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RESUMEN· 

~·~ª conservar el producto htímedo de la harina de yu­

ca codida ( Man.i.koz e¿culen~a J, as! como el producto húme­

do deri~ado del crecimiento de A4pe~g.ltlu4 nige~ en esta, 

segdn el ~to_do de cultivo en medio s6lido _de Raimbault 

(1980), se desarroll6 ún procedimiento de fermentaci6n 1~5:, 

tica por medio de una cepa de L«czobacillu6 sp. 

La cepa fue previamente aislada y seleccionada a par-
.............. 

tir de diferentes fuen~es de alimentos fermentados tradici2.. 

nales en Ml!xico y de.vegetales frescos fermentados y se i­

nocul6 a diferentes concentraciones dé harina (q.(1J __ c:lilu1-

da en agua y suplementada con diferentes fuentes de nitr6-

geno y ininerales. 

Se utiliz6"un diseño tipo Box Wilson simplificado para 

la identificaci6n de variables crtticas que resultaron ser: 

la adición de ca(OHJ 2 para fijar el pH inicial a 6.5, la 

pres~ncia de celulosa e in6culo de. L«cZobacitlu4 sp. 

La cin~tica de producci6n de ácido l~ctico pareci6 se­

guir el modelo de Monod. Sin embargo, se encontraron disér~ · 

~anciai de este modelo con los datos experimentales a nive­

lés cercanos a 450 g/l de sustrato. 

Sa obtuviéron indicaciones para aplicar una ecuación de 

cin~tica de feriéñtaci6n láctica a las distintas c:oncentra­

ciones de sustrat;O. 
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l. [ N T R o D u e e I o N 

Diversos factores como son el aumento en el costo de 

la producci6n agricola ast como su lento incremento, en co_!! 

traposici6n con el alarmante crecimiento de la poblaci6n 

mundial y por consiguiente el almlento en la demanda cuanti­

tativa de alimentos, nos hace pensar en la necesidad de bu~ 

car nuevas fuentes de los mismos utilizando los recursos 

disponibles que aGn no han sido explotados. Es por este he­

cho que existe una gran necesidad de m~todos más efectivos 

y menos costosos para el procesamiento de al.imentos y de 

su preservaci6n. Es fácil llegar a la conclusi6n anterior 

cuando vemos que cada d1a son m~s los problemas_ que· surgen 

con respecto a proveer una dieta adecuada a la pób-:Iaci6n 

mundia1. 

Es muy conocido ya el hecho de que una simple transfe­

rencia de tecnolog!a de los pa!ses industrializados a los 

pa!ses en vias de desarrollo, no es la solución a estos pr2 .. 
blemas, debido a un sinnt'.imero de factores como son, la in-

·fraestructura para la industrialización, las facilidades p~ 

ra la comunicaci6n y el suministro de agua y enerqta, entre 

otros, por lo que se ·ha pensado que io. más conveniente es 

~esarrollar la tecnolog!a en cada sitio de acuer~o a los m~ 

teriales disponibles, ast como a la ideología y a las cos¡ 
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twnbres, entre otros aspectos. 

La fermentación como sin6nimo de procesamiento y preseE 

vac16n de los alimentos fue descubierta hace muchos siglos; 

sin embargo, es hasta recientemente c~ando el mundo moderno 

a fijado su atenci6n en los alimentos ind~genas fermentados 

y ha descubierto que son, literalmente hablando, una mina de 

oro de la Ciencia y la Tecnología alimencaria que está esp~ 

rando ser. tomada y desarroll~da para su uso en la alimenta­

cidn. 

La fermentaci6n ofrece m~todos a un bajo costo para la 

preservaci6n de vegetales frescos mediante la fermentaci6n 

l!ctica. Las fermentaciones tradicionales han perdurado a 

trav6Y.: del.tiempo, debido a varias características como son: 

el incremento en el contenido proteínico de sustratos con a! 

tas·conceritraciones de almidón y el enriquecimiento de los 

alimentos con importantes vitaminas y aminoácidos esenciales. 

Cabe aclarar que, Gnicamente en el 'territorio mexicano, 

eXisten una gran variedad de alimentos fermentados tradici~ 

nale·s .en las ·diferentes regiones etnogr4ficas y que, actua!_ 

mente, en distintos.centros de investigací6n sei están real! 

zando r.Uferen~es proyectos de investigaci6n en torno a alg.!:!. 

no de ellos desde muy diferentes puntos de vista.El presente 

trabajo forma pa~te de un proyecto de fermentaci6n,s6lida a~ 

robiéa y aner6bica, para el enriquecimiento en proteína de 
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la harina de yuca (M«nihot e.~cule.nta). 

Con estas fermentaciones se pretende enriquecer en pr2_ 

te!na a. la harina de este tubérculo (M. uc.ulenta) mediante 

la ·.inoculaci6n con cepas de mohos tales cómo A~pe.Jr.gi.llu.6 n..i.­

ge.11. y de esa fo~ llegar a niveles cercanos al 20% de pro­

te!na, muy superior al 3% inicial. 

Por otra parte, la fermentación láctica puede contri-

buir de dos formas: 

a) conservando el producto en forma htlmeda antes de su 

fermentaci6n. 

b) conservando el producto en forma hameda después de · 

ser enriquecido con A. nige.Jr.. 

Por tal motivo en este estudio se pretenden determinar 

las condiciones nutricionales, humedad y pH que favor~zcan 

la fermentaci6n liictica de la yuca, sola o enriquecida por 

el crecimiento de A. nige.11.. 

II. G EN E R AL I D AD ES 

l) Fermentación láctica 

El concepto de fermentaci6n ha pasado por una serie 

de significados a través del tiempo; actualmente se restri!!_ 

qe a los procesos que ten9an_un compuesto or9.!nico como acee, 

tor final ·de electrones •. Este proceso puede conducir a la· 
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~?!=m.~~~6n de d~ferentes productos característicos, lo cual 

h~c~ que las fermentaciones puedan ser clasificadas de a­

cuerdo a su producto final (Doelle, 1975). 

El ácido láctico es frecuentemente un producto de las 

fermentaciones de carbohidratos y es uno de los procesos 

fermentativos ·mas antiguos conocido.s. Las reacciones que 

se llevan a cabo para la producci6n de este ácido a partir 

de la glucosa son las descritas por la ruta conocida con 

el nombre de Embden Meyerhof .Parnas. (EMP) el cual se descr.f. 

be en la Figura 1. 

Las bacterias responsables de que se produzca ácido 

láctico son llamadas bacterias.lácticas e. incluyen en suma 

yerta especies pertenecientes a la familia Lactobacillaceae1 

son fermentadoras obligadas y se dividen en dos grandes gr.!.!_ 

pos dependiendo de si su producto final es casi exclusiva­

mente ácido láctico (homolácticas) o si, además de ácido 

láctico producen otros compuestos a partir de carbohidratos 

como son etanol, .ácido acético y co2. (~eterolácticas). 

A continuaci6n se señalan las caraotertsticas genera-

les de estas bacterias 14cticas: 

Son qram positivas 

No esporuladas 

Obtienen energta s6lo de la fosforil~ci6n a nivel.de 

sustrato (fermentadoras obliga4_~;~ 
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Fructosa 1, 6 diP 

p- Gliceraldehido 3P · . 

P i--.o...... i ...--NAO+ 
. '".:111 ~NADH+B+ 

1,3 Difosfoglicerato 

ATP.;,.._.....;'~~ADP 
3 fosfoglicerato . 1 . 
2 fosfoglicerato 

l 
fosfoenolpiruvato 
ATP.~ADP 

Acido l!ctico fA°~e+ Acido pir~vico 
NAO+ 

FIG, l. Producci6n de ácido l!ctico, v1a Embden-~eyerhoff­
Parnas {EMP). (Bacterias homolácticas). 
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- Restringidas a hábitats con azdcares. 

- Carecen de porfirinas y del sistema de citocromos 

(no presentan fosforilaci6n o:icidativa) .• 

- Son cocos o baci·los 

- La mayor!a no son pat6genas 

- Van de anaerobias facultativas a anaerobias-estríe-

tas. 

- Sus requerimientos nutricionales son muy estrictos 

en cuanto a los aminoácidos esenciales nece·sarios. 

Requieren de algunas vitaminas básicas, que genera1_. 

mente son tiamina y ácido pantot~nico (Prescott y 

Donn, 1962) • 

Las diferencias fundamen~ales entre los dos grandes 

grupos de bacterias lácticas.son: 

HOMOFERMENTATIVAS 

*Producen 70% de ~cido láctico 

·*Mayor crecimiento celular 

*Poseen aldolasa (Doelle, 
1975) 

*Poca producci6n de co2 
*Producen l.8. (o ·más moles de 
4cido l!ctico por mol de glu 
c9sa) -

HETEROFERMENTATIVAS 

*Producen ácido láctico, 
etanol y ~cido ac~tico 

*Menor crecimiento celular 

*Sin aldolasa y con fosfo­
cetolasa 

*Mucha producci6n de co2 
*Producen menos de 1.8 mo­
les de 4cido l!cticq·por 
mol de glucosa 
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*R~4tizan la ruta EMP comple 
~a, incluyendo 1a conversi6n 
del ácido pirt1vico -ácido 
J.lictico 

*Siguen la ruta de la fos 
focetolasa (Fig. 2) 

ltNq tienen qlucosa 6P deshi­
d~oqenasa 

*Además de fermentar qlucosa, 
fermentan fructuosa, manosa, 
galactosa y disacáridos. 

Tomando en cuenta su morfolog!a y el tipo de f erment~ 

ci6n que realizan, se pueden subdividir en cinco grupos 

(Stainer, ~al., 1969; Doelle, 1975). 

FORMA. 

. cocos . 

BACILOS 

AGRUPACION 

En cadenas 

En t~tradas 

Genera1mente 
en cadenas 

•' 

TIPO DE FERMENTAC:ION . GENERO 

Komofermentativas----S.tl(.ep.toco.ccu4 

Heterofermentativas Leucono-6.toc.' 

Homofermentativas Ped.i.ococcu4 

Romofermentativas Lac:tobac.i.llu6 

Heterofermentativas Lac:tobac.i.llu4 



·. GluJ~ 
ADP .,_.....r ~ATP 

Gluéosa 6P 

l 
Pructosa 6P 
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~FOSFOCETOLASA 
Acetil P · Eritrfªª 4P . 

Xilulosa 
~ . FOSFOCETOLASA 

Ac.etir-;.. ~c~raldehido 3P 

ATPf-i~ADP 1 
Acetato . EMP 

Pi (-'1c;::H+fF l 
Etanol Acido piruvico 

NAO v.L~NAOH+H+ 
Acido láctico 

FIG. 2. Producc16n de ácido láctico, v1a fosfocetolasa 

(Bacterias heterolácticas) 
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9µando ocurre una fermentaci6n espontánea, generalme!!. 

te da ~uqar a una fermentaci6n alc6holica o láctica. Se ha 

observa~o que el que se realice una u otra depende.de lama 

teria utilizada como sustrato. Vinieqra-González y G6mez· 

(1982) enfatizan que la proporci6n C/N es determinante en 

el tipo de fermentaci6n que se llevará a cabo, de tal forma 

que cuando C/N > 60 se facilitan las fermentaciones alc6holi­

cas y cuando C/N< 30 se facilitan las ferment:aciones lácticas. 

El pH inicial tambi~n es un factor determinante cuando predo­

mina ·el N bajo la forma de NH4+. G6mez y Coronado (1983)en­

contr&ron que a pH muy bajo se lleva a cabo una fermentaci6n 

alcoh6lica en lugar de una fermentacion láctica (en fermenta­

ciones con in6culo mixto). 

Diversos autores han demostrado que las condiciones ' 

bajo las cuales se realiza una fermentaci6n, determinan las 

concentraciones de los productos obtenidos: una fermentaci6n 

homoláctica puede desviarse a ljue sea heteroláctica dnicame~ 

te.por la aereaci6n del cultivo, lo cual hace que se produzca 

mayor concentraci6n de acetatos comparada con la producci6n 

~~ ~~~~atos (Dirar y Collins, 1977; Thomas, et. ~., 1979 in 

'!·i_E.,;_eq~a--Oonz4lez y G6mez, 1982). 

Varios autores se han dediqado a estudiar la cin~tica 

~ ~~. fermentación láctica a l~ ~<!.X:.~P de 20 años, y no obs-
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tante que se han utilizado dife~entes organismos y que exi~ 

ten algunas discrepancias en cuanto a los modelos propues­

tos, puede decirse que existen ciertos aspectos. fundament~ 

les en los que todos coinciden: 

a) La producci6n de ácido láctico está asociada princ! 

pa1:mente con la concentraci6n (Viniegra-González y 

G6mez, 1982). 

b) La fermentaci6n láctica es fuertemente inhibida por 

el ácido láctico. 

c) La producci6n de ácido láctico depende en gran par­

te del pH. 

La fermentaci6n láctica puede realizarse por cultivos 

mixtos o puros; generalmente el producto final es el ácido 

láctico, el cual continua estable tanto tiempo~~omo se co~ 

serve en anaerobiosis. Si la concentraci6n de carbohidratos 

solubles presentes en el sustrato es baja, existe una insu­

ficiente producci6n de ácidos orgánicos dando lugar al cre­

cimiento de organismos indeseables como Cto~~~idium (el 

cual convierte el ácido lictico en.butírico, cuya actividad 

causa l.a degradaci6n de proteínas ).(Viana, l.982), Sa.lmonetla., 

Sh~gell.a., etc. Pero si la producci6n de ácido láctico es f~ 

vorable, no existe el crecimiento de estos organismos, ya 

que este ácido act~a como inhibidor de la mayor!a de las 

bacterias pat6genas; esta característica es la que hace que 
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la fermentaci6n 14ctica sea utilizada como conservador de 

alimentos. 

A!Íteriormente se conectan 1inicamente las fermentacio­

nes tradicionales espontáneas y eran las que se utilizaban 

en la industria, pero se conoce muy poco sobre la bioqu1mi­

ca de la fermentaci6n láctica; el control del pH y de la 

fuente de nitr6geno, segan estudios realizado~ por G6mez y 

Viniegra-Gonz~lez (1981), presentan una interacci6n y son 

muy importantes para la orientaci6n de la fermentaci6n en 

sustratos, que tienen poblaciones microbian~heterog~neas; 

las conclusiones a las que se llegaron fueron·que sin nitr6 

geno protéico (sulfato de amonio) se necesitan pHs de 6.5, 

.pero las fermentaciones lácticas llevadas a cabo con pro­

te!na verdadera abundante, se realizan dentro de un intervalo 

de valores de pH muy amplio (por debajo de 7). 

En los ensilajes de vegetales frescos se llevan a cabo 

principalmente tres etapas (Whittenbury, 1964): 

l. Rompimiento aer6bico de los carbohidratos; apare­

cen levaduras y bacterias acéticas, las cuales con­

sumen co2 e incrementan la temperatura de los mate 

riales fermentables. 

2. Crecimiento de bacterias lácticas; primeramente ap!_ 

recen S~~ep~ococcu4 y Leucono4~oc y más tarde apar~ 

cen Pedlocoécu4 y.Lac~obac.lf.t.u4. 
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3. Producci6n de ácido láctico; permanecen los L4c.to­

b4c..ll.li y desaparecen los s~~ep~ococci. 

4. Crecimiento de Clo~.br.idium. No siempre se presenta. 
-----~--------·--------

2. Fermentaciones láqticas tradicionales 

Los alimentos fermentados tradicionales son nativos a 

un área y propios a la cultura de un pa1s. En la mayor!a de 

los casos son abor!genes y se desarrollaro~ antes de que se 

registrara la historia (Steinkraus, I981). Los alimentos fer 

'mentados presen~an una serie de ventajas que hacen que se si­

gan obteniendo aún hoy en d!a, entre las cuales podemos men­

cionar las siguientes: 

- Generalmente requieren de métodos de bajo costo de pr2 

cesamiento. 

- se pueden preservar productos animales y vegetales 

perecederos. 

- Hay reducc16n en el volumen del material, lo cual los 

hace rn§s fáciles de almacenar y transportar. 

En algunos se presenta un significativo aumento en 

el contenido prote!nico a partir de sustratos con 

alto contenido inicial de almidones. 

Aumento en el valor nutritivo. 

Destrucci6n de factores no deseados (sabores,olores) 



- 13 -

- Adquisici6n de sabores y texturas agradables 

Aprovechamiento de productos que no podrían ser uti 

lizado de otra manera: fauna de acompañamiento, etc. 

Reducci6n del tiempo de cocinado (ahorro .de combus­

tible) 

Obtenci6n de productos agradables 

- Obtenci6n de productos seguros: mejoramiento en las 

cualidades sanitarias. 

(Hesseltine y Wang, 1979; Steinkraus, 1981). 

El efecto de la fermentaci6n.var1a segGn el organismo 

que se encuentre presente y las condiciones establecidas pa• 

ra que se realice la fermentaci6n; de acuerdo al efecto que 

se obtenga sobre el sustrato han sido clasificadas en diver­

sos tipos (Hesseltine y Wang, 1979; Steinkraus, 1981); nues 

tro tema de estudio será el de las fermentaciones ácido lác­

ticas. 

Las fermentaciones ácidas se realizan en sustratos con 

contentdos de fibras muy altas; según McCullogh (1977) citado 

por Viana (1982 l, para obtener una fermentaci6n láctica ideal, 

el producto por ensilar debe presentar un contenido de materia 

seca del 28 al 34%, carbohidratos solubles de 6 al 8%, una 

mínima capacidad buffer y una elevada poblaci6n de bacterias 

4cido 14cticas~ 
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En las .fermentaciones lácticas tradicionales, el va 

lor nutritivo se ve incrementado y las condiciones que se 

forman durante la fermentaci6n hacen que no sean fácilme!!. 

te contaminadas por microorganismos no deseados; debido a 

que son alimentos utilizados desde hace mucho tiempo, tienen 

una aceptaci6n cultural muy alta. 

Normalmente cuando nos referimos a alimentos fermenta 

dos, siempre pensamos en aquéllos ya comercializados como 

· son la salsa de soya, los quesos, la pasta de frijol de so­

ya, ·etc., pero nunca pensamos en que existen muchos y di­

versos alimen~os qt.le son utilizados por una gran parte de 

la poblaci6n·mundial como elemento esencial de su nutri-

ci6n. 

En la Tabla 1 se enumeran una serie de alimentos, 

producido por fermentaci6n .llcido-lactica, mencionand() el lu 

gar donde se producen y el sustrato utilizado; es interesante 

ver que aunque no existe ninglln tipo de comunicaci6n entre .-
los diferentes pueblos, existen ciertas similitudes en sus 

alimentos, como son el tipo de sustratos, ya que la mayor1a 

se basan en cereales: sorgo. ma1z y trigo. entre otros. Los 

procesos de fermentaci6n tambien presentan similitudes, por 

ejC!llplo, la mayori"a de estas fermentaciones son inoculadas por 
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si solas a la hora de su preparaci6n. 

En general, podemos decir, que son muy pocos los estu­

dios realizados en cuanto a la fisiolog1a, microbiolog1a 

y bioqutmica de los alimentos tradicionales no comerciali­

zados1 si nos remitimos a la bib1iograf1a, nos podemos peE_ 

catar de que los primeros estudios realizados generalmente 

son de car&cter etnológico y antropol6gico, y últimamente 

es ~ue se empiezan a realizar estudios desde el punto de 

vista del valor nutritivo, microbiolog1a, bioqu1mica, etc. 

Okafor (1981) menciona que es necesario realizar estu­

dios cient1ficos de los alimentos fermentados y que sólo de 

esa ma~era podr! implementarse una producci6n industrial de. 

esos alimentos. 

En M~ico, los alimentos fermentados tienen un fuerte 
. . 

significado tradicional en el cual se mezclan creencias r~ 

ligiosas y sociales (Cruz Ulloa y U~loa, 1973). La forma de 

prepararlo y el momento de ingerirlo es muy importante; por 

ejemplo, el tesgUino (del náhuatl_tecuin =que golpea el 

corazón) utilizado por alguna6 tribus del Noroeste de M~xi 

co, es una bebida preparada a base de granos de cereal -pri!!_ 

cipalmente ma1z - a la cual se le agrega una ~liga" la cual 

consta de diversas plantas que actúan como catalizadores o 

fortificadores ( Cruz ülloa y Ulloa , 1973 ) y se deja. 
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. 
fermentar; principalmente se lleva a cabo ~na fermentación 

alcohólica, pero tambi~n ocurre una fermentaci6n lSctica. 

Dependiendo de la ocasi6n en la que se vaya a tomar es el 

tipo de liga que se le agrega (ver cuadro anterior). 

El pozol (del n~huatl pozoel~ = espumoso) es también 

un alimento fermentado originario de M~xico, el cual es uti 

lizado por los mayas y otros grupos ~tnicos del Sureste des 

de antes de la conquista española (Ulloa, 1974) • Consiste 

en una bola de masa de ma!z que se deja-fermentar y se dil~ 

ye en agua para beberse. Constituyé una bebida alimenticia 

b!sica para grandes núcleos de poblaci6n en esa regi6n (He­

rrera y Ulloa, 1975)~ EXisten diversos trabajos relaciona-

dos con el estudio del pozol, como son aquellos acerca de 

sus composición qu!mica (Mass1.eu, et ~-, 1959)., etnobiol6-

gicos (Salinas, Ch., 1958) y varios trabajos en los que se 

explican algunos aGpectos relacionados con la microbiolog1a 

de esta masa de ma!z fermentada (Ulloa y Herrera, 1970; He­

rrera y Ulloa, 1970 y 1971; Ulloa, Herrera y de La Lanza, 

1971, entre otros)1 tambi~ se han realizado trabajos sobre 

la sucesi6n de organismos que ocurre durante la fermenta-

ci6n del pozol (Ulloa, 1974) • 

Es interesante el conocimiento de bacterias fijadoras 

de N2 atmosférico en algunas fermentaciones tradicionales 
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en M6xico, como son el tesguino (Herrera, Taboada y Ulloa, 

1972) y el pozol (Ag~obac~e~~um azo~ophi.Luml (Ulloa y Herr~ 

. ra, 1972). 

Estudios comparativos entre el ma1z y el pozol (Cravi2 

to, ~al., 19SS) y entre el matz y el tesquino (Massieu, 

~ al., 1959) a. nivel qu!mico, demostraron que existe uri 

incremento en el nitr69eno proteico, en algilnos aminoácidos 
. . 

Ciisina y tript6fano) y tambi~n de algunas vi.taminas (niac_! 

na y riboflavina) en ámbos alimentos, 1o cual aumenta su va 

lor nutrit1.vo• 

Debido a todo esto, es importante seguir haciendo est~ 

dios sobre los alimentos fermentados tradic1.onales, para a­

s1 poder implementar una tecnologia favorable: sin embargo, 

es importante no perder de vista una observaci6n de Okaf or 

(1981) en la cual menciona que existen algunos factores que 

limitan la aplicaci6n de los conocimientos científicos para 

la producoi6n de alimentos fermentados a gran escala; como 

son las costumbres en la preparaci6n, además de las limita~ 

tes econ6micas, ya que la poblaci6n que acostumbra ingerir 

este tipo de al~entos es de muy bajos recursos econ6micos 

y tiene los elementos necesarios para elaI?orarlos, as1 como 

la mano d~ obra. 
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TABLA 1 

ALGUNOS ALIMENTOS FERMENTADOS INDIGENAS1 PRODUCIDOS POR FER 

MENTACION LACTICA QUE SON CONSUMIDOS EN DIVERSAS REGIONES 
DEL MUNDO 

NOMBRE REGION 

Mish Egipto 

Idli India 

Doza 

Natto Japón 

Shoyu Japón 

!Caanqa-. Nu~a Zelanda 
Kopuwai 

Tocos . Peril 

Ca,l)Clha Peril 

~:i;qz: feE_ Ecuador 
DMmtado 

SUSTRAT"O 

Leche 

Granos de arroz sin 
cáscara y semill.as 
del frijol Phal>eo­
lu.6 m-útgo 

Granos de arroz sin 
cáscara y semillas 
del. frijol 

Semillas de frijol 
de soya 

Semillas de frijoi- · 
de soya 

MICROORGANISMO 

Bacterias lácticas homo­
f ermen tati vas 

Laetobac-lU.u..\ de1.b11.1.1.ec.fúl 
L. .f.tlc;Ut. 
Le.tLC.Dno6 :to c. met> e.n:te1to.i.d e6 
stftep:t:o e.o C.c.u.6 .f.tlct.úi 

Le.u.c.ono6,toc. met>e.titeJtD.i.de.6 
Levaduras 

Bacil.l.ut> ruúiJ 
(B. ~ub.tllU) 

P·. ·na.tapkltu.6 . 
Sac.c.ha.ltomycu Mux.U. 
Totw.lop6..l6 C/Ll6~ 
T. e.tc.hel-6.U. 
Candi.da ~p.i.c.aUA, 
entre otros 

Granos ~e maíz Bacterias l.ácticas no 
determinadas 

Granos de ma!z Bacterias lácticas no 
determinadas 

Granos de maíz Bacterias 1ácticas no 
. determinadas 

Granos de arroz sin Mpeltg.(.i.fu.6 6.f.tlv!L6 
cáscara A. cancLi.du.s 

BaCillu.s'l.ub:t:.i.U.6 

Granos y jugo de Sac.chali.omycu c.eJtev.i.6.i.ae 
tal.lo& de ma!z S. uvcvwm 



Kenkey Africa (Ghana) 

Koko Africa (Ghana) 

Kaffir beer Suda frica 

Oqi Nigeria 
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R.a.ndia. e.c.IWw­
CII!Lpa. 

R. unt6on.i 
R. ta.e.viga.ta. 

. Coat.alc.ea. ptM04 
pe/Ulñ 

Stev.út 4eM.ILt4 
Va.twta. me:tlli.o.f.­

dM 
Alú.o~ ñ.U-. 

4WULÓL.6 
8'torrru cur..i.zo n.l- · 

CU6 
Phtu.e.olLu. me.t­

c.a.lóe-l 
Lophopho1r.a. wa­

UP.rn6-l. 
Granos de maíz 
germinado 

Maíz (polenta) 

Granos de sorgo 
y de maíz 

·Granos de maíz, 
. sorgo, mijo 

Granos de arroz 
precocido.Y 
yoc¡urt:h 

P.f.c.IUa. membluuute6ac..i.e.M 
Ca.ndJ..da valida 
.Ba.c.lULL.6 ml?!Ja.te/Llwn 

La.c.:to bacil.tu.6 
Levaduras 

Mo existen datos micro 
biológicos -

La.e.to bac..i1.f.u.6 pC.a.n:taJWm 
L. .dei.biUJ.e.c.kM. 
L • 6 eJrme.nt.l 
L. blr.ev.U 
Le.u.c.01W~-.toc. mu.e.n.tvwidu 
L. de.x..tJuuúc.um 
Pe.d.f.ococ.CLl.h damlUL6u.6 
Levaduras 

La.c.:tobaciliu..6 pla.n1wwm 
L. c.Me.l . 
Ca.ndlda sp. 
Pedi.ococ.CLl.h sp. 
p. pento.6t1C.W4 
Levaduras 

~etarias lácticas 



Busa 

Yogurth 

Kishk 

Burulaltu 

Pozol.* 

'l'urkestan 

ca~caso y rrur-
quia 

Ec¡Í.pto, Siria 
y Arabia 

Nigeria 

Zaire, Nigeria 
y Ghana 

Nigeria 

Sudaf rica 

SE de México 
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Granos de arroz 
o de mijo con 
azucar 

Leche 

Granos·de trigo 
y leche 

Granos de sorgo 

Túberculos de 
yuca 

Granos de maíz 

Granos de maíz 

Masa de granos 
de maíz 

La.eta ba.c.UfLu. bul.ga!Uc.LL6 
Sói.ep:toeoc.c.uA ~eJU11opha.Lu. 

Bacterias lácticas 
l.a.ctD bttc.il1u.6 ptan.taJwni 
L. ca.su 
L. blt.e.v.i.6 
~ 6U.b.t.i.U.6 

Bacterias lácticas 
- CawUda. sp. 

Sa.c.c.haJr.omyc.u c.e1tv.U.i.a.e. 

Sa.c.c.haJr.omyc.u 
Leuc.ono6.toc. 
St:lte.ptoco C.c.u.6 
Levaduras 

La.c:tobac..iULu. pf.antaJwm 
Ae1r.Obacte1t c.eoaeae. 
Levaduras 

La.c..to~~ aci.dopklf.Lu, 
L. bu.tgalLic.u..6 
L. de.tbh.u..e.cJUi 
Stlteptoco~ la.cti.A 

khtwmobadelt JX1 zo.f..U 
AeJtobac..teJL aeJtOgenu . 
AgJWbac.teJLium azo.tophilum 
E.t.c.helW!hia. coU var. 

ne.apo.utana 
P6eudomom me.x.ic.and 
BaeiLtJu c.vwu 
Pcvuu:olo bac.tlwm aeJtOge.no.é.d.e.6 
CtuuUda. qµ.,illelunonilU. var. 

c. fvw.u.i. 
qu.lU.eJunow:LU 

e. ,ialra.p.6.iLo6J.1; 
Han6enula. ~abi.a.nli.. 

•Se incluyen Gnicamente los o:rqanismos.clasificados y reportados en la li­
teraturaJ sin ·embargo, el Dr. H. Ulloa. ha 'iriformado personalmente del ha-
llaz9o de numerosos l.actóbacilos en el . pozol. · 
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Q:ntinuac:U5n·de la Tabla l. 

Klug\leJt.iomqcu. ~ 
Saccl'r.altorngce.A ce;r.ev.i..5.i.ae 
T/t.Ü!fw6p7.ll01t cut.an6ml 
OvuLúla. br.opil!.aliA 
AthJuraJt,ia .tenu.i6 
AapeJtgi.Uu.c\ 6la'1U6 
Ep.i.coCCJJ.lfl sp. 
f«UIVUum spp. 
Geot1U.clwm c.anrLúlum 
llanili.a. IM..tophila. 
ÜLCOJt Ju1Cem06U6 
il. JWwc.ianu.4 
Penic.illwn ela.v.i6oJUne. 
P. cgclJJpilmr 
P. exp.tMWll 
P.~ 
P. lano6a-'1ilti.d.e. 
Phia.lopfrolla. ILicluvr.d4iae 
Rlú.zopuA úoloni6eJL 
TILit!lwdvrma. viJr,,ül¡¿ 
Ne.ulr.06 pe/fil. l>-itopkila. 
AuM.oba.4.i.d.ium pulll•lan.6 
PetLeil.omgt!e.6 ¡{umo6oll06etl6 
HemiApoJUt 4ú,U.a,ta. 
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Cl:lntinuaci6\'de la Tabla 1 

Uu.gveJtimaycu. 6'tag.iLi6 
Sa.ccluvtomgc.e.A c.vrLll-iAi.Ju!.. 
Tlticha6poJUJn. catane.um 
Cand.i.d4. h.opi.clll.U. 
~Wwi.6 
A4~ 6ltzuu.s 
Epic.oc.cwn sp. 
Fu4aJWm spp. 
Ge.o.t!W!lwm CIJIULldum. 
Uon..ili.a. .6U:opkila. 
ü.tc.oJt Jt«Cema6~ 
il. JtDwc.ia.nu6 
Pen.ieillwn c.lau.i60Jm1e. 
p. cychp.ú.un 
P. expm.6um 
P. il.alicLun 
P. lMrot.o-v.ilú.de. 
Pkialopfw1U1 ~ 
Rki.zopL6 f>..tolonl5C!'Jt 
TlW!hodelurta. 11.iJLi.dlt.. 
NeuJW6polrlL t..i:tophaa. 
AuJr..eoba.t.,i.d,úJm p.rllulan.6 
Peaeil.olftljc.eA ~l>OIUJ6eu.6 
Hemit.palUI. úe.Uiúa. 
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3) Aliméntos fermentados en medio sólido 

~as fermentaciones en medio s6lido han sido utiliza­

d~s por el hombre a lo largo de varios siglos, mucho antes 

de que fuera comprendido el proceso microbiol6gico y bio-

quúnico involucrado. 

Una fermentación en medio s6lido es aquella en la 

cual el sustrato no se encuentra ni en soluci6n ni en sus-

pensi6n en un gran volumen de agua (·Raimbault, 1980) o, co­

mo la definir1a Knapp (1978), es cuando el sustrato es un 

s6lido hGmedo no suspendido en agua. 

En las fermentaciones en medio sólido, el agua puede 

encontrarse formando parte del agua de constituci6n; del 

agua libre y del agua ligada (debido a diferentes fuerzas: 

covalentes, i6nicas, higrosc6picas o capilares), pero en 

ninglin caso el agua ocupa todos los espacios libres y tam­

poco circula libremente (Raimbault, 1980). No· es f~cil es 

tablecer una l!nea exacta de demarcaci6n con-respecto al 

ltquido libre en las fermentaciones s6lidas. El contenido 

de humedad no puede ser inferior al 12% ya que por debajo 

de este nivel la actividad biol6qica cesa {Golueke, 1977 

~ornado de Moo-Young, ~ !!.,., 1983) y por arriba de un 80% de 

humedad el liquido lib:re se.hace aparen~e. 

El koji (alimento fermentado ~e origen.jápon~s). se 
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puede considerar como el prototipo de las fermentaciones s6 

lidas. Se han realizado varias investigaciones de este ali 

mento para conocer sus caracter1sticas y sus posibilidades 

y actualmente se utiliza para producir determinadas enzimas 

fungales, como son celulasas (Toyama, 1976, citado por Moo­

Younq, ~ il·, 1983), amil.asa y proteasas (Knapp, ~ tl·, 
1978). 

En la naturaleza, los sustratos s6lidos (residuos vegeta­

les y animales) sufren una deqradaci6n microbiol6gica y una 

transformaci6n como producto·de una serie.de procesos micro­

biol6qicos que .llevan a cabo los microorganismos en suce-

si6n. La mayor diferencia entre el crecimiento microbiano en 

un sustrato s6lido y uno l:Lquido, es que en un ·sustrato com-

pletamente disuelto, todo.s los compuestos se encuerJ.tran uni­

formemente accesibles, mientras que en un sustrato s6lido, el 

medio es heteroq~neo y los compuestos no son accesibles en to 

dos los sitios. Como se puede observar, la ferrn.entaci6n s6-

lida presenta una serie de ventajas y desventajas que podemos 

resumir a continuaci6n (Moo-Younq, ~tl·r 1983). 

Ventajas 

-Requieren de menos energ1a de 
proceso 

Desventajas 

-Presentan algunos problemas 
de dispersi6n de calor 
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-Reduce el espacio ocupado 

-No es necesaria una etapa de 
recuperaci6n del producto 

-Son m~s dif1ciles de con­
trolar 

-Falta de sensores adecua­
. dos 

Muchos microorganismos son capaces de crecer en sustratos 

s6lidos, pero los hongos filamentosos son los más exitosos. 

Podemos mencionar tres cl~ses de hongos Íilamentosos que han 

adquirido una importancia pr~ctica: ficomicetos, con los gé­

neros Muco~ y Rh.i.zopu4, ascomicetos con A4pe~g.U.lu~ y Pen¿c¿­

ll.f:u.m1 y Pa.sidiomicetos (Moo-Young, ~ al., ~· ~·). 
A partir del estudio de.fe~entacióries· s6lidas en la natu 

raleza y en alimentos tradicionales, se han tratado de impl~ 

mentar técnicas que presenten bajos costos, y las cuales pr~ 

senten la ventaj~ de poder controlar el in6culo para as1 po­

der obtener el producto deseado¡ para esto han sido utiliza-

dos cultivos puros en fermentaciones s6lídas a nivel indus­

trial en el proceso Koji, él proceso Raimbault y el proceso 

de bioconversí6n Waterloo (Moo-Young, ~al., loe. !:.!!·>· 

4) Enriquecimiento de harinas por A4pe~g.U.lu4 nige~ 

Debido a los problemas econ6micos actua.les, se ha visto 

que deben surgir nuevas técnicas de procesamiento pa·ra tener 
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suficientes fuentes de prote1nas (Senez, il ~·· 1980). El 

enriquecimiento de harinas hace posible la obtenci6n de ali­

mentos balanceados en regiones en las cuales no existe otra 

forma de obtener prote1na por medios convencionales (Raimbault, 

1977). Los materiales amiláceos son de gran inter~s, debido 

a que existen varios microorganismos que crecen en sustratos 

que tienen como dnica fuente de energ1a el almidón y, además, 

estos microorganismos presentan una tasa de crecimiento muy 

alta. 

Muchas ficomicetos y ascomicetos pueden convertir almid6n 

a azCicares, en particular especies de Muc.01r., Rh.i.zopu.& y espe­

cialmente, A.&pe1r.g.i.lluh (Ra~mbault Y. Alazard, 1980). El A.&pe~ 

g.i.lluh n.i.ge1r. tiene una alta actividad amiloH.tica y composi­

ción de aminoácidos muy aceptable (Senez, ~al., 1980). 

La harina de yuca es un sustrato amiláceo con un alto con­

tenido de almid6n, tiene un costo de producci6n muy bajo, es 

de fácil almacenamiento (en la tierra) y presenta una produc­

tividad por hectárea muy elevada; es debido a estas caracte­

r1sticas que la fermentaci6n de harina de yuca inoculada con 

A. n.i.g e1r. a sido utpizada por varios investigadores (Raimbault 

& Alazard, 1980; Senez, ~ ~·, 1980, Carrizales, ~al., 1981, 

entre otros) para el estudio.de enriquecimiento de harinas. 
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5) Importancia de la vuca (Ma.n.i.ho.t e.6c.LLL.e.11.ta) 

La yuca (Matt.i.ho.t e.6c.uLe.n..ta. Crantz) pertenece a ·la familia 

de las euforbiáceas. No se conoce en su estado nativo; exi~ 

ten dos centros geográficos de especiaci6n del 9~nero, uno es 

el oeste y Sur de M~xico y parte de Guatemala y el otro el 

Noreste de Brasil. Los l!mites actuales de su distribuci6n 

en el continente americano van de 25ºN a 25ºS (Purseglove, 

1976). 

Se cree que en el siglo XVI fue transportada por los por­

tugueses desde el continente americano al africano, pero no 

tuvo qran importancia sino basta el siqlo XIX y su uso se in­

cremento én el siglo xx. Tambi~n fue transportada a Malasia, 

Ceilan y las Fil~pinas. 

Actualmente se le encuentra en todas las regiones tropic~ 

les, esencialmente en sitios de baja altitud, pero puede cr~ 

c·er a 5000 pies en el ecuador. Puede soportar pro~ongados 

periodos de sequ1a y vuelve a reverdecer rápidamente con las 

lluvias. Es por esto.que es de gran valor en áreas con poca 

pluviosidad. 

Los terrenos m~s favorables para su Cultivo son de suelos 

arenosos o arcillosos-arenosos de una fertilidad razonable 

(Miranda, 1952), pero puede crecer en cualquier tipo de sue-
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lo mientras no este inundado, sea poco profundo y no muy ro­

coso. P~ede producir cosechas en suelos agotados que no son 

capaces de producir otros cultivos; es tomada incluso como la 

dltima cosecha en suelos rotativos. Un exceso en el fertil! 

zanté es contraproducente,· ya que produce un excesiyo creci­

miento vegetativo a expensas del tubérculo y de la formaci6n 

de almid6n (Purseglove, 1976). 

- La yuca es un arbusto de corta vida, de 1-5 m de alto y 

presenta látex en todas sus partes. Los tubérculos se desa­

rrollan como abultamientos en las raíces ~dventicias a corta 

distancia del tallo. Generalmente cada planta presenta 5-10 

tubérculos, de 15-100 cm de largo, de 3-15 cm de ancho y oc~ 

sionalmente ramificados •. Cada tubérculo pr~senta una peride::_ 

mis, una corteza y una pulpa de par~nquima donde se localiza 

el almid6n. Cuando el tub~rculo es viejo sufre un proceso de 

lignificaci6n. 

Extsten diversas variedades de yuca, pero se pueden agru­

par en dulces o amargas. Algunas autoridades han dado nom­

bres específicos a éstas, pero esta distinci6n no es justif! 

cada ya que existe entrecruzamiento entre ellas. Es por es­

to que dnicamente podemos dividirla para fines prácticos en 

yuca dulce (con bajo contenido qe.HCN) y en yuca amarga (con 

·alto contenido de HCN). Este ácido cianhtdrico, se encuentra 
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bajo la fo.rma de qluc6sidos cianog6nicos (linamarina y lotaus 
' -

tralina): al hidrolizarse ~stos liberan HCN, lo cual la hace 

altamente venenosa. El mismo tu~rculo contiene la enzima l.f. 

namarasa. la cual, al ponerse en contacto con los gluc6sidos 

cianog~:i.cos localizados en diferentes tejidos, li.bera HCN, y 

éste es elimi.nado por evaporaci6n al hervir (Nartey, 1973). 

En Mlbc:ico se cultiva principalmente la yuca dulce a diferen~ 

cia de Africa donde se produce más yuca amarga. 

Los t~iculos de" la yuca son una fuente de carbohidratos 

muy.importante en muchas regiones de tierras bajas de los tr~ 

picos. La forma de prepararlos varia ~ntr'e l.as diferentes 

regiones: a part.ir de ellos se obtiene almidón, el cual es u­

tilizado para hacer tapioca: se comen hervidos o se rebanan y 

se dejan secar al.. sol, para después hacer harina moliendo es 

tos pedazos. En Africa Oriental.se fermenta la pulpa por un 

periodo largo de tiempo¡ este alimento recibe el nombre de 

garrí (tabla 1): en Nigeria ex.iste un alimento conocido como 

foo-foo y otro como attieké, los cuales son elaborados también 

a base de yuca fermentada y en Indonesia el tape se consume de 

la misma manera. 

Es posible obtener un promedio de 20-4 o toneladas de tu­

b~rculos de yuca/hect:S.rea (8-12 toneladas de materia seca/hes_ 

~rea),, pe:ro !!U contenido protetn:ico es muy b<ljo, 3.5~ de pr~ 
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te1na cocida (Grace, 1971). 

La composici6n de la harina de yuca es (Rai.mbault, 1980): 

A qua residual·· 10% 

Materia seca total 90% 

Almid6n 83% 

Aztícares reductores 3% 

Protetnas 2% 

L1pidos 1% 

Cenizas l.% 

Debido a 1 hecho de que la yuca tiene un alto contenido de 

almid6n y además de que se localiza en ·zonas geogr~ficas don­

de las carencia protetnicas son graves (Raimbault, 1980), ha 

hecho que diferentes autores la hayan tomado como sustrato p~ 

ra la producci6n de proteínas por medio del crecimiento de 

hongos (Gregory, ~ !.!:_., 1977; Reade y Gregory, 1975, Raimbault 

y Alazard, 1980; Carrizales, ~ ~., 1981; Hesseltine, 1972, 

entre otros) • 

El m~todo de enriqueci.miento de harina descrito por Raim~ 

bault (1981) consiste en cocinar la harina (con un contenido 

de humedad del 30-35%) a una temperatura de 70-80°C durante 

10-15 min en una amasadora (de panader1a) con: agitaci6n mode­

rada. Despu~s de enfriarse a 40ºC, se mezcla con ·una soluci6n 

s.alina ( sulfato de amonio, urea y minerales) y 4 .X 10 7 esporas 
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de A~pe.Jtg.i.Uu.s n.i.ge.Jt por gramo de materia seca hasta alcan­

zar un 50% de humedad en el sustrato. Al mezclar, el mate­

rial se aglutina formando gránulos de 2-3 mm de di!metro, lo 

cual asegura una matriz favorable para el desarrollo del mi­

celio y la aereaci6n manteniendo su estructura incluso cuan­

do el sustrato es reemplazado por el micelio. 

111. O B JET 1 V e S 

- Ampliar el conocimiento sobre el cultivo de bacterias 

llcticás en sustratos ricos en almid6n para uso alimen~ 

tario. 

Aprovechamiento de fermentaciones l.1cticas tradiciona­

les para la.conservaci6n de alimentos. 

- Aislamiento de cepas de bacterias láct:tgas. a partir de 

fermentaciones tradicionales y vegetales frescos ferme!!_ 

tados, con caracter1sticas para alta producci6n de ácido 

láctico en sustratos de almid6n. 

Optimizaci6n de la fermentaci6n de harina de yuca enri­

quecida por A.spe1tg.i.i.lu.s n.i.ge1t. 

- Desarrollo de tecnoloq1a para la conservaci6n de alimen­

tos enriquecidos con prote1n:a m;f;crobiana, almacenados en 

forma hdmeda. 
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IV; M A T E R I A L E S Y . M E T O D O S 

El trabajo fue realizado en el Departamento de Biotecnolo­

g1a de la Universidad Aut6noma Metropolitana, plantel Iztapa­

lapa, bajo la direcci6n del Dr. Gustavo Viniegra González de 

la ti.A.M. Iztapalapa y del Dr. Maurice Raimbault de la ORSTOM 

y Dr. MiquelUlloa del Instituto de Biolog!~, por parte de la 

Facultad de Ciencias de la UNAM. 

l. Aislamiento de bacterias lácticas a partir de fermentacio­

nes .lácticas 1 tradicionales y de vesretales frescos fermen-

~-

Para llevar a .cabo el ·áislamiento de bacterias lácticas a 

partir de vegetales frescos fermentados, se prepararon tres 

mezclas que consistieron de: a) col; b) col y hojas de maiz; 

c) hojas de pl4tano. 

Se pic6 el material.vegetal añadiendo 2.5% de NaCl y se 

compact5 dentro de frascos con tapa de rosca, ocupando las dos 

terceras partes de su capacidad, a estos frascos se les adap­

t6 una válvula de Bunsen. Se sumerqi5 el material en el jugo 

producido y se evacu6. el aire bombeando co2 • Se incubaron a 

30-JSºC. El pH·inicial fue de 6. · 

se tomaron muestras.diariamente durante 12 d!as y se sem-
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braron en cajas de petri en tres medios distintos: Rogosa SL 

Agar Oifc~, jugo de tomate-agar Pifco) y medio LB (Triptona 

1%, extracto de levadura 0.5%, NaCl. 1% y agar 2%)J mismas que 

se incubaron a 37°C. 

A par~ir de las cajas inoculadas, se hicieron aislamientos 

utilizando los mismos medios pero preparados con una soluci6n 

de azul de anilina saturada (200 mg/l) esterilizada (10 gotas/ 

100 ml de medio gelosado). Las cepas que producen ácido se 

colorean de azul, de esta manera es fScil aislar las bacte~ 

rias acid6filas para ser analizadas posteriprmente. · 

Simult!neamente fueron aisladas cepas a partir de pozol 

(proporcionado por el Dr. Hermilo Leal, Div. de Est. Postgr!_ 

do, Fac. Qu!mica, UNAM) y de tesgüino (proporcionado por la 

M. en c. Patricia. Lappe, Depto. Micolog!a, Inst. Biol., UNAM), 

siguiendo el método anterior. 

2. Selecci5n de una cepa productora de ácido láctico y amilo­

l!tica. 

Las cepas aisladas con características acid6filas (92) se 

sembraron en cajas de petri con un medio que conten!a almid6n 

<;c?mO Gpica fuente de carbohidratos (extracto de levadura 

:t·.!?5~¿ ti~~ptona Sg, NaCl 2.Sg, K2BP04 2.Sg, (NH4 )2so4 2g, al­

m~-"'~ ~0.g y agar 20 g/1000 ml. e2o). Para conocer la capaci-
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dad de hidr6lisis del almid6n de las distintas cepas, las ca­

jas se expusieron a vapores de yodo. 

Se hicieron observaciones microscópicas y macroscópicas de 

las cepas aisladas. A partir del análisis de los resultados 

de las pruebas anteriores, se seleccionaron 17 cépas para C2_· 

nocer su producción de ácido liictico, esto 11ltimo por medio 

de cromatograf!a de gases. 

Mátodo de medición de ácido láctico.- A cada una de las 

muestras se les agregaron 0.6 ml/5ml de muestra de una mezcla 

de ácido fó-mico (~l 25%) y ácido fosf6rico (concentrado), en 

una proporc16n 3:1, para detener el metabolismo y poder corJ-., 

servar la muestra. Después se esterific6 de la siguiente fo~ 

ma: a l ml de muestra se le agregaron 2 rol de metanol absQlu­

to y 0.4 ml de ácido sulffirico al 50%. Se incubó durante l 

hora a 55°C, se adicionó 1 ml de agua cuando ya estaba fr!a 

y se agit6. Se extrajó el.ácido láctico esterificado agre­

gando 1 ml"de cloroformo agitando'durante medio minuto. 

Se tomaron 3 ml de la fase clorofórmica y se inyectaron en 

el cromat6grafo (Varian 1400) bajo las siguientes con~iciones: 

flujos: H2-20 seg(lO ml, N2-5o seg/10 ml y aire 30 seg/10 ml. 

Temperatura inicial a BOºC y final a 130°C, inyector a llOºC 

y detector a ll0°C. 
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3. Análisis de la producci6n de ácido láctico a partir de la 

fermentaci6n de harina de yuca a diferentes porcentajes de 

humedad. 

La cepa seleccionada (no. SO), proven!a de.la mezcla de col 

y hoja de ma!z, al s~ptimo d!a de incubaci6n; es un Lac~ob~c¡­

~lu4 sp. que presenta una producci6n de Scido láctico de.3.35 

g/l con un pH de 4.05, y que hidroliza almid6n. 

Para conocer la influencia del acondicionamiento del sus­

trato (harina de yuca) y los factores de crecimiento en la aa~ 

tidad de ácido láctico producido por la cepa elegida, se ino­

cul6 ~sta en matraces que contenían 100 ml de soluci6n salina 

CK2HP04 2.5 g/l, (NH4>2so4 3 9/l y NaCl 2.5 9/l) y. uno de los 

siguientes tratamientos: 

A. harina de yuca cocida •••••••••••••••• 1 g ~ 

B. harina de yuca cocida •••••••••••••••• 1 g 

extracto de levadura ••••••••••••••••• 0.25 g 

triptona ••••••••••••••••••••••••••••• 0.25 9. 

c. qlucosa ••••••••••••••• .' ••••••••••••.• 1 g 

extracto de levadura ••••••••••••••••• 0.25 g 

triptona •.•••.••••••••••••••••••••••• 0.25 g 

o. harina de yuca enriquecida* •••••••••• 1 g 

E. harina de yuca enriquecida* •••••••••• ! g 

extracto de levadura ••••••.••••••••••• o. 25 g 

triptona •••••••••••••.••••••••••••••• 0.25.q 
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* Harina de yuca enriquecida (preparada en el proyecto de 

"Fermentaci6n s6lida de sustratos amiláceos en equipos a 

escala intermedia" realizado en el Laboratorio de Micro-

biolog1a, UAM-Iztapalapa, bajo las siguientes condiciones: 

A 1 kg de harina de yuca cocida (30 min. a 15 lb/in2> con 

un contenido de humedad de 35%, congelada y secada, se le 

agreg6 una soluci6n salina (NH4 ) 2HP04, KH2Po4 y urea) con 

un in6culo de 2 X 107 esporas de A6pe~g¿t~u~ nige~/gr de 

materia seca hasta alcanzar un 50% de humedad, con un pH 

de 3. 2; se empac6 en un fermentador est-~tico vertical (d;!;_ 

señado por el Dr. Raimbault) a una densidad aparente mayor 

a O.S gr/cm3 y se incub6 a 3SºC durante 30 horas. 

Dichos tratamientos se ajustaron a pH de 6.5. Las prue­

bas anteriores se hicieron por triplicado y el tratamiento e 

fue el grupo testigo. Se esterilizaron y se inocularon con 

la cepa SO, se incubaron a 37ºC y se tomaron muestras-dos ve 

ces al d1a durante 5 d1as1 se·midi6.el pH y la concentraci6n 

de ácido láctico. 

Para las pruebas posteriores, se utiliz6 como sustrato la 

harina de yuca enriquecida sin factores de cr_ecimiento; sa v~ 

ri6 la concent.rac16n del sustrato de 10 g/l a 500 g/l para c~ 

nocer el efecto del porcentaje de humedad en la producci6n de 

!cido láctico. Las experiencias fueron preparadas siguiendo 
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el mismoml!!:todo de la prueba anterior y también se realiza­

ron por· triplicado. Se midi6 el pH Y, se tomaron mue,stras p~ 

ra medir el ácido láctico producido utilizando un cromat6gr~ 
, fo de qases. 

4. Ut..ili.zaci6n·del método de·di.seño ex:pedmerital para el es­

. tudio y la optimizaci6n . de la fermentaci6n láctica de la 

harina de yuca previamente enriguecida en prote1na cor la 

fermentaci6n ·en medio s6lido con A.6pe.1t.gi.tlu.6 n.i.ge.11.. 

El mtStodo de diseño experin.ental fue adaptado . de una sim­

plificaci6n del método de B.ox-Wilsón:. Esta nueva técnica de 

investiqaci6n permite optimizar un proceso más r.élf~damente y 

con menor nllmero.de ex:perimentos, que el método clS.sico, don~ 

de se. estudian las variables independientemente. Adem&s co-

me se var1an los factores estudiados simultáneamente, consid~· 

ra las posibles interacciones de sinergismos o antagonismos 

·entre los factores estudiados. 

Este método utiliza un moaelo matemático lineal del proce­

so y un diseño experimental preciso para calcular e~ coefi~ 

ciente. de importancia de cada fac.tor ~studiado, para lo cual 

es necesario identificar el proceso con una ecuaci6n lineál 

deltipo siguiente: 

R =.Fo + b
1

(A)+ b 2 (B)' + b 3 (C) + 
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R = dat~ de la medida 

Fo~ efecto· residual de los.otros parfunetros que los e~ 

tudiados (X)· 

bi···bi.."" coeficientes.algebraicos·de importancia espe-

c!fica de cada factor estudiado 

·.donde: 

si = signo de· la matriz 

.n = n11mero de experiencias 

A, B ·~· (I) =Factores cualitativos.(+ o-) fijados a un 

. nivel definido' (o) 

Para poder Clilcular los coeficientes de una ecuación con n 

variables es necesario tener n+l ecuaciones, es decir n+l ex~ 

periencias, e_n las cuales se varíen todos los factores. 

Para definir las condiciones para cada experiencia así como 

para _el cálculo d~ los coeficientes, se utiiiz6 el método ma­

tricial, elaborando una matriz cuadrada (nxn) con diagonal n~ 

gativa y adici6n de una línea positiva. 

Es necesario fijar un nivel (O) para cada factor que gene~ 

ralmente se basa en datos bibliográficos o en experiencias 

·previas. 

En el presente trabajo se utilizaron siete_parfunetrosi los 

niveles y ampl.itudes de variaciones fueron fijados de acuerdo 
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a los datos de la literatura y de laboratorio.citados por 

Viniegra González y G6mez (1981), con respecto a la técnica 

de ensilaje de. los forrajes.· Los factores estudiados se in 

dican en la TABLA 2. 

TABLA 2 

. VALOR DEL NIVEL SUPERIOR E INFERIOR DADO PARA LOS DIFE-

RENTES FACTORES ESTUDIADOS. 

FACTORES Nivel + Ni'vel -
A~ HUMEDAD (% de materia seca) 80% 65% 

B. INOCULO de cepa de bacteria láctica si no 

c. Ca{OH)i (control de pH inicial=6.5) si no 

D. TEMPERATURA 37°C ¡. 20ºC 

E. MELAZA (carbohidratos fermentables) si (lOg) no 

F. UREA (C/N) si (lOq) no· 

G. CELULOSA (carbohidratos fermenta-

bles/fibras crudas~ si (lOg) rio 

' .... , 

Para resolver .el problema se realizaron ocho experiencias 

utilizando la matriz (7x8) de la forma siguiente: 

. (ver TABLA 3) • 
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TABLA 3 

MATRIZ DE 7X8 CON DIAGONAL NEGATIVA y ADICION DE UNA LINEA 

POSITIVA, QUE INDICA EL NIVEL SUPERIOR o INFERIOR PARA CADA 

FACTOR A~B~- C, ••• (ver TABLA 2) 
•,' .. .. 

1 2 3 .4' 5 .6 7 8 

A + + + + 
B + + +. .+ 
e 

., 
+ + + + 

.D +' + + + 
E + + + - + 
F + + +. + 

.G .+ ·- + + -:\'' +· 

De 1a matriz anterior, se sacaron las condiciones para ca' 

da una de las experiencias, quedando como se indica en la 

TABLA 4.· 

Tomando los datos de la tabla, se prepararon los medios. 

·para cada Wia de las experiencias y se répartieron eqU:itati.:.. 

vamente en cinco bolsitas de plástico, a las cuales se les 

evacu6 el aire¡ se cerraron herm~ticamente y se incubaron a 

la temperatura adecuada. 

A los 7 .d1as de incubaci6n, .se diluy6 el contendido de las 

bolÚtas en 500 1111 de agua y se homogeniz6 con. una liéuadora 
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TABLA 4 

CONDICIONES DE LOS DIFERENTES FACTORES PARA CADA UNO DE LOS 

OCHO TRATAMIENTOS 

TRATAMIENTO . 
1 2 3 4 5 6 7 8 FACTOR 

HARINA 
ENRJ:QUECIDA 100 g 100 g 100 g 100 g 100 g 100 g 100 g 100 

PREA o 10 g 10 g o o o 10 g 10 

~LULOSA 10 9 o 10 g o 10 g o o 10 

"E LAZA 10 g 1 o g o o o 10 g o 10 

g 

g 

g 

g 

iINOCULO o o 10ml 1 _0ml. o o 1 Oml. 1Óml 

l:a (OH) 2 2 g o o 2 g· 2· g o o 2 g 

¡¡.GUA. 241ml. 480ml 213ml 4 30ml. 223ml 440ml. 196ml SSOml 

iINCUBACION 20°C 20°C 20ºC 20ºC 37°C 37°C 37ºC 37°C 

durante 50-60 seg a partir de cada diluci6n: se tomaron tres 

muestras y se realizaron dos análisis para cada una. Se midie 

ron el pH, y el ácido láctico, posteriormente se realiz6 un 

antllisis estad1stico para conócer la validez de los datos. 

V. RES U L TA D O S Y D 1 S C U S I O N 

Los resultados se presentarán de acuerdo al orden en que se 
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reali~6 ló parte experimentalM 

l. Aislamiento de bacterias lácticas a partir de fermentacio­

nes' Uicticas tradicionales y de vegetales frescos fermen-

~-

Los resultados de esta parte experimental se resumen en la 

TABLA 7 donde se presentan las caractertstícas de las cepas 

aisladas mencionando su fuente de origen, producción de ácido 

láctico, crecimiento sobre medio de almid6n, pH y el género· 

al que pertenecen. Puede verse que existe una fuerte re1a­

ci6n entre el valor del pH y el ácido láctico producido y que 

un 46.7% de las cepas presentan capacidad de crecimiento sobre 

el medio de almid6n. 

El porcentaje de presencia de cada q~nero.es el siguiente: 

TABLA 5 

PORCENTAJE DE LOS ORGANISMOS AISLADOS A PARTIR DE POZOL, TES­

GU INO Y VEGETALES FRESCOS FERMENTADOS 

Lac..tobac...iUu..ti 54.34% 

Leu.c.ono.ti.to c. 11.95% 

Pedioc.oc.cu.1a .7. 6 % 

S.tJt.ep.to c.occ.u..ti 5.43% 

Levaduras 5.43% 

Otros 15.21% 
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Tambi& podemos calcular que un 70% de los.· g~neros enco!!,_ 

trados en el s~strato de col, pertenecen al género L~c~oba­

cil.l.u~. mientras que en el po2ol s6lo se da un 38.9%. 

En cuanto a la capacidad de crecim.ie..~to sobre medio ae al 

mid6n, aGn es necesario realizar m&s pruebas variando las ca 

racter1sticas del medio, es decir, inocular a los organismos 

en medio rico y medio pobre de almid6n para poder afrimar si 

existe o no una verdadera capacidad de hidr6lisis de éste. 

La mayor cantidad de ácido l~ctico_producido corresponde 

a la cepa 90 (Lac~bac.l.e.la~) con ~a producci6n de 5.58 g/l 

y con un pB de 3.7,.pero no presenta crecimiento en medio de 

almid6n. 

En total se aislaron 92 cepas a partir de los diferentes 

sustratos, las cuales son analizadas en el Dei;>artamento de 

Biotecnologta de la UAM-Iztapalapa y pasarán a formar parte 

de un cepario para dicho departamento. 

2. Selecci6n de una cepa productora de ácido láctico y amílo­

l!tica. 

La cepa seleccionada fue la No. 50 (Lac;tobac.ltlu.~ sp., 

TABLA 7), la cual provenía de la mezcla de col y hoja de ma1z; 

su producci6n de Scido lSctico es de 3.35 g/l y el pH es de 

4.05, presentando crecimiento en medio de almid6n. 

' '~! 
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Al referirnos a la TABLA 7, podemos observar que existen 

cepas con mayor produccci6n de ácido láctico y que'tal v~z 

tengan mejores características que la seleccionada, pero in!. 
.cialmente .se realizaron observaciones ·al microscopio a partir 

de.las cuales se seleccionaron 17 cepas para su análisis de 

producciort de ácido láctico, crecimiento en medio de almid6n 

y el pH¡ dentro de esta.s cepas, la No. 50 presentaba las ca­

racter1sticas necesarias para continuar con la siguiente fa­

se del trabajo, por lo cual fue elegida y las restantes seguí_ 

rán siendo analizadas en el.laboratorio para usos posteriores. 

J. Análisis de la producci5n de ácido láctico a partir de la 

· ferrnentaci6n de yuca a diferentes porcentaies de humedad. 

a) Efecto del acondicionamiento de la harina de yuca. 

En la TABLA 8 se reportan los resultados de las fermen­

taciones de harina de yuca bajo diferentes condiciones, de 

las cuales podemos decir que: 

i) el pH tiende a bajar conforme pasa .el tiempo en to­

dos los casos y en un t~rxnino de dos d!as se alcan­

za el pH final. 

ii) despues de dos o tres días la fermentaci6n l!ctica 

es avanzada • 

. En la figura 4, A y B correspondientes a dicha. tabla, se 
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observa que en todos los casos es posible obtener .1cido lác-
. . 

· tico, pero el grupo test~go (C = glucosa lOq/l +2~5 g/l de 

extracto de levadura+ 2.5 g/l de triptona), es el que prt:!se!:!.: 

ta la más alta producci6n (3.28 q/l) siguiéndole el de yuc~ 

enriquecida (109/l). + extracto de levadura (2.5 g/l) + trip_ 

tona (2.5 g/l). 

Comparando la pr~ducci6n de ácido l.1ctico entre la mues-. 

tra con sustrato de harina de yuca sin enriquecer con aqué-

lla enriquecida, se puede observar que en el segundo caso· 

.existe mayor producci6n de ácido láctico, 'lp cual se pue­

de atribuir a dos hechos: 

i) La. r~lac16n de C/N es diferente.para cada caso, es 

decir, la harina sin enriquecer presenta un C/N'muy 

alto (115.43) y en la harina de yuca enriquecida d~ 

bido al tratamiento para. su fermentaci6n con A6pe.11.­

g~elu6 n~ge.~, el C/N baja hasta un 10.12 de tal mane 

raque se encuentra dentro del .rango (C/i~ 30) en el. 

cual se favorece la fermentaci6n láctica. 

ii) En la harina de yuca enriquecida existe una hidr6li-.. 
sis del almid6n llevada a cabo por A4pe~g.illu6 n~ge~ 

durante la fermentaci6n de ~sta para su enriquect- .. 

miento; esto hace que en este ~ustrato e~ista mayor 

d.~:&ponibilidad de az1'.icares. libl':'.es y también un alto · 

·nivel .. de amitlasas, al contrar.io de lo que ocurre en 

l·a harina sin enriquecer. 

'' ,"',. 



- 46 -

~·' .. 

Es .i.mp0rtante hacer ·notar que en ambos_ casos (yúca enri­

quecida y s~_enriquecer) es posib1e obtener ácido 1ácti~o 

y que en· e1 caso de la yuca er.riquecida, la presencia de ¡ni­

cel.io del At.pe.1tg.i..µut. n.lgu no es un factor que 11egue a lf. 

. mitá.r esta fermentaci6n y¡ además, no inhibe el crecimiento 

·de las bacterias lácticas de ninguria man,era. 

b) ~fluencia de la COI}centraci6n del sustrato en la pro:­

ducci6n de ácido láctico. 

En la TABLA 9 se muestran los resultados de la fase ex 
. .. 

perimental en la cual se pretende conocer la inf1uenciá. de 

ia· concen_traci.6n de la harina de yuca (en este caso -harina de · 

yuca enriquecida) en _la producci6n de ácido láctico. Como 

se puede observar, la mayor concentraci6n (200 g/l) corres­

ponde a un porce.ntaje de humedad· de 83.44%, lo. cual nos dice 

que en todos los casos se realiz6 una fermentaci6n en medio 11 

quido~ 

En la figura S.A, la gráfica de cin~tica de fermentacio 

nes correspondiente a.dicha tabla, nos indica.que la veloci­

dad inicial para todos los casos es muy alta y"que la fermen­

tación no está terminada a las 142 horas, mientras que en la 

figura 5.B,(ácido láctico vs. concentraci6n de yuca), también 

podemos observar que la produ~ci6n de ácido lácti.co tiende a 

.. subir' conforme aumenta la concentraci6n d~l sustrato y. que n.o 

se alcan~6. el niv~l máximo de concent.raci6n de sustrato para 
•'• 
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la producci6n de ácido l.~ctico. 

Estas dos observaciones nos condujeron a incrementar el 

tiempo de la férmentaci6n hasta 860 horas ytambi~n a aumen­

tar· la concentracilSn del sustrato hasta so·o g/l. Los resulta 

·.dos obtenidos al realizar lo anterior, se reportan en la 

TABLAl.O, de la cual poder¡tos observar que el pH baja {desde 

pH= 6.5) en un lapso de 24 horas y que se mantiene alrededor 

de 3.4 a lo largo de la fermentaci6n en todos lo.s casos. 

En la figura 6 (gráficas A,B,C,Ó,E) se llega a la misma 

observación· hecha para la gráfica B de la figura 5 con res­

pecto a la velocidad inicial, es d~cir que la producci6n de 

ácido láctico esmuy rápida en las primeras 24 horas. 

e) Cin~tica de la fermentaci6n láctica a diferentes con­

centracione$ de la.harina de.yuca enriquecida. 

Para calcular el valor de producci6n máxima de ácido 

láct.ico, es posible ajustar a una curva para cada una de las 

fermentaciones··a· las diferentes concentraciónes de sustrato 

la cual cumple con la siguiente ecuaci6n: 

·donde: 

P = pmax t 
L 

K + t 
. ' 

•··it··· = producci6n de S.cido lScÚco 

~ax =· producci.6n m!xitlla 

. t • = :tiempo 

. : .,~ 
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K ~ constante 

Si invertimos la ecuaci6n y graficamos los inversos de 

1T. y t obtenemos una recta que cumple con la ecuaci6n inver­

tida: 

1 = K 1 -·- . . l 
+-. --

PL p t p 
max max 

de. donde se pueden. obtener los válorés de P y K; de esta· max· 
. .· ·. . . . 
manera, en la figura 7, A - D se reportan los vaipres de P . max 

para cada concentración y su ecuaci6n correspondiente. 

·El valor máximo de producci6n de ácido láctico es de 23.414 

.9/l y corresponde a la .conceritraci6n de 500 g/l la cual co­

rresponde a un 66. 67% de humedad. (medio s6lido). 

En la.TABLA .11 se 1 reportan los resultados de los clilculos 

de las ecuaciones lineales de las gráficas de los inversos de 

producci6n de ácido lá.ctico contV.a- el inverso del tiempo, de;! 

de una concentración de 10 g/l hasta 500 g/l, reportándose 

los coeficientes de correlaci6n correspondientes ·ª cada conce~ 

traci6n., as! e.orno. el .error estándar, del cual se puede obte-

ner matemáticamente que el error de esos cálculos es general­

mente inferior al 20%, lo que es aceptable para este tipo de 

evaluaciones; para el 6ltirilo punto (SOO g/l) el error fue pr6-

ximo .al 100%, si eliminamos entonces este punto, el m~imo V!. 

e lor de producci6n de licido láctico sería de 14. 4 5 g/l. 
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Se menciona también la producci6n mS.xima de ácido }áctico 

para cada concentraci6n y los rendimientos, tanto con base 

en la concentraci6n de harina de yuca, como con base en la 

concentraci6n de carbohidratos presentes en ésta (rendimien­

to neto). Se puede decir que si bien la cantidad de §cido 

láctico presente en los ensilajes aumenta conforI!l.e se incre­

menta la concentraci6n de harina, el rendimiento de transfo~ 

maci6n de azdcar en ácido láctico decrece, la gráfica 

de la figura a lo demuestra. 

d) Utilizaci6n de la ecuaci6n de Monod y la ecuaci6n de 

cinética de inhibici6n por sustrato para la obtenciOn 

de una ecuaci6n general de la cinética de la fermenta­

ci6n láctica de la harina de yuca~ 

La figura g. representa la velocidad inicial de forma­

ciOn de ác.ido lá.ctico (estimada como la cantidad de ácido lác 

tico al término de 24 horas en g/1) contra la concentraci6n 

de harina de yuca. La curva resultante, presenta un punto 

mfutimo de velocidad inicial, lo cual indica que debe de exis­

tir un 6ptimo en funci6n de la concentraci6n de la harina de 

yuca. Para determinar ese punto, se utilizaron cálculos ma­

tem~ticos de ajuste polinomial. Los datos experi.J:ilentales se 

ajustan bien a una curva de tercer grado (R= 0.9961) y la 
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ecuac16n correspondiente nos indica que la concentraci6n 6p­

tima para la producci6n de §cido l§ctico fue de 341.5 g/l de 

harina de yuca enriquecida (%de humedad= 74.5%). 

Esta gráfica presenta una cinética del tipo de inhibi­

ci6n por sustrato propuesta para actividad enz:Lnmtica por. 

Dixon & Webb, 1977 (tomado de Pirt, 1975) que cumple con la 

ecuaci6n: 

que: 

donde: 

q = ~ ... a..,x..__S __ _ 

Ks+S+S2 /Ki 

q = velocidad--de formaci6n del producto 

C!max = velocidad máxima de formaci6n del producto 

S = concentraci6n de sustrato 

Ks = constante de afinidad por el sustrato 

Ki constante de inhibici5n 

Invirtiendo la ecuaci6n y multiplicando por S, tenemos 

s = Ks+s+s2
/Ki 

q qmax 

Reordenando: 

2. = Ks +. 1 . s + 1 

q qmax qmax 
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Al efectuar el ajuste polinomial de los datos experime~ 

tales de acuerdo a esta ecuación, se obtiene un coeficiente 

de correlación de 0.8863, lo cual no es aceptable. 

Si graficamos 2. vs. S con los datos experimentales, se 
q 

observa que efectivamente no corresponden bien a una curva 

polinomial de 2~ sino que obtenernos una recta (ver figura 

10 ) lo que cumple con la ecuaci6n de Monod y no a la an- , 

terior. De la ecuación de Monod: 

q 
qmax ~ 

Ks + S 

Se obtiene la ecuaci6n'lineal: 

S Ks 
= + 1 

q 
s 

Graficando los datos experimentales y realizando un a­

juste lineal se obtiene la ecuaci6n: 

s 
q 1~.25 + 0.081 s 

R = 0.9616, de donde se pueden obtener los valores de 

~ax 12.20 g/l •'d1a y de Ks = 186.08 

Este valor de Ks es bastante grande en comparación con 

los valores reportados en la literatura. Es importante ~ 
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cer notar que no nos estamos refiriendo a una cin~tica en­

zim&tica, sino a una fermentaci6n láctica y, además que 

este dato concuerda con otros resultados obtenidos por Vi­

niegra, G6mez y Sauceda (comunicaci6n personal) al hacer 

uso de la misma ecuaci6n para cinéti.cas lácticas en medio 

liquido. 

A partir de las observaciones anteriores se puede de­

cir que para ·concentraciones bajas ~l proceso se cumple con 

el modelo de Monod y que para concentraciones altas (alre­

dedor de 450 g/l de harina) se ajusta mejor el modelo de 

inhibici6n por sustrato. 

4. Utilizaci6n del método de diseño experimental para el 

estudio y la optimizaci6n de la fermentaci6n láctica de 

la harina de yuca enriquecida en proteína por la ferrnen 

taci6n en medio s6lido con A6pe1t.9.i.l.l.u6 n.lgen.. 

En esta etapa, se estudi6 la influencia de la humedad, de 

la temperatura, adici6n de Ca (OH)'2 , inoculaci6n con la cepa 

·NO. SO y adici6n de melaza, urea y celulosa. 

Los resultados son resumidos en la TABLA 12¡ como se ~ue­

-de observar, los valores de la variaci6n del pH concuerdan 

con los valores de ácido láctico presente en cada experimen­

to. En general las bolsas presentaban un inflamiento debido 
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a la producci6n de qas durante la ferrnentaci6n, a excepci6n 

de las bolsas de las experiencias 2 y 7, lo cual se entien­

de al ver los resultados de producción de ácido láctico, ya 

que en ninguno de los dos casos se llev6 a cabo tina.fel.'lllenta 

ción láctica (ver TABLA 12). A dichos resultados se les hi­

zo un análisis estadístico (TABLA 14), en los cuales se com-. 

probó que sí existe una diferencia significativa entre las 

diferentes pruebas y que los datos se encuentran dentro del 

rango de confiabilidad del 95%. 

A partir de esos datos, se calcularon los coeficientes c2 

rrespondientes a cada factor, los cuales ~on reportados en 

la TABLA 13. As! se obtiene la· ecuación del modelo. experi­

mental para cada parámetro estimado1 las ecuaciones resul­

tantes son de la siguiente forma:· 

Para pB inicial: 

R S.~37 + O.OS (humedad) - o.os (in6culo) + 1.26 

(Ca(OH) 2 ) - 0.01 (temperatura) +O.OS (melaza) 

0.65 (urea) + 0.61 (celulosa). 

Para pH final: 

R = 4.26 + 0.21 (humedad) - 0.43 (in6culo) - 0.41 

(Ca(OH) 2 ) - 0.56 (temperatura) + 0.35 (melaza) 

+ 0.47 (urea) - o.23 (celulosa). 

para producci6n de ácido láctico: 
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R = 1.48 + Q.4l (humedad) + 0.56 (in6culo) + 1.19 

(Ca(OH) 2 ) + 0.12 (temperatura) - 0.10 (melaza> 

- 0.26 (urea) + 0.58 (celulosa). 

Analizando esta Gltima ecuaci6n (tercera columna, TA-

BLA 13) se puede estructurar la siguiente tabla en la cual 

se mencionan los factores de influencia positiva y los de 

influencia negativa sobre la producción d~ ácido láctico en 

los ensil~jes de harina de yuca enriquecida. 

TABLA 6 

INFLUENCIA DE LOS FACTORES ESTUDIADOS EN LA FERMENTACION 

LACTICA Y SUS PORCENTAJES DE IMPORTANCIA 

Factores positivos 

ca (OH) 

celulosa 

in6culo 

humedad 

temperatura 

%de impar factores 
tancia - negativos 

80% urea 

39~12% melaza 

38% 

27% 

8% 

%de impor­
tancia 

17.56% 

6. 0% 

Como se puede ver la fijaci6n del pH inicial a un 6.5 por 

medio de la adici6n de Ca(OH) 2 es de gran importancia y de-
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terminante para que se lleve a cabo una fermentaci6n lac­

tica. La importancia de la utilizaci6n de celulosa se 

puede deber a que proporcione una estructura de soporte p~ 

ra la fijaci5n de bacterias lácticas así como a los granos 

de almid6n. El in6culo, presenta un porcentaje de importa~ 

cia muy similar al de la celulosa e indica que s1 es favo­

rable usar in6culos de bacterias lácticas para ensilar la 

harina de yuca enriquecida. 

Aunque la temperatura no presenta una fuerte influencia, 

su control tiene un efecto positivo 16gico. Su baja in­

fluencia es favorable a la aplicaci6n de ensilajes prácticos 

sin necesidad de reguaar la temperatura con mucha precisi6n, 

ya que el rango es amplio (20°C-37°C). 

El factor negativo. urea, produce un efecto de-alcaLini­

dad debido a su hidr6lisis en amoniáco, lo que desfavorece 

la iniciaci6n de la fermentaci6n láctica. 

La influencia negativa de la melaza puede ser debida al 

incremento del C/N y tambi~n puede favorecer otros factores 

no lácticos. 

Los resultados obtenidos a partir de esta filtima fase 

experimental nos proporcionan los datos necesarios para po­

der establecer los niveles positivos y negativos en la rea­

lizaci6n de subsecuentes experimentos, en los cuales se po-



- 56 -

dr! conocer con mayor exactitud la importancia de los di­

ferentes factores estudiados, ya que este trabajo fue de 

caracter preliminar. 
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TABLA 7 

CARACTERISTICAS DE LAS CEPAS AISLADAS A PARTIR DEL POZOL, 

.TESGUINO Y VEGETALES FRESCOS FERMENTADOS -

9EPA GENERO FUENTE PRODtJCCION: pH CRECIMIENTO EN 
DE ACIDO SUSTRATO DE AL 
~TICO _(g/l MI DON -

94 La.e.to ba.c.UlU:l>. 
hoja de º· 7.35 -

' 
¡;iUtano 

37 - col+!loja o 7.0 + ? P-ed.ia co e.e.u!> - de rna1z - ' 

ll,l La. c.t o b a. cUl ILl> 
col_ o- 6. 95 --

86 Levadura. hoja_de o 6.95 pl.!itano 

87 Levadura hoja de o 6.9 -.platano 

68 L euc.o nol>.ta c. 
col+hoja 
de maíz o 6.9 -

80 La.e.to ba.c..lttul> 
hoja de 
pU!.tano o 6.9 -

39 Pedi.o e.o e.e.u!> 
col+hoja. 
de máiz o 6.9 

102- ? 
col+hoja o 1 6.5 -de ma1z 

112 La.e.to ba.c.iUul> col o 6.4 + 

9 pz Leuc.onol>toc. pozol 0.22 3.65 -
51-A Levadura hoja de 0.25 6. 95 -plátano 

2 pz Leuc.01106.toc. pozo1· o.31 6.45 -
43 Lac.tobac.Ulttl> col 0.34 6.9 -

·-
47 ? col o.35 6.6 
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Continuaci6n TABLA 7 

16 Lac..to bac.i.llu.& po:i:ol 0.37 _6.6 + pz 

109 ? 
col+hoja 
dema1z 0.37 6.55 -

29 Lac..tobac.fti.u../i col+hoja 
de mafz 0.4 6.45 -

1 

10 pz Lac..tobac..illuó pozol 0.42 6.4 - l 
30 La. e.ta ba.ci.,l.lu.& hoja de 0.44 6.55 -----1 plátano 1 

16 . La.c..toba.ci.llu./i 1 . col 0.47 6.7 -
_!5 La.e.to ba.c.-i.llu./i coi . 0.48 6.65 --
1.3 Lacto bac.-i.UU../i col. 0.51. 6.50' .., 

1 

23-1. Lactobac.-lli.u./i col+hoj'a IJ.53 6.65 -de ma1z . 
21. Lac..to bac..-il.l.u.1; col ·0.54 6.65 -
2 p1 ? tesgüino 0.57 + 

!jl Lac..to bac...ll.l.u../i hoja de O.SS 6.25 + .?· 1 

' plátano 

78 Lacto bacill.u./i col.+hoja 
de ma1z 0.64 6.95 -

100 Levadura hoja de 0.73 6.95 plátano 

8 pz Leu.c.ono-6.toc.. pozol 0.73 4.15 + 

46 ? 
col+hoja 0.93 6.45 + de ma1z 

44 Lac..to bac..ll.lu.-6 col 0.93 4.25 -
114 Lac..to bac..ll.lu../i hoja de l. 08 4.0· + plátano 

14 pz ? pozol 1~09 4.15 
... 
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Continuaci6n TABLA 7 

115 La.e.to ba.c..U.lu..e. hoja de 1.18 4.4 + 
,·· pla.tano 

103 ? 
·col.+hoja 1.38 7.5 + de ma:!z 

79 Levadura. col+hoja l.49 6.0 -de ma:!z . 
85 St11..ep.to éo c.c.u'6 hoja de l.S 4.85 + .plátano 

12 pz ? pozal 1.52 3.·75 + 

3 pz La.e.to ba.c.Ulu.e. pozol . 1.55 4.56 + 

18 pz ? pozo1 1.69 4.25 -
12 (2) Leuc.0110.e.toc col 1.705 4.70 + 

70 Le.u.c.ono.i..toc. col l .• 72 3.95 - 1 

11. 7 La.e.to ba.c..ltlu.6 col 1.aa 3.9 + ¡ 

110 S.t1t.e.ptoc.oc.c.u.i. col l. 92 
1 

7.0 -
108 La.e.to ba.c..a.tu6 col+hoja 

de mafz l. 92 5.55 -

7l · La.e.to ba.c..lUu.e. col l. 98 3.95 -
1 pz Lacto ba.c..lltu..e. pozal 2.03 4.15 + 

46-A ? col+hoja 2 .• 04 3.3 + de ma:!z 

24 pz ?. pozal 2. 05 4.3 

12 (lA) J?l ?. tesgUino 2.27 . + 

63 La.c..to ba.c..ltlu6 col 2.29 4.35 + 

50-A La.e.to· ba.c.Utu4 col+hoja 2.37 4.2 de má:tz 
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Continuación TABLA 7 

65-A La e.to bac,,t.t.t.u..s col 2.41 4.35 + 

67 Le.u.c.ono.6 to e hoja de 
pl:i.tano 2.41 4.25 - i 

1.9 pz Lac..to óa.c.U..t.u..s pozol 2.43 3.95 + 

• i 
7 pz Leuc.0110.6.toc pozol 2. 51· 3.65 + 1 

' 
23 S:tJt.e.p.to CD CCU..6 pozol 2.61 4.25 

1 
pz + 

! 

col.+hoja 1 
18 La.e.to ba.c..il.lu..6 de maíz 2.65 4.2 + 

1 

67-A Lac..to ba.c..U.l.u..6 hoja de 2.J5 4.25 -plátano 

22 pz Lac..toba.c..U.tiu pozol 2.78 4.0 -
116 La.e.ta ba.c.U..f.u..s col 2.82 3.9 + 

42 La.c..toba.c.,,i..l.lu..6 hoja de 2.87 4.25 + ? 1 plátano 1 

25 pz ? pozol 2.87 3.85 + 

17 La.c..tó ba.cil.tu..s coJ.+hoja 2.88 4.2 + de maíz 

65 Le.uc.0110.6.toc col 2. 94 4.2 -
22-2 La.e.to ba.c.il!.u..6 col 2.96 3.75 -
73 Lacto ba.ca.e.u..s col 2.98 4.15 + 

66-B La.e.to ba.clltu.s col+hoja 3 •. 04 4.05 -de maíz 

33 Ped~ococcu.4 col 3.08 4.2 + 

77 La.e.to ba.c.U.lu..6 col+hoja 3.13 4.1 + de maíz ' 
7.2 La.e.to ba.cl..t.tu4 col 3.14 4.15 -
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26 Lac.toba.c-i.llu.6 col+hoja 3.24 4.2 + de ma1z 

66 La.c.toba.c-i.lluh col+hoja 3.25 4.1 + de ma1z 

14 Lacto ba.c-i.llu,e, col 3.28 4.1 + 

31 Pe.d-i.o.co e cull hoja de 3.35 4.1 +· plátano 

50 Lacto ba.c.lllu.6 col+hoja 3.35 4. 05 + de ma!z 

25 St11.e.p.tococcu.6 col 3.44 4. ·1 -
32 La.e.to ba.c..li.lu.6 hoja de 

plátano 3.48 4.l -

12 L e.uco nci li .to e coi 3.59 3.95 -
28 Lacto ba.c.lllu.6 col 3.63 4.0 + 

15 pz .? pozal 3.65 3.55 

84 f' e.d,io CO CC.lLh hoja de 3.67 4. o -plátano 

75 Le.ucono.6.toc col+hoja 3.68 4.05 + de ma1z 

88 La.eta ba.c.lllu6 .col+hoja 3.91 3.95 + de ma1z 

92 Stll.e.p.to e.o ccu4 col 3.93 4.2 -
28-A Licto ba.c.Ulu.1. col 3.99 3.95 + 

81 Pe.d-i.ococcuh hoja de 4.14 3.95 + plátano 

95 La.e.to ba.c.lllu4 col 4.23 4.0 + 

96 Pe.d.lococc.ul> col+hoja 
de ma1z 4.51 3.9 -

90 La.etc ba.c..lllu6 col S.58 3.7 -
21 pz La.e.to ba.c.Ulu4 pozol · N.O. 4.05 + 
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TABLA 8 

· EFECTO DEL ACONDICIONAMIENTO DEL SUSTRATO 

(HARJ.NA DE YUCA) PARA SU FERMENTACION LACTICA. 

A B e D 
!leido !leido ácido 
lllctico pH láctico pH láctico pH 
(g/I~ {g/l) (g/l) 

o 5.25t1 0.2714 6.25to o 6.1io.1 

-

E 
ácido 
láctico pH 
(g/l) 

p 5.6!o.3 

. 4.9tO. 3 P.0857 4.7!0.1 0.4297 4.7~0.3· 0.4578 4. 710. 3 b.2317 5.1to.1 

4.81C1.1 0.3584 

4,13:t0.4 o.4929 

4,2to.14 0.8305 

4. 7!0.3 0.6669 3.92l0.14 0.7080 4.25!0. 07 p.3511 4 .65!:0.07 

4.72!0.8 0.5677 3.72&0.1 2.7949 4. 4!0.35 P~7401 4.48I0.04 

4.7t0.1 ~.9345 3.5310.12 3.2864 4.oto ().8644 4.4SI0.07 . 
A :"' ~'UCa 10 g/l 

B =yuca 10 ~/l + ext. lev. 2.5g/l + triptona 2.5 g/l 
e = glucosa 10 g/l + ext. lev. 2.5 g/l + triptona 2.5 g/l 
D = yuca enriquecida _10 g/l . . 

ácido 
láctico 
(g/l) 

o 

o_.359 

0.3683 

, .0664 

1.0902 

E= yuca enriquecida 10 g/l + ext. lev~ 2.5 g/l + triptona 2.5 g/l 

. 
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f IG. 4, Gr~ficas de la fermentaci6n lSctica de la harina de 
yuca: 

A 
B 

Harina cocida 

Harina enriquecida 



TABLA 9 

_INFLUENCII\. DE·.~ CONCENTRACI:ON DE LA HARINA DE YUCA 

ENRIQUECIDA _(g/l) EN LA PRODUCCION DE ACIDO LACTICO (g/l). 

CONCENTRACION DE HARINA DE .YUCA ENRIQUECIDA· 
... 

. ·. tiEl!p) . 10 g/l 20 g/l so g/l 100 g/l . 200 q/l 
(ha.) • pH tic ido pH ácido pH ácido pll &e ido pH 4cido 

·' láctico 14ctico lgct:l.co llicticc) 'l4ct:l.co 
(g/l) (g/l) (g/l). (9/1) (g/l . 

. •. 23.S 3.9 0.86 3.95 1.2697 4.05 2.0482 4.2 3~4405 ·4.25 4.8175 

.... 

'49,0 3.85 l.1914 3.9 1.4410 4.0 2.6588 4,15 3•,9518 4.25 5.0653 .. 

142.0 . 3.9 ·1.3327 3.9 1.8702 3.9 
f 

3.6838. 4.0 5.7326 4.2 7.7009 
·- .. ----i.- ----. 

-· 
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ciones de sustratos ( q/l ). 

B,Producci6n de 4cido l&ctico a diferentes tiel!lpOS 
variando la c:oncentraci6n del sustrato. 



TABLA 10 

INFLUENCIA DE LA CONCE.N'fRACION DE LA 

. HARINA DE YUCA ENRIQUECIDA. (9/l) EN LA PROOUCCION DE ACIDO LACTICO (g/l) • 

CONCENTRlj.CION DE HARINA DE YUCA ENRIQUECIDA 

tienpo 
(ht:s.) 

24.0 

. 

100 g/l 
pH ácido 

3.6 

3.5 

láctico 
(g/l) 

4.563 

. 4;448 
1 ' 

1 
ll,3.83 .· 3.5 6.665 

332.33 . :3.4 7.36 

501.0B 3.4 8.46 

716.Ó8 3.5 7.11 . 

860.0B 3.5 N.O.* 

200 g/l ' 300 9/l 
plf .!leido pH áci.do 

3.7 

3;4 

3.5 

3.4 

3.4 

3.4 

3.4 

· Uictico 
.(g/l) 

7.113 

B.43 

10.18 
·. 

3.7 

3.4 

3.5 

10.75 3.4 

10.12 • 3.4 

ª'ª 3.4 

N.O.* 3.4 

láctico 
{g/l) 

8.47 

10.92 

9.44 

12.56 

13. 74 

12.63 

10.51 

·. 

400 9/1 . 500 g/l 
pH .Se ido 

ltictico 
(g/l) 

pH ácido 

8.07 3.9 

3.5 13.33 3.5 

3.6 l.l.68 3,6 

3.S . 13.77 3.5 

3.4 12.62 3.4 

3.4 a.s4 3.4 

3.4 N.O.* 3.4 

láctico 
(9/l) 

4.6 

13;98 

16.02' 

22.38 

14.27 

18,32 

15.96 
.__ __ _._ __ _......._ ____ _._ __ _i. __ '-----''----"'-----· ··-'----~----'-----'------·, 

* N.D. =: No determinado 

O\ 
O\ 
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TABLA 1.1 

RESULTADOS OBTENIDOS DE CALCULO$ A PAR'l'IR DE LAS 'l'ABLAS 9, 10 

PARA LAS ECUACIONES LINEALES A DIFERENTES CONCEN'l'RACIONES DE HARINA DE YlJCA. 

Concentraci6n 
de harina de 

_yuca (g/1) 

10 

20 

50 

100 

100 1 

. 200 

200 1 

300 

.too ·. 

500 

.. 
y .R 

0~6378 + 11. 92X 0.982 

0:51oa + 6,879X 0.962• 

0.2373 + 6.026X 0.994 

0.1656 + 3.15lC 0~947 

0.1299 + 2.260X 0.956 

0.1305 + 2.036X o .. 862 

0~0981 + 1.ox o.en 

0.0821 + 0.882X o.796 

0.0692 + l.218X 0.935 

o. 0426 + 3.883X 0.952 

Y= l/ac. láctico, 

cr= error estandar 

cr 

0.0575 

0.049 

0.0~66 

0.027 

0.012 

0.030 

0~094 

.0.010 

0.0079 

1 

p.020 

- ·-----· 
Producción Rendimiento Rendimiento 
máxima de porcentual de neto· 

ac. lnc.g/l harina 
~. -

1.568 15.68 32.76 

1.958 9.78 20.44 
•···-·· 

4;214 B.43 17.62 

6.039 6.039 12.62 

7.698 7.698 16.09 

7.66(} 3.83 ª·ºº· 
10.19 5.10 10.66 

·-

12.173 4. 06 . 8.36 
-

14.45 3.61 7 .• 54 

23.474 4.70 9.82 

__ .___. ____ . 

R= coeficiente de correlaci6n 

1 

1 



FIGURA 7 
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Gráfica de los rendimientos porcentuales­

de la fermentaci6n láctica de la harina de 

yuca (q/l) y 1a producci6n máxima de 

ácido l~ctico a diferentes concentraciones 
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FIGURA 7 (CONTINUACIÓN) 
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FERl'I. LACTICA US. CONC. SOLIDOS 

AJUSTE 

~\ ... ~ .... 
:*'·' . 

.• / EXPERIMENTAL . 
• 

sil 

100 Z00 300 408 !508 

HARINA DE YUCA CG/L) 

Gr~fica de la velocidad inicial de la fermen 

taci6n l~ctica a diferentes concentraciones 

de harina de yuca¡ con ajuste polinomial de 

tercer_ grado. 

Ecuaci6n: 

q=.73 +.Q2 S+S.3X10-SS2 -l.7X10-?SJ 

R= • 9961 
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Gráfica del ajuste de primer orden y datos 

experimentales de S/Q vs. S, por medio de 

la cual se puede caicular: 

q max = 12. 2 o q /1 • dia 

Ks = 186. 08 



TABLA 12 

RESULTADOS DE LA OPTIMIZACION DE LA FERMENTACION LACTICA POR MEDIO DEL DISENO 

EXPERIMENTAL (TIPO BOX-WILSON) CON SU MATRIZ CORRESPONDIENTE 

.. -·---~·· 

... A* B. ,e D E F G pH pH (!> 
,. 

ácido 
inicial final pll láctico 

•. final .. (g/l) 
. 

l. - - + - + - + 6.5 4.15 0.03 -2.3 1.2564 

2 + - - - + + -· 4.1 7.21 0.02 3.l o 

3 - + - - - + + . 3.9 4;33 o.os 0.43' 0.8917 

4 ·. + +. + - - - - 6.5 3.6 o -2.9 3.3233 

5 - - + + - - + 6.5 3.97 0.04 ..:.2.s 2.13 
-. 

6 + - - + + - - 4.05 3.43 0.03 . ..;.0.62 0.285 

7 - + - + - + - 3.85 3.73 0.04. -0.12 o 

8 + + + + + + 
1 

+ 6,5 3.66 o.o;¡ -2.6 3.98 

·-'---· .. ---

A~~Hlune'dad, B=In6culo, C=Ca(OH) 2 , D=Temperatura, E=Melaza, F=Urea y G=Celulosa 
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TABLA 13 

COEFICIENTES DE LOS FACTORES ESTUDIADOS CALCULADOS* 

A PARTIR DE LA MATRIZ Y DE LOS DATOS REPORTADOS EN LA TABLA 12. 

-·--
!FACTORES Coeficientes 

para pH ini-
cial (bi=) ': 

aumedad o.os 

In6cu1o -o.os 

Ca(OH) 2 1.26 

Temperatura -0.0l 

!Melaza o.os 

Urea ~0.65 

Celulosa 0.61 

Fo 5.237 

* F = I; X 
o n 

donde: 

Coef ici.entes Coeficientes 
para pH final para ácido 

láctico final 

0.21 0.41 

-0.43 0.56 

-0.41 1.19 

-0.56 0.12 

0.35 -0.10 

-- -·· 
0.47 -0.26 

-0.23 0.58 

4.26 1.48 

X= valor obtenido del par!metro estudiado 

Si= signo de la matriz 

n• nflmero de experiencias 



Experiencia 

.1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

'fABLA 14 

ANALISIS ESTADISTICO DE LA OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION 

DE ACIDO LACTICO (q/l) 

Media D!sviaCión Error M!ni.tia M§x.ina. Intervalo de Cbnfianza al 95% 
Standard Standard 

1.2564 0.7972 0.2404 0.0000 2.9000 0.7208 a 1.7919 

0.0000 
1 

0.0000 0.0000 0.0000 . º·ºººº l).0000 a º·ºººº 
0.891.7 0.9775 0.2822 0.0000 2.4800 0.2706 a· 1.5128 

3.3233 0.5770 0.2356 2.5400 4.29!)0 2.7178 a .3.9289 

2.1300 0.7919 0.1817 1.0000 3.4900 .l. 7483 .a 2.5117 

0.2850 0.5287 0.1869 0.0000 1.2000. 0.1570 a . 0.7270 

0.0000 º·ºººº o;oooo 0.0000 0.0000 0.0000 a 0.0000 

3.9800 0.4161 0.1201 3.3000 4.7800 3.7156 a 4.2444 

---

•. 
-.J 
a. 
1 
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v1: e o Ne L u s I o N E s 

*La harina de yuca cocida o enriquecida puede ser uti­

lizada como sustrato para una fermentaci6n láctica; a­

demás se ha mostrado que la harina enriquecida no pr~ 

senta inhibici6n de las bacterias lácticas. 

*Es ppsi~le llevar a cabo una fermentaci6n láctica en 

medio s6lido de la harina de yuca para su conserva­

ci6n, ya que se obtienen rápidamente (2 6 3 dfas) al­

tas concentraciones (1.5%) de ácido láctico y pH bajo 

(3. 4). 

*La fermentaci6n láctica de la harina de yuca enrique­

cida presenta una cinética que cumple con la ecuaci6n 

de Monod (para concentraciones bajas), presentando una 

concentraci6n de sustrato 6ptima a los 341.5 g/l y pa­

ra concentraciones altas {menos de 69% de humedad) pa­

rece cumplir con la ecuaci6n de cinética de inhibici6n 

por sustrato. 

*Las cinéticas de la fermentaci6n láctica a diferentes 

concentraciones de harina parece cumplir con el siguiea 

te modelo: 

Pmax t 

K + t 



- 78 -

y a"partir de este pueden obtenerse los valores de pr~ 

ducci6n máxima para cada concentraci6n de sustrato. 

*El porcentaje de rendimiento en la fermentaci6n láct! 

ca de la harina de yuca enr~quecida presenta una re-

laci6n inversamente proporcional a la concentraci6n 

de sustrato. 

*La adic16n de Ca(OH} 2 para_fijar el nivel inicial de 

pH a 6.5 tiene un efecto muy positivo en la fermant~ 

ci6n láctica de la harina de yuca. 

'*El m~todo de diseño experimental permite demostrar 

la importancia de optimizar el pH inicial, las fibras 

y la inocu1aci6n con una cepa láctica para obtener en 

silajes buenos; el uso de este m~todo nos permite re 

ducir drásticamente el namero de experiencias necesa-

rias y además considera los posibles sinergismos entre 

los parámetros estudiados. 
i.J 
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