f ;e?:-! ... ~ 
Se consideró que las cepas estaban pur:as .r~arÍa8,f~~~arúncia de las colonias 

obtenidas era homogénea y cuarid() -.:)a~i:-'~t9C:_~~~é_s;:~ mostraban estructuras 

celulares si mi lares en observaclon'iis .-~1-'mfcE()~cc;>P,i~;~-j;al como lo recomiendan 

Simbert y Krieg (1981). 

A través del proceso de purificación/ ~e-'ohtuv~e~:~ 70 cepas en total, las 

cuales mostraron vire deL~ol~~~~'te,'--a.cialficaron en 24 horas el medio MRS 

líquido incubando a 35• C, alcanzando un pH final de 5.0 a 4.3 y daban una 

respuesta negatl':'a a la prueba de la catalasa. Las tinciones de Gram 

mostraron en general, estructuras celulares tales como cocos en mayor 

cantidad·y muy escasos bacilos, todos negativos. La metodologia esta descrita 

en detalle en el Anexo II.B. 

111.6. Morfología de las Colonias de los Grupos Encontrados. 

Se encentaron tres diferentes tipos de colonias predominantemente, con 

una morfología bien definida, que resultaron ser tres grupos de bacterias de 

la familia Streptococcaceae. El primer grupo o Grupo morfológico I estaba 

formado por colonias blancas-grisáceas, con centros elevados, de bordes 

regulares y ligeramentes translúcidos, de apariencia opaca, redondas y 

pequeñas, representando alrededor de 33Y. del total de las colonias obtenidas. 

Las estructuras celulares encontradas mostraron cocos en pares y cadenas 

cortas.El segundo grupo o Grupo morfológico 11 mostró colonias cremosas, de 
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color amarillo claro, de apariencia húmeda, brillante, circulares, convexas, 

c~ns{i;¡ti~ro~·e1i'pafeS de COCOS y .cadenas muy cortas; '<;ste' Úpo 'p.;nstltuyó el 
-.~ ~<~ 

4';fa clel ,,tot.a:Í de l~s cepas ai_sladas. 

El: f~r~~l g~~P~ o Grupo morfológiCo I II idcritificactcí •. , r1?'¡)¡.;e!;;f;l1tó e} 21X del 

total cl~;~l~ cepas aisladas y mostró colonias. con fo~m~' re~Ónd~icias y con 

bordes irregulares, planas, de aspecto húmedo· y · bri{lan.ie·, >·c:ie consistencia 

suave y color amarillo-café. Las estructuras ·observac!a.S.:'al microscopio 

mostraron cocos en pares, tétradas y algunos' a.{i_ia,~os·~··· 
', .. ~ ., __ 

·'.:-. 

III. 7. Agrupación de las Cepas Alsladas .. en '~n~ros'. : 
'~.; >·· -.... -,;?· _·; __ ';~::/''.~ ,' :_ . ' 

Las cepas se probaron con algtina.S ''prh.~ba~ bi;quimicas l le'vádas a cabo 

como lo indica Me Faddin ( 1~80): y ' seleccionadas . pi..rtl~ul~rme~t.;, para 

agruparlas en géneros, en base a las característicasmorf()lóglcas'.erícbntraclas 
• - - • - • ,_- .-· j 

en los tres diferentes grupos. 'La compóslcióri. de· los mecliás Útill.zados ·en 

estas pruebas bioquímicas y la meto logia seguida para. er.;éé~arifui} 'está 
, .. ·i-'"·, 

descrita en. el Anexo I I. c. ····: ,•uy· ·.~:L:': :·. 
F.tiefon agrupadas como horno y heteroferment.ativas pfr la 'pr:ueba''.#e produ,cclón 

de gas en medio basal líquido con ·inserto de Durham y .;nmeclio basal sólido 

con sello de agar. 

Las cepas se probaron para crecimiento en ,leche. torna~ol,~da para diferenciar 

el' género Streptococcus del género Leuconostoi::; y~ q~·~ es>bié~ conocido que 

los Leuconostoc no acidifican o cuajan ia: i';.ch·.;.sÍ ésti no esta adicionada de 

una fuente de carbono como glucosa y de:. extracto ,de levadura (Buchannan, et 

al. 1974). -; _;_ 

El 37Y. de las cepas clasificadas como. L~~cib~c;iidc 'crecieron b!én en un medio 

liquido compuesto de lOY. de yuca, O. osx:.d~· Mg~04.}H20,. O. 03Y. de Mn504. 4H20 y 

0.02Y. de púrpura de bromocresol (ver Anexo II.C.8). 

La hidrólisis de arginina se utilizó para confirmar _que las cepas que no 

acidificaban la leche no hidrolizaban la arginina para la liberación de 

amoniaco como usualmente sucede con los Streptococci. 

Las cepas que dieron una respuesta positiva para la prueba de leche 

tornasolada e hidrólisis de arginina, como las del Grupo morfológico II se 

consideraron como Streptococcus. 

Algunas cepas fueron clasificadas como .Pedlococci por la morfología de 

colonia correspondiente a la del Grupá morfhlógl.co III y los arreglos y 
~ ; ··'·: ),.: ..... . 

agrupamient_os celulares observados en.'el ·,-microscopio, que consistieron en 



cocos solos, en pares y tétradas. Estas cepas no mostraron producción de gas 

a Paf'.t}l"_= de_==gl_u~os~·_)',ºr: l~_qu~ se_=les¡~}:l=¡,siflcó como homofermentati vas y 

crecieron bien en condiciones aerobias- de incubación, pero las colonias 

obtenidas eran_ Jequeñasy en ocaJ,fonl'!~l'!~~a~a~. 
Estas cepas dieron una respuesta variabi~ ~n- le"che tornasolada, cambiando el 

color del medio de azul-púrpura a rosa, :'.:i~dicaf1do- acidificación ligera, pero 
;~:L_: ':··' 

sin cuajado de la leche. ,'.': 

Ninguna de las cepas aisladas dió um:•::·respuesta positiva a la prueba de 

hidrólisis o utilización de almidón•en mediO;MRS:,;_almidón liquido o sólido, ni 
_, ,_ ., ,. 

dieron muestras de utilizar eÍ ai"in1dÓn_ en un medio cuya fuente de nitrógeno 

son unicamente nitratos utiÜzaciil ~r---S~lbii¡-- y' Chaknabarty (1986) y por 

Olukayode y Olusola (1987) · y -cGya-._~o~poslción- e'sta descrita en el Anexo 

II.C.5. En la siguiente tablase'Jllue~trari l()~ resultados anteriores. 

GRUPO 

I 

11 

Ill 

GRAH 

+ 
+ 
+ 

nd: no determl nado; 

CATALASA 

- ·..;~~· 

GAS.· DE ·_;,-_. 

GLUCOSA· . '.}- ., .;:,:;TDRNÁSOL'.c ·. 

+_);·: ' :::-,: .:· - .. ~:-·-: '~1:;,~':C' 
:-:.~:" ·~ ~~. - :--·- .:_:'·;~"!.: 

~."'?"-·.-o-·-).~~·-·,,. :\~-º 

Aisladas_ durante las 

: .. ARGIHINA ALHIDON 

-+-
- nd 

En el asilamlento y purlÍ'lcacJf¿f1_·=cie':':ias cepas pPovenlentes de fermentaciones 

sucesivas, 
:::. ·'_:·_.;:.·:·.<--:' .. :_·· 

no se 'encontrarorÍ•--)eva-dll-..:a:s, confirmando que la selección de la 

edad del inóculo selecciorí;;' ,_l~mbién la microflora que se establece en estos 
::;·;:,.: 

sistemas. 

III. 8. Ecología Microbiana· en la Fermentación Natural de la Yuca. Cuentas 

Totales en Placa. 

Para las cuentas totales en placa en fepmentaciones naturales de yuca a 

30• e durante 10 dias, se utlllzó agar MRS con acetato de sodio y púPpuPa de 

bPomocresol para cuenta de bacterias lácticas y PDA para la detección de 

hongos y levaduPas. Las cuentas y la slembpa de muestpas de la fermentación 

se hicieron diaPiamente, haciendo diluciones de 1:10 a 1:100,000, con la 

mctodologia descPlta en el Anexo II.E. 

Los pesultados mostraron que las bacterias acldlflcantes como cocos o bacilos 

predominan desde el segundo dia de fePmentaclón y alcanzan Jos números 
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poblaclonales más altos durante eL tercer dia en cantidades que, van desde 107 

a 10
9 

UCF' por gramo de Yué?- fermentada. 

este, casó durante todo el tiempo de 

?-lrededor de :1()3: y pérmaneclerori 

Gis levaduras estuvieron , presentes en 

en pequefiás ,, cantidades. 
. -··.- ; . .':·,. 

fermentación 

estables en cuanto a número poblaclonal sin auínentbs slgnihcá.tivos y no se 

encontraron hongos. , La' tabla siguiente muestra :,:,,estos resultados 

numericamente, los cuales son comparables con los pre:seht'ados por Ogunsua, 

et al. ( 1983). 

TABLA 6. Cuentas Poblacionales 'en la Fermentaci'Ó'.n ~,~, la: Yuca a 30• c. 
'i/ ~': !''· 

Olas o 

pH 6.2 

La.et leas 5.3E5 

Levaduras 2.3E3: 

4:9 

, 4;3E7 

'3:1E3 

4, 8'. ;; '7 9 10' 

; ~.6 4';:~ 
.-,,"'. 

'•4:2' ''4.2;:~ 
¡O~:I 

4.'3 ::::; 
,, 

~,'~·, >s.1 5.1 

;;'s.6i~ 6;,7E9 7;7E9 5.dE~ .,' ;';2E~', a:aEa ,B.5E8 4,Ü:s, 9.2!:7 

·'{:sé s::aE3''i,s;aE3'.B.;E3 ~.?E3 .. 6•7E3• B.9E3 .7.0E3. 7:1E3 
••• .-,'¡,: -. .-.. , 

.. ""'··'._·--,:·,· - ... : .. __ ,, 
"••', - ;...... - - - . - ··~· - ~--'; :~-.:~ •. -:_· . :,~_:r-

En la tabla 5; pu¡;~~ b~s~r~a'.~~e é¡ué hay un áumento, grádúal :Ae~:'_I=>ll-;:6()~t~{fiij 
disminuye 1 a' población de >6~ct.~ri~ láct ica.S - y aurrlerlfa . -~f&~.r-~~·~[ít_~~}i'-i;f¡t- :-;--· -- e,,-•-

población de levaduras, debido probablemente al consumo del /á~ido¡ ~;~~~~~~· 
por éstas según sefiala Ba~elery Fields (1984) y Deiana, ~'t d1. Ús84').';'.' ,<> 
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CONCLUSIONES 

En este trabajo se implementó una metodología Y. un sistemá'é'·de :··. 

fermentación con el fin de reproducir la fermentadón tradicioria1 de la t.iid¡j." > 
para obtener un producfo con las características del.· g~i '. tai '6'61nci ~lÓ" ·:; '0

':. 

reportan Lancaster, et al. (1982); Ogunsua, et al. (19S3)" yC'Et~J~~~~~~';'.'.~;<. •.·· 

Ramakrishna (1985). · \,:···· -~ ~Y ;;:; j: ;,, _i 

:::::::~~,:: ':::~::::~ ~::·::::?·. '5~f~;;~:~~~:~~.:~~,~~ 
sistema que· promueve el escurrimiénto del licor·, Y. <·;'su __ ;·~i~é:~?::f" .. ;,.· -·• 
disminuyendo el contenido de humedad' de la •yué:á y' dti,d~ie ':caráétef:i : •,;" · 

determinada.<; de acidez. , , · : .•·:·: >\ ~~;~:;\•j, :j4¡~~'f.i~t i:'{ ':?,' 
Se determinó que el nivel miríimo de iri~cuÍaciÓn : neé:es~'.1~;,5'~-~·)W~~ .. if; i~! ~~-

::::~:~:~:~et :~m::0~:::e::d:c::~:i:;::~da~u~~e::~~t:e~~:ik:~~¡~·~i~;~~tf~~~~ •· :.: , ~;· 
del producto deseado para v8.ri:65 nive.les de iriciculación y '.l'<U'~ ~~i~';; c.:i)~' 
inóculos. ~-

En este sentido se consiguió reproducir el proceso" fermeritativoi''cie'\'"e~:t~ ·::·~·<·.·· 
alimento, incluyendo como inóculo la adición d.el licor, mismo' que 8.ctua1\nerlte· .-.: 

es aplicado para acelerar· la· fermentación en procesos mecanizados. 

Las cepas puras _de las bacterias lácticas utilizadas como Lact_obacliius' 

cellobiosus (NRRL-B-184) y Lactobacillus plantarum (APG Eurozym), •se · 

recomiendan como inóculos, ya que acidifican rapidamente el sustrato con pé:lca,-

variación en las características f isicoquimicas finales obtenidas, acortan el 

tiempo de fermentación notablemente y mejoran el aroma del producto. 

Aunque al aplicar estos lnóculos se mejora el proceso de acidificación, no se 

tiene la actividad amilolitié:a, pero la concentración de azúcares disponibles 

es suficiente para la producción~ 'de la cantidad de ácido deseado. Sin 

embargo, es necesario implementar Üá Jlledio de cultivo para el crecimiento de 

estas bacterias, tal que al adiciionarse al sustrato no añada sabores extraños 

o desagradables al producto. 

Una forma de inoculación sin la ·.8.dición de sustancias que añaden sabores 

extrai10s es la adición de masa',\fermentada o licor de una fermentación 

anterior, que como se demostró; es un' sistema reproducible y estable en donde 

la reinoculación sucesiva selecciona a la población microbiana y el efecto 
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obtenido es el de acortar el tiempo -c1e--fermenfaéióri- para-mayor producción-de 

ácido. 

Aunque se demostró que 5;! como nÍ-vel mínimo de lnóculación es suficiente para 

hacer reproducl ble Ja_ fermentación, es rmcesar_lo señalar que probablemente el 

tamaño de lnóculo Influya también en este _proceso, ya que un nivel de 

Inoculación mayor llevarla el proceso hacia un producción de ácido mayor en 

un tiempo más corto, seleccionando más rapidamente a la población microbiana. 

La actividad amilolítlca que probablemente proviene de las enzimas propias de 

la yuca y se presenta en rangos de pH de 5. O a 6. O, durante las primeras 

horas de fermentación, puede ser considerada como una carcterística del 

sistema de fermentación tradicional, que favorece el proceso, ya que los 

azúcares produ~idos son consumidos para la producción de ácido. 

Más no es una característica determinante para su desarrollo, pues la 

acidificación se da aún cuando la actividad no se presenta y parece ser 

dependiente más del tamaño de lnóculo que de una cantidad abundante de 

.azúcares reductores, como se demostró en las cinéticas de fermentación 

natural de- la yuca, adicionadas de glucosa. 

En los estudios microbiológicos efectuados en las fermentaciones sucesivas, 

se tiene que predominan microorganismos tales como Strep-tococcus, Leuconostoc 

y Pediococcus que se adaptan y resisten los niveles de acidez, aunque el 

-sistema de fermentación contribuye a la implantación de estas poblaciones por 

que promueve un ambiente semi-anaerobio y el escurriemlento, que va 

reduciendo la cantidad proporcional de otros microorganismos. Pero también la 

edad del inóculo es determinante, pues como en el caso de las levaduras que 

estan presentes en números bajos, con cada relnoculación aplicada a la yuca 

fresca la población de estas se "di luye" hasta que desaparecen. 

Finalmente, las cuentas poblaclonales hechas en fermentaciones naturales, son 

comparables con los datos presentados por Ogunsua_ et al. (1983), aunque aqui 

se observa un ligero aumento en la población de levaduras que coincide con un 

aumento ligero en el pH. 

Trabajo a Futuro. 

Actualmente se tiene algunos aspectos del proceso tradicional estudiados 

a profundidad y resueltos por otros autores como es, el efecto de la 

fe1·mentaclón y de la garificacíón sobre la detoxificación del producto y la 
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contribución de microorganismos como --Leuconos_toc __ m_e:5~e_nteroldes en el proceso 

de detoxificación. Igualmente, se tiene, ya la mecanizaciÓ~~-del ~proceso-

tradicional que ut 11 !za la adición de 1 !cor de fermentación _como- lrióculo, 

dando un producto más higiénico. 

Aunque para este trabajo se desarrófi'arón algunos aspectos bás1Cos de la 

fermentación, como la reproducción y el estudio del proceso de acidificación, 

la activiada amilolítica y la microbiología de la fermentación, existen otros 

aspectos sobre los que se ha profundizado poco. 

Entre estos se tiene la producción de compuestos volátl les provenientes de la. 

acidificación del sustrato, que contribuyen a las características 

organolépt!cas finales de olor y sabor del producto, que se obtiene del 

proceso de fermentacióon y del de gar'lficaci6n. 

Igualmente, es importante el estudip»de- la .interacción de los microorganismos 

durante la fermentación, ya que las bacterias lácticas y las 

presentes a lo largo de ésta y no ,se _,·uene informae1ón 

ambos grupos sobre este sustrato;'' ':ru;¡-·'como de la actividad de -'J:longos-'• 

reportados paro. esta lcrmentaci6n ~~~~·:_:'g~;~·;iChuni. -~andidum~ ·)': ~---; 
·,:/ 

Siendo que se trata de un ali m~nto con un' gran -aporte de carbohldratos p~ro' 

sin aporte de proteínas; se consldera'.'importante el perfil nutricio~~l ~u". 
pueden impartir los microorganfsmos involucrados durante Ja fermentación y-· la -

calidad nutricional que puede conservar este producto después de un 

tratamiento térmico como _es la garificación. Igualmente es importante la 

modificación del producto y por lo tanto de Ja fermentación, por la adición 

de otras fuentes de proteina como harinas de cereales o leguminosas que 

puedan enriquecer el alimento. 
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MATERIALES y:METODOLOGIA 

Anexo I) METODOLOGIA DE LA FERMENTACION. 

A) Preparación del Sustrato 

Se utilizó yuca fresca comprada en la Central de Abastos de la Ciudad de 

México, proveni_ente de los Estados de Morelos, Tabasco y Veracruz, sobre la 

cual no se tuvo. control de la variedad y sólo se buscó que la yuca fuera de 

cáscara r'osa'-café y que el interior o la parte carnosa de la raíz fuera 

blanca, suave y sin fibras, por lo que se escogían los camotes pequeños que 

no. tuvieran fibras o las partes apicales de los camotes más grandes. 

La yuca se lavó frotándola con cepillo para eliminar las partículas de lodo y 

la piel café que la recubre; posteriormente se eliminó la piel exterior color 

rosacéa y los camotes se picaron para molerlos en un molino casero, hasta 

obtener una consistencia de pasta, el tamaño de partícula era normalmente de 

1 a 2 mm. Esta pasta de yuca se introdujo en bolsas de plástico y se le dio 

forma de placa o palanqueta y se congeló, este procedimiento se seguía cada 

vez que se adquiría un lote de yuca para conservarla durante el tiempo en que 

se llevara a cabo la experimentación. 

B) Inóculos 

Se utilizaron varios inóculos para promover la fermentación, entre ellos, 

inóculos de tipo tradicional como: 

B.1) masa fermentada proveniente de una fermentación natural de yuca de 72 

horas, que se obtiene dejando fermentar yuca fresca sin inocular en el 

sistema de fermentación descrito en I.C, 

B.2) licor de fermentación proveniente de una fermentación natural de yuca de 

72 horas, que es el líquido que escurre de manera natural durante la 

acidificación y se colecta para utilizarlo como inóculo, 

B.3) pozol proveniente del Estado de Chiapas refrigerado, 

B. 4) yakult, un producto láctico comercial y cuyo microorganismo activo es 

Lactobacillus casei, 
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cepas·· lácticas de· colección como:. 

B. 5) Lactobacillus cellobiOsus .. (NRRL'-B.,-184) reportado .. como am'uoritlco por· 

:~~~ir.¡:t:~::~;:::::Y ~~:~:l~u::'.: CAPG .{urjzyml' ~Ü1i~~cid para ~nsi iado de 

pra·auS.~~s. ~·:~e·g~~a1es· ·y, -~'ft'ameht~~.7.~-~!\~i.~~~~~~~e0;:~:!,o· -~,,_,,._, 
-:0:).. ':,.,_> 

;·¡\.·-

y 'ilucosa en ¡~i veles de),.~ 2 y~3% · ~n 'pés~: 

Todos los inÓcuiosai móme~to ele ;~til{~a.:~e> tuvieron un pH de 4.0 :t 0.15 y 

un % d'e acidez total ti tul~bl~ e~presad~ como ácido láctico de O. 7 a l. O, y 

·los niveles de inoculación fueron· de 5, 10 y 20% en peso, mismos que se 

adicionaron a la yuca fresca. Las. cepas de colección se mantuvieron en agar 

MRS en caja o en tubo de cu.ltivo y de aquí se inocularon en caldo MRS 

cultivándolas a 37• C hasta nbtener una densidad óptica (DO) de 0.6 a 640 nm 

y se aplicaron pesando el cal.do necesario para el nivel de inóculo deseado. 

La composición del medio de cultivo se describe en II.A. 

Todos los inóculos y adi Ú vos 'se ',~Pl icaron pesando la cantidad necesaria de 

estos para alcanzar el niveli'de:·inói::ulo ... deseado, mezclándolo perfectamente 

con la yuca fresca molida antés de someterla.a fermentación. 

C) Sistema de Fermentación. 

Las fermentaciones se llevaban de 

20 cm de longitud por 1.5 cm de diámetro, tapadas en la parte superior. En la 

parte inferior se colocó un tubo de ensaye para colectar el licor que escurr~ 

durante la fermentación, como se describe en el diagrama l. 

Las columnas se llenaron con 30 g de yuca fresca, o en su caso, de yuca 

mezclada con el inóculo correspondiente al nivel de inoculación deseado, 

empacando la masa para evitar burbujas de aire en el interior. 

La evolución de la acidificación de la yuca se siguió durante 72 horas, 

muestreando cada 24 horas, o en el caso de las cinéticas puntuales, en 

intervalos de 2 a 4 horas, tomando como muestra para análisis el contenido 

total de la columna y mezclándolo con su licor, utilizando 5 g para cada 

determinación. 

D) Análisis de la Fermentación. 

La preparación de muestras y las determinaciones, se tomaron del manual 
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de Schettino eL al. (1988) -pa!'a. la fennentac-(6n solida -de la yuca. Los._ 

pa!'ámefros··analizados· fue!'Ón: pil medido con un ·patenciómet!'o -y·po!'ciento-de 

acidez. total_ titulable .(X ATT) exppes~do como ácid~ láctico, titulando• en 

agi ta<:ión una mezcl~ de _5 >~-ª~,:m~e,lt~; a:)~-~~\l~~~s-~-~-~e.:~~}:.ci°,,~ib~z;_4~~L~-~ 
agua destilada,_ con una solucioh de~'NaOH O;T:-N ,hastá~neut!'aliz_al' ;la:~u:sfra, 

detel'minando el punto de. riéufralJdad;~>ci:m potencíÓmet!'_ó. ~El· pó~centaje. de 

donde·N no!'mai:idacl de 'NaOH 

V vdiumen ~~ ~~OH ~di6ion;3.d~ · 
·•PMF =)~só de muest!'a fpesca 

o._oso=:miliequivalerites de ácido láctico 

Se midió también la concent!'ación de capbohid!'atos· solubles totales con fenal 

y ácido sulfú!'ico y los azúca!'es peductol'es con ácido dinit!'osalicilico 

diluyendo la yuca en pl'opo!'ción 1:1 con amol'tiguadorde é:ifratos 0.1 Ma pH 

6.0, centl'ifugando a 2,500 l'pm du!'ante 15 minutos y tomando el sob!'enadante 

como la muestpa papa las detel'minaciones. 

La acidez p!'oducida, está detel'minada como la· dife!'encia _entl'e la acidez 

inicial natu!'al de la yuca, o la que adquie!'e con··. la-_ adición de inóculo, 

menos la acidez encont!'ada poi' titulación a cualquier' tiempo de la 

fe!'mentación. 

E) Estudio de las Fepmentaciones. Sucesivas· 

Pa!'a lleva!' a cabo el estudio del compo!'tamiento de la fe!'mentación con 

inoculaciones sucesivas, se utilizó yuca f!'esca iniciando el p!'oceso con una 

fe!'mentación natu!'al cuya dupación e!'a de 72 hopas. De esta pl'irne!'a 

fel'mentación se obtuvo el inóculo pal'a la fe!'mentación siguiente, ya fue!'a 

yuca fepmentada o !leo!' de fe!'mentación y se utilizó el que tuviel'a el pH y 

el contenido de acidez ca!'acte!'isticos del gal'i, aplicados a un nivel de 

inóculo de 5X en peso. Las detel'minaciones hechas a las muest!'aS obtenidas 

fue!'on pH y % de ATT. Este pl'ocedimiento se I'epitió, l'einoculando con yuca o 

con licor' de una fe!'mentación antel'iOI' hasta en 15 ocasiones sucesivas. 
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Anexo Il) HETODOS Hl CROBI OLOGI COS 

Al Aislamiento de Cepas} ·f 
Se tomó el <:!orit~ni'dó tcit~l df;;1as .ccXu~~as\ 'dÜuyerido la niasa fermentada 

:~ l u:~~:e:e:~i~:~:,·l~t~éC11i •• :j;d~º{,i¿~ ~nl ,J~~:~o:tte:e10~::::: 1 s:l h~: i :::: 
di lución por.~uÚitupli2~ctbt~rl;;¿~j¡¡:S c()n,a~a~éMRs y ~~etato. de· sodio a pHJ;O,. 

colo~eadd cÓTl·pÚ~p~~~ J~ b~Óm~¿'Pe~Ól~;·~bmo•i~cÚé:~dor de. acidificación:. También· 

se in6cularo~ caJa~.-con. APD ¿gi<ilfig~áo a ,pH 4. 5 con ácido acético ·glaciar 

para ·deteéción ~ ai~lamtenl:.o dEi libi:'g()~ y' levaduras. 

La composición de est~ mediCJ d'ei.cuiuvo es la siguiente (5harpe;. 1.981 y 

Harrigan y Me Canee, 1979): .. 

Peptona de caseína · 10. O g/l 
Extracto de levadura 5.0 
Extracto de carne 10.0 
Acetato de sodio 5.0 
Citrato diamónico 2.0 
Glucosa '15.0 
K2HP04 3. O 
KH2P04 3.0 
NaCl 2.5 
MgS04.7H20 0.°58 
MnS04. llH20 ·0;29 
Agar ·15.0 
Tween 80 1 · ml 
Púrpura de Bromocresol o·.:618, 
Acldo 'Acético Glacial para acidificar ·el medio a pH 5. 5. 

Las cajas inoculadas se incubaron. a· 37•' C por 72 horas y posteriormen.e se 

dividieron en 16 sectcfres radiales para facilitar la selección al azar de 

colonias. Para esta selección se utilizaron las cajas con dilución 1: 10 y 

1:100, que fueron las que presentaron crecimiento con colonias espacialmente 

separadas entre si, que se encontraban dentro de los sectores que di vidian 

las caja y que a simple vista y por observación microscópica, presentaron 

algunas características morfológicas propias de las bacterias lácticas. 

A las colonias seleccionadas se les hizo tinción de Gram y la prueba de 

catalasa y se resembraron por estría en un medio sólido con una composición 

si.mi lar al utilizado anteriormente pero acidificado a pH 5. 5 con ácido 

acético glacial y sin indicador y se incubaron en las mismas condiciones. 

Cuando se tuvo crecimiento en las cajas resembradas, se examinaron las 

colonias que crecieron, anotando las características morfológias como arreglo 

de colonias, forma y color, forma de Jos bordes, elevación, aspecto, textura 
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y consistencia y se hizo tinción de- Gram para la descripción 'morfológica:: de 

las estructuras celulares observadas al 'microscopio. 

B) Purificación de CepasL, /-

La purificación se llév'ó a: cabo sémbrando por estri:la en placas de agar 

MRS, haciendo tinción de - Gram, ''·'pr,Ül?b~<· .de la catalasa y checando la 

acidificación en caldo MRS en 24· ~~~a~ ·;·,por - eí vfre del colorante y 

crecimiento de la masa celular. Las ·d'a1'6iúa~ -se· seleccionaron en base a la 

respuesta a estas pruebas. 
·>." .. 

Los pases a placas de agar se hicieron sembrando con estría diferencial, de 

tal forma que en la última· est~iá•'l.;;; colonias crecieran espacialmente 

separadas, para utilizarlas en subculÚvos posteriores o para identificación. 

En el crecimiento en placa se observó también la morfologia de las colonias 

por las características visibles. La cepas se consideraron puras cuando las 

colonias que se tenían, luc!an muy similares entre 'si considerando la 

morfología y también considerando la similitud de las estructuras observadas 

al microscopio. como recomiendan Simbert y Krieg ~1981). 

C) Agrupación de las Cepas en Géneros 

Con el fin de agrupar a las cepas aisladas y ya purificadas en géneros, 

se hicieron algunas pruebas bioquímicas según las indicaciones de Mac Faddin 

(1980) también descritas en Gerhardt, ed. (1981) y Harrigan y Me Cance(1979). 

C.1) Prueba de la catalasa 

Se utilizó agua oxigenada comercial y se probaron las cepas adicionando 

una gota de agua oxigenda a una muestra de una colonia aislada tomada con 

asada y distribuida en un portaobjeto (Harrigan y Me Canee, 1979 y Mac 

Faddin, 1980). la prueba resulta negativa cu~;,¿.;--no' hay -f0rmaci6n de burbujas 

apreciable a simple vista. 

C.2) Prueba de Fermentación de Carbohidralos 

Esta prueba se utilizó solamente para detectar la producción de gas a 

partir de glucosa (Mac Faddin, 1980). Esta prueba se hace utilizando un medio 

basal al que se le añadió púrpura de bromocresol, ya que las bacterias 
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lácticas son capaces de acidlflc-iir -¡¡: pll menor -de-A.O._ La_p_om¡:>osl_ción del 

medio es la siguiente:_ 

p~ptona:; 
extracto deccal'n-e' ·- ;:.:,· 
Nacl' , N ;;_:'Z"ic ,_,_ 

con üna concenti-aéión_éde gllicosa de 1%. · 

··,. ,i• 

Se. consideró positiva la prueba- cuándo ,se. o_bservaba gas en el inserto de 

Durham, después de 24horas de Íncu~~clón a 3S; C. 

Se hizo también una variación. de . e~~a prueba señalada por Krleg ( 1981) 

util Izando el mismo medio· ·basa1.'(:o~) uf 'g/l de agar. En este caso, la 

inoculación se hizo adicionando O.l-:inf; t:!e'·caldo MRS de 24 horas de la cepa en 

cuestión a un tubo de ensaye y pos~er.~'or~e~te. se_ adicionaba el medio estéril_ 

a una temperatura de 40• C. 

Los tubos se dejaron solidificar en posición· vertical y se les adicionó 1 ml 

de agar puro estéril en la parte superior a manera de tapón. La incubación se 

llevó a cabo a 35• C y se checó- el vire del color del medio de púrpura a 

amarillo que se presenta en caso de acidificación, el rompimiento del agar y 

la expulsión del tapón por producción de gas y el crecimiento a lo largo del 

tubo. 

Se utilizó también el medio recomendado por Me Donald et al. (1987) para 

distinguir cepas home y heterofermentativas, basado en la utilización de la 

fructosa para la producción de ácido detectado por el vire del colorante 

verde de bromocresol, sin resultados claros, que no confrimaban la prueba de 

producción de gas. 

C.3) Prueba de Leche Tornasolada 

Es un medio diferencial para checar las siguientes funciones del 

metabolismo microbiano sobre las proteínas y carbohidratos de la leche, como 

la fermentación de la lactosa, reducción del colorante, formación de coágulo 

por acidificación o peptonización y producción de gas. Se utilizó Leche 

Tornasolada de Difco preparándola como indica el producto. Se adicionó 0.1 ml 

de lnóculo de caldo MRS de 24 horas a tubos de ensaye que contenlan porciones 

de 5 ml dLl medio. Se Incubaron a 35• e durante 24 horas y se checó el vire 

del colorante, la formación de coágulo y la producción de gas CMac Faddin, 
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(1980). 

Para conservar las cepas que dieron -~na respuesta _positiva a la prueba 

anterior se utilizó el medio YGLM, recomen~~_d{por H~~igan y Me Canee ( 1979) 

y Sharpe (1981) y adicionádo de carbonato de calciil ~ti~~d~ se desea conservar 

cepas en refrigeración de 3 a 6 meses: 

leche en polvo descremada 10.0 Y. 
tornasol 0.01 
extracto de levadura 0.2 
glucosa l. o 
extracto de carne 0.25 
carbonato de calcio 5.0 

Se esteriliza a 121• C y 15 lb de presión durante lS min y se inocula con 1% 

de caldo MRS de 24 horas. Se Incuba a 37• C durante 24 horas y en caso de dar 

una prueba positiva se tiene la reducción del colorante de azul-púrpura a 

rosa pálido y la formación de coágulo con liberación de suero, que puede 

disolverse neutralizando el medio, si la formación de -este es debida a 

acidificación solamente. La formación del coágulo por peptonización es 

irreversible. 

C.4) Prueba de Hidrólisis de Almidón 

Se utilizó agar MRS sustituyendo la glucosa por almidón. Se inoculó 

sembrando 1 ml de caldo MRS de 24 horas en masa o distribuyéndolo por la 

superficie de la placa y se incubó a 37• C durante 72 horas. Se checó el 

crecimiento y la formación de halos de hidrólisis del almidón con vapores de 

yodo (Mac Faddin, 1980) que al contacto con el almidón toman una coloración 

azul mientras los halos de hidrólisis permanecen incoloros. 

Se ut U izó también un medio mineral liquido, indicado por Sribir y 

Chakrabarty (1986) y por Olukayode y Olusola (1987) para bacterias lácticas 

con capacidad amilolítica, cuya composición es la siguiente: 

almidón soluble 
KCl 
MgS04. 7H20 
K2HP04 
'NaNOJ 
FeS04. 7H20 
CaCl2 

10. o g/l 
0.5 
0.5 
l. o 
3.0 
0.01 
o. 1 

A este medio se _le_ adicionó _púrpura de bromocresol como indicador de 
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acldlflcación~ p~r utllizació;, del almidón como fuente de carbono, y se 

inoculó con·lY. d~ cildo.MRS de 24 horas y se incubó a 37• C durante 72 horas. 

C.5) Prueba de Producción de Amoniaco a partir de Arginina 

Se uti 11 zó caldo argi.ni na recomendado para estreptococos (Mac F'addi n, 

1980 y Harrigan y Me Canee, 1979): 

peptona 
extracto de levadura 
dextrosa 
K2HP04 
L-Arglnina 

5.0 gil 
.2.5 
o:5 
2.0 
3.0 

Se esterilizó a 121• C y 15 lb de:, presión-durante: 15 minutos, se distribuye 

en tubos de ensaye en porci.ones de 5' mL .'s~ 'inocula con o: 1 ml de caldo MRS 

de 24 horas y se incuba a 35• C durante,-48-,horas. Las lecturas se hacen 

comparando los tubos inoculados éóntr:~ un tubo testigo sin arglnina, 

añadiendo el reactivo de Nessler· qué; ~~~,~~i'.so.luci~n de yoduro de potasio, 

considerando la prueba poslti va cuando.·: .se tiene vire de amarillo a 

anaranjado, con turbidez· 

C.6) Otras pruebas ... 

Se utilizó un medio líquido de yuca· diseñado para comprobar la actividad 

acidlficante sobre este sustri~o ~~- l~s .cepas aisladas. La composición es: 

yuca fresca 10.0 % 
MgS04. 7H20 0.06 
MnS04. 4H20 0.03 
púrpura de 
bromocresol 0.02 

Se esterilizó a 121• C y 15 lb de presión durante 15 minutos y se inoculó con 

1% de caldo MRS de 24 horas. Se incubó a 37• C en agitación durante 72 horas 

y se checó el vire del colorante. 

· D) Conservación de las Cepas 

Las cepas que no dieron una respuesta positiva a la prueba de leche 

tornasolada se conservaron en medio MRS sólido por pases. La cepa de interés 
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se sembró en medio líquido-· en- .tubos de ens.,.ye ·con pare.iones de 5 ml y se 

incubó durante 24 horas'lo\: 37•C, transcurrido esté. tiempo. se hizo tinción de 

Gram para contr()lar;· la pufez¡ y sZ: mtcliÓ er'. pH después de 24 horas. 

Posteriormente se .. se_mbl'.ó en'·m~dlo ~~~Ía~{~.º~.:a~d-~ay por estría y se incubó 

por .72 horas a 37•C y ya crecida; se observó Ja"mor.fofcigía de colonia y se 

hizo l inción de Gram; Las. cepa:s áSi ·~~~~jad~s ·.pueden conservarse de 6 a 8 

semanas en refrigeración. 

E) Cuentas Totales 

Para realizar las cuefr1~as-:totales durante la f-.irmentación natural de 10 

di as de la· y{ica,• se: ~til izó: •la metodología de l I. A,. pero se inoculó en medios 

selectivos· ~ara ~l ·aíslllroíe~to especifico de diferentes microorganismos: 

E.1) para bacterias lácticas se utilizó agar MRS acidificado a pH 5.5 con 

ácido acético glacial, cuya composición se indica en !LA,_· 

E. 2) y para hongos y levaduras se utilizó agar PDA acidificado a pH 4. 5 de 

Bioxon preparado según las indicaciones del :proclucto; 

Anexo III) ACTIVIDAD AMILOLITICA 

A) Preparación del Extracto Crudo 

La preparación del extracto crudo se hizo utilizando yuca fresca y masa 

fermentada. La yuca fresca se utilizó para las determinac.iones de rangos de 

pH y temperatura óptimos y para la determinación de los parámetros cinéticos 

por medio de la modificación de Hanes-Woolf al modelo de Michaelis-Menten. La 

masa fermentada se utilizó mezclada con su respectivo licor de fermentación, 

para las determinaciones de actividad amilolitíca durante el proceso 

fermentativo, tanto en fermentaciones naturales como en fermentaciones 

inoculadas con los diferentes inóculos mencionados en I.8. 

El procedimiento consistió en procesar muestras de 5 g a las que se les 

adicionó amortiguador de citratos frío 0.1 M a pH 6.0 en proporción 1: 1, 

homogenizando la mezcla con agitadores magnéticos y posteriormente 

manteniéndola en refrigeración durante 20 minutos, con el fin de que la 

enzima presente se solubilizara en el amortiguador y el almidón, las fibras y 

otras partículas, se asentaran para posteriormente centrifugar la muestra a 

2,500 rpm durante 15 minutos. El sobrenadante obtenido se consideró como el 
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ezlr'l>GLo crudo enzimá\. ico y se ul i l izó para las delei·min-ai:i ones de actividad. 

. - - - , 

B) Determinación de la actividad amÚol i Úca 

A 0.9 mi de Ja solución de almidón de JO mg/ml se le adicionó O. l ml de 

sobrenadante .de .Ja ·centrifugación o extracto crudo enzimático, incubando la 

mezcla durante 20 minutos a 30• C en un baño de temperatura controlada. Al 

inicio y al finalizar este tlempo se adicionaba ml de ácido 

din! trosalic! llco siguiendo el método señalado por Schettincí; et al .. ( 1988) 

para la determinación de los azúcares reductores liberados.por._ la.erizlma,· 

La actividad amilolitica queda expresada como: 

Act.ividad ----~(..,R"'t,_-_,_R,_,.t"'o'-')'------"--'-'-. • • pi 1 J~; óÍl 
ml extracto • tiempo de. ~·· ~~~L '-~.'.-· 

':·:'·;·:~ -· •1' ~:/?"-· .~ 

Rt = reductores transcurrido el .(iempo cÍe r~r~~nÚí.dió'i'ii': 
Rto ~ re~':1r;:_t_o~es- ~}: i ~icio de __ -,:la -~~,~~~-ci6~ -!: :- ,, __ ·-'~·::· __ ~.: .-./,:_ 
Di lución = •1a.· propórc!ón-•.-extracto: áffiof~g\l~~~º5,':;i~~TL;:} 

La actividad se definió como la cantidad de':exl:r~c't'ó crudo enzimatico que 

1 ibera 1 micromol de. glucosa - ·por· rid~ut.o·· bajo--- .las condiciones descritas 

anteriormente. 

Cl Temperatura: y pH Opti~~s.,y ~arámétros Cinéticos 
--~·2.}, -~- o. .-.-_, ; _,_ 

Para. la determlna_rifon -;de~~i1os'. rangos óptlnios de pH y temperatura se 

utilizaron soluc!on~s· a.'mort!guadoras [);i:M de 6í.tratos para pH entre 3. o y 

6.0, para-pH i:O••'sefutÚ!z6 alriórÜgué:dór :<l~~::iitrat~'-:rosfato y para pH B.O y 

9. O se u~i11~6·i-fuh!tí¿J~clo~tt~t~:/i.as'ii;;IJ'~e~~tui.'iis variaron desde 20• a 70•C 

y todos ~st~s ~~pe.t"im~nt9s ~~ llevarori a: cabo en baños de temperatura 

- --,-·--·- ··-

Para Ía determinacióf1 de los parámetros cinéticos se .utilizaron soluciones de 

almidón que ~a~!ar.()n desde_ 1 a 50 mg/ml de almidón, midiendo la adlv!dad 

amilo_Jítica,según,Iá metodología descrita en JII.B. 
>:· ·. , . 

OJ ldentifica~iófl· de los Productos de Hidrólisis 

La -id~rittficación de los productos de hidrólosis se llevó a cabo por 

cromatograf ta <J~ ·~apa, fina (llandbook _of Chromatography, 1987, CRC Press y 
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Slahl. 1969). Se utilizaron placas fle;:ibles de Silicagel "G" de Baker, 

dejándolas reposar en estufa a 90° C dur·ante 20 minutos, a fin d"O que se 

secaran. Se hizo la cromatografía al licor que escurre apro:dmadamente a las 

6 horas de fermentación, apllcánd0lo sin di luir y sin defecar, corriendo al 

mismo tiempo patrones de glucosa, fructosa, sacarosa, lactosa y mallosa, 

aplicando JO mi crol i tras con una concentración de 50 microgramos. Se ut i 1 izó 

como solvente el sistema n-butanol/acetona/agua en proporción 4:5: 1 en el 

cual los patrones corren en aproximadamente 1 hora y veinte minutos y el 

revelador fue antrona. 

El I-dentificación del' Origen.de la Actividrid Alni lol i lica 
. . ~--··. :_·:;:: -: .. -.,: 

E.1) AdlciÓn dé Anti~ióliLs+~ o~t~r~iñ~ciÓÜ de la'
0 A~trvi'd;d Alnilolí lica 

,-:.:.; -., ... _~·;,;/;::::-; ~~~~-: ,.-.,.;_~ ·--~~-.:': 

Se llevaron á cabo .. expe2iníenfos. coii fu~~~i{r~~merli'actá . proVeniénte de 

fermentaciones naturales:. e irioc~i~iJ~~ •6'oriCs% ~{~~sá'\r~~~~nt'~da a las cuales 

se les añadie_ro_n antibiÓticj:>s pa~a~Tñh~b(¡. ~¡,Ccreci~i~ritó iriiéroblano tales 

como penicil iila G con. pÍ'ocai'na~y pénprc:icllinU:"e~';dosLs.:de,é20o{Ü,i'g de: yuca. -

?ara las determinaciones de actividad ·se s~~UÚ er ii~óc~dl~ient9 ct;;se:rúo en -

~:·'. :•-::. ~-:~::~,~-; •."o-·.:·_;.:' ·. '< • 

~e~ .{~~~- ~.:;-:. --"·=- ,._.,< 
II l. B. 

_{_,<:~,~- --~¿¿. _:-, '~i!i:~:-
E. 2) Control de la Microbio1a'iia' de: laJermeiilación •··· 7 · 

~ lievó··-·ª c;b~ _ ún •. contr~1:cieJ; ef~:~:;jte;·~~·ª'.'.iad:~lión'. ·deLa~ti bióticos 

sobre ia rerinentac1ón haciende; s1e'ffit)r'a's.'.ctír~C:t~W1en.t{ <lc;,r 'i'1c~'¡., _escurrido y 

sembr~ndc;, po~:es~~i~>·enlo~ medios. señaladó~:·ei":1 Anexcí -11: ~ e incubando a 

37• e Jl,;r~~te. 12: sci checó. solarñe'nte•.''erc'~~EicÜmtiintc; d~ nitc~~organismos sin 

contar la~ colorilas. presentes. 
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