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RESUMEN

féra éonse:var‘el‘producto himedo ‘de 1a'h5rina de yu—
1_'Ca éédida ( Manihot e&cuﬁeﬁta ); asf como el producto hiime-
'idovdéfivado del ctecimiento de Aapengitlaé.nigem en esta,

j segln elnmétqdp de cultivo en medio sSlido‘de Raimbaﬁlt'
(1980),'se desarroll$ un procedimiento de fermeﬁtacisn lic
tica por medio de una cepa de Lactobacillus sp.
. La cepa fue previamente aislada y seleccionada a par-
tirc de diferentes fuentes de alimentos fermentados bradiciol
; na1es en Héxico y de vegetales frescos fermentados y se i-
"noculd a diferentes concefitraciones de harina (g/l) dilui-
da en agua y suplementada con diferentes fuentes de nitrb-
geno y minerales. . o ‘

Se utiliz6 un disefio tipo Box wilson simpiificado para

la identificaci6n de variables criticas que resultaron ser:
la adiciﬁn de ca(OH)2 para fijar el pH inicial a 6. 5, la
presencia de celulosa e inSculo de Lactobacillus sp.

La cinética de’producciﬁnAde scido lictico pareci6 se-
duir el modelo de Monod. Sin embargo, se encontraron discre’
panéias de este modelo con los datos experimentales ‘a nive-

les ¢aféanos a 450 g/1 de sustrato.,
.7 Se obtuvieron indicaciones para aplicar una ecuaciﬁn de
| cinética de feritidfitacibn lictica a las distintas concentra=-

"ciones de sustrato.
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I. TNTRODUCCION

Divexrsos factores como son el aﬁmento en el caosto de
la producciﬁn‘agricola asI_éomo‘su lento incrgmeétb, en éog :
traposicifn con el alarmante érecimienté de»la poblaéién
mundial y por consiguieq;e el aumento en la démanda cuanti-~
tativa de alimentos, nos.hace pensar en la necesidad de bug -
car nuevas fuentes de los mismos utilizando los recursos
' disponibles gue ain no han‘sido exploFados. Es por este he-
cha'que existe una gran necesidad ‘de m&todos mis efectivos
Y menos costosos péra el prééesamiento de alimentos y de
su preservacifén. Es féc;l llegaf a la conclusidn'anferior
cuando vemos que cada dia son mis los problemas que surgen
con respecto a proveer una dieta adecuada a 1a poblacidn
mundial. . '

Es may conocido ya el hecho de gue una simple transfe-
rencia de tecnologfa de los paises 1nﬁus£r1alizados a los
palses en vias de desartolloi_no es la solucidn a estos pro
blemas, debido a un sinnﬁméro.de faqtores como son, la in-
'f:aestructufa paia la indusfrializaciéh, las facilidades pa
ra la comanicaci6bn y él-suministro de agua y ehergia. entre
6tros; por lo que se ha pensado que lo.m&s conveniente es
desarrollar laitebnologia en cada sitio de aéuerdb a los ma

"teriales disponibles, asf como a la ideologia y a las cost
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tumﬁréé, entre otros aspectos. .

» La fermentacién como sindnimo de pProcesamiento y preser
vacién de los alimentos fue descubierta hace muchos siglos.
sin embargo, as hasta recientemen,e cuando el mundo moderno
a fijado su atencién en los alimentos indigenas fermentados

y ha descubierto que son, literalmente hablando,una mina de
| oro de la Ciencia y la Tecnologia alimentaria que esti espe
rando ser tomada y\desarrollada para ‘su uso en la alimenta-'
cién.- |

- La fermentacién ofrece métodos a un- bajo costo para la
preservaci&n de vegetales fresccs mediante 1a fermentacidn
lactica. Las fermentaciones tradicionales han,perdurado a
través delﬁtiempo, debido a varias caracteristicas como son:v
el.incrémento en el contenido protefinico de sustratos con al
tas concentraciones de almidén y el enriquecimiento de los
alimentos con iméortantes vitaminas y,aﬁinoécidos esenciales.

cébe aéiarar,éue, ﬁnicaﬁente en el'ierritofio mexicano,
‘ekisten una gran variedad de alimentos fermentados'tradicig
naléh.en lasldiférenteé regiones etnogr&ficas y‘que; acﬁual
mente, enldistihtos.centros de investigacién se estin reali
zan&o diferénpes éroyectos dé investigacianen‘torno a algu
no de elloé desde mﬁy diferentes puntos de wvista. El presente
tfabaja-forma parte de unvproyécto‘de fennentaciGnJSGIidA ae

robica y aner&bica, para elyenriquecimiehto en protefna de



ia harina'de‘yuca (Manihot ecaculenta). .

Con gsta# fermentaciones se pretende'enriquecer en pro
tefna a la harina de este tubdrculo (M. eacutenta) mediante
la incculacidn con cepas de mohos tales como A4p249L£Lu4 ni-
gen y de esa forma llegar a niveles cercanos al 20% de pro-
‘teina, muy superior al 3% inicial. )

Porfa#ta pérte, la fermentacién léctica puedevcbntfi-_
‘bﬁir de dos formas: '

‘a) conservandé el pnﬁhcu) en forma hﬁmeda antes de su

fermentaciﬁn. '

b) conservande el producto en'fo:ma hdmeda después de '

ser enriquecido con A. nigen. o | 7

Por t&l hdtivo enkeste gstudio se pretenden determinar
las condiciones nutricionales, humedéd Yy pH que'favorgzéan
la fermentacidn lacticé de la yuea, sola o enriquecida por

el crecimiento de A. nigex.

I.GENERALIDADES

1) Fermentacifn lictica

El concepto de fermentaci&n ha pasado por una serie .

'de significados a través del tiempo; actualmente se restrin

-ge a los procesos que tengan un compuesto orgdnico como aceg o

tor final de electrones.Este proceso puede conducir a 1a



formacibn de diferentes productos caracteristicbs; lo cdal.
hace gque las fermentaciones puedan ser clasificadas de a-
cuerdo a su producto final (Doelle, 1975).

_El &cido 14ctico es frecuenteﬁehte un producto de las
ferﬁentacionés de carbohidratos Yy es‘uno de los procesos
fermentativos ‘mis antiguos conocidos. Las reacciones que
se llevan a cabo para 1la produccién de este &cido a partir
de la glucosa son las descritas por la ruta conocida con
»ei nombre‘dé Embden Meyerhof Parnas iEﬁP) el cual se,descr;;"
be en-lé figura 1.

' Las bacterias responsables de que se produzca Scido
lactico son llamadas bacterias lacticas e 1ncluyen en su ma »
yoria especies pertenecientes a la familia Lactobacillaceae;
son fermentador&s obligadas y se dividen en dos grandes gru
pos dependiendo de si su producto final es casi exélusiva—
menté dcido léctico (homolacticass o si, ademis de &cido
lictico producen otros.dompueséos a paréix de carbohidratos
como’sbn etanol, 4cido acétiéo \'4 Cdz_(heterolaétiéas).

A continuacién se sefialan las'caraoteriaﬁicas genera-
les de estas bacterias l&cticas: |

- Son ér@m positivas

- No esporuladas

- Obtienen energta s6lo de la fosforilacién a nivel de

sustrato (fermentadoras obligadaqg



t Giucosa
e &TTNATP
ADP

Glucosa 6P

/' Fructosa 6P
"ATP. f:) ATP
ADP <:; ADP
' Fructosa 1,6 4ip
ALDOLASA
’Dihidroxiacetona P___ Gliceraldehido 3P .
-3 MAD?Y
;[c::;unnn+a+
1 3 Difosfoglicerato
O

3 fosfoglicerato
2 fosfoglicerato

fosfoenolpiruvato
) ATP o ADP
‘ NADHH'
Acldo lictico — Acido pirGvico
‘ , NAD"

FHL 1. Produccién de jcido lactico, via Embden—Meyerhoff-
' - Parnas (EMP) . (Bacterias homol&cticas)., i
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Rastringidas a h&bitats con azficares.
- Carecen de porfirinas y del sistema de citocromos

' (no presentan fosforilacién oxidativa).

SOn‘cocos o bacilos

- La mayorfa no son patégenas

vVan dé ahaerobias.facultativas a anaerobias .estric-

tas.

Sus requerimientos nutricionales son muy estrictos
en cuanto a los amino&cidos esenciales necesarios.

Réquieren de algunas'vitaminas b&sicas, que general.

mente son tiamina Yy &cido pantoténico (Prescott '

Donn, 1962) .

Las diferencias fundamentales entre los dos grandes

_grupos de bacterias licticas. son:

HOMOFERMENTATIVAS ' . HETEROFERM&NTATIVAS

*Producen 70% de &cido liactico *pProducen Scido lictico,
- ’ » : .- etanol y &cido acético

7*Mayo: crecimiento celular - *Menor crecimiento celular
- *Pogeen aldolasa (Doelle. *Sin aldolasa y con fosfo-
1975) - - _ ‘cetolasa ) )
*Poca produgciﬁn de CO, " #Mucha produccién de coz‘
‘*Producen 1.8 (0 m&s moles de - *Ptoduéen ﬁends de 1.8 mo~ -
Scido lictico por mol de glu = les de 8cido 1&ctico pox

‘c¢sa) mol de glucosa



!Réqlizan la ruta EMP comple *Siguen la ruta de la fos
ta, incluyendo la conversi8n focetolasa (Fig. 2)

del &cido pirtivico~-~&cido

l&ctico

"No tienen glucosa 6P deshi~

drogenasa .

*Ademis de fermentar glucosa,
~fermentan fructuosa, manosa,

galactosa y disac8ridos.

Tomando en cuenta su morfologfa y el tipo de fermenta

ciénlque realizan, se pueden subdividir en cinco grupos

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

FORMA . AGRUPACION

En cadenas
. COCOS .

En tétradas

BACILOS Generalmente

en cadenas

'TIPO DE FERMENTACION = GENERO

Homofermentativas . _ Streptococcus

Heterofermentativas Leuconaétocf;7

Homofermentativas Pediccoccus

. Homofermentativas Lactobacileus

Heterofermentativas Lactobacillus



. . Glucosa

ADp §—~F ATP

Glucosa 6P

éructosa 62 ) o
i FOSFOCETOLASA

Acetil P Eritrpsa 4P

Xilulosa ' o
k/”,L\;\g_ FOSFOCETOLASA
_acetil P Gllceraldehido 3P
* _ ATP @r| ¥ SaDP '
. Acetato o . EMpP
NADH+
Pi(_—jf: N J_ |
- Etanol © Acildo piruvico

) e~ g
NAD &, mapH+HY
Acido lictico

S

Fie. 2. Produccisn de 4cido lictico, via fosfocetolasa
(Bacterias heteroldcticas) '



Cuando ocurre una fermentacién espont&nea, generalmen
te da lugar a una fermentaCLGn alcdholica o lictica. Se ha
_ observado que el que se realice una u otra depende-de la ma
terié utilizada como sustrato. Viniegra-Gonzélez y G6mez -
(1982) enfaﬁizan que la proporcibén C/N es determinante en
el tipo de fermentaciSn que se llevars a cabo, de tal forma
que cuando C/N> 60 se facilitan las fermentaciones alcShdli-
cas y cuando C/N< 30 se facilitan las fermentaciones l&cticas.
El pH inicial taﬁbién es un_factor determinante cuaﬁdo predo-
mina el N bajo la forma de NH4+, GSmez y Co;pnado {1983)en=~
contraron que a pH muy bajo se lleva a ééﬁg una fermentaciép‘
alcohSlica en lugar de una fermentacion lictica (en géfﬁenta—_

ciones con in&culo mixto).

Diversos autores han demostrado que las condiciones '
bajo las cuéles-se realiza ﬁna fermentaéién, determinan las
conceﬁtraciones de los productos obtenidos: una fermentaci6n
homoldctica puede desviarse a que sea heteroldctica Gnicamen
te por la aereacidn del cultivo, lo cual hace gque se produzca
mayor concentracibn de acetatos comparada.con la produccidén
da lactatos (Dirar y Collins, 1977; Thomas, et. al., 1979 in
Viniegra-Gonz&lez 'Yy GOmez, 1982), ' v

Varios autores se han dedicado a estudiar la cinétiea

QQ_LglfermentaciGn lﬁctica a lo largo de 20 afios, y no obs-



tante que se han utilizado diferentes organismos y que exis
ten algunas discrepancias en cuanto a los modelos propues-
tos, puede decirse que existen cilertos aspectos fundamenta
les en los que todos coinciden: ’
» a) La produccién de &cido l&ctico estdi asociada prinCi
pa;meﬁte con la concentracidn CViniégra-Gonzélez.y
G8mez, 1982);
b) La fermentacibén l&ctica es fuertemente inhibida.por
el &cido lactico.
q) La producéién de &cido l4ctico depende en gran par-
ge del pﬁ. - |
La fermentacidn l&étida puede realizarse por cultivos
nixtos o puros; generéhnente el producto final es.el &cido
lictico, el cual continua estable tanto tieméo*§§ms se con
serve en anaerobiosis. Si la concentracifn de carbohidratos
solubles presentes en el sustrato es baja, existe una insu-
ficiente produccibén de &cidos orgénicos dando lugar al cre-
cimiento de organismos indeseables como CLostnidium (el
cual convierte el &cido lactico en butirico, cuya actividad
causa la degradacién de éroteinas)(Viana, 1982), Salmonella,
Shigetla, etc. Pero si la produccién de &cido lictico es fa
vorable, no existe el crecimiento de estos organismos, va
Que este Scido actfia como inhibidor de la mayorfa de las

- bacterias patSgenas; esta caracteristica es la que hace que
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la ferméntaci&n 1l4ctica sea utilizada como conservador de
alimentos.' :
Aﬂtériofmenﬁe se conocfan Gnicamente las fermentacio-
hes tradicionales esppntaneas y eran las qﬁe se utilizaban
en la industria, pero se conoce muy Poco SObre‘la biogquimi~
ca de la fermentacién iactica; el control del pH y de lé
fuente de nitrégeﬁd, segtn estudioé realizados por Gbmez y
Viniegra-Génzéleé>(1981), presentan una interaccifn y son
muy importantes pafa la orientacién de ia fermentacidén en
sustratos, que tienen poblaciones micrbbianasheterogéneas;
' las conclusiones a laé que se llegérdn fueron ‘que sin nitxd
geno proté&ico (sulfato‘de amonio) sé necesitan pHs de 6.5,'
:pero las fermentaciones l&c;ﬂeas lievadas a cabo con pro-
telna 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):

1. Rompimiento aerSbico de los carbohidratos; apare-
cen levaduras y bacterias acéticas, las cﬁales con-—
sumen CO2 e incrementan la temperatur& de los matg
tiales fermentableé. .

2. Crecimiénto de bacterias léctiéas; primeramente apa

- recen Streptococcus y Leuconostoc y mas tarde apare

cen Pediococcus y Lactobacillus.



3. Produccibn de &cido l4ctico; permanecen los lLacto-

bacilli y desaparecen los Stmeptoépccé.

4. Crecimiento de CLostridium, No siempre se presenta;

2. Fermentaciones l&qgticas tradicionales

VLos alimentos fermentados tradicionales son nativos a
un &rea y propios a 15 cultura de un pails. vEn,Ia'mayoria de
~ los casos son aborigenes y se desarrollaron antesvde que se
registrara la historia (Steinkraus, I981). Los alimentos fer:
‘mentados presentan una serie Qe ventajas_gue hacen que se si-
gan obteniendo aGn hoy en dia, entre iééucuaiéé podemos men-
cionar las siguientes: | ‘
- Generalmente requieren de métodos de bajo costo de pro
cesamiento.
- Se pueden preservar productos animales y vegetales
perecederos.
- Hay reduccibn en el vélumen del material, lo cual los
hace mis f8ciles de almacenar y transportar,
- En'algunos Se presenta un significativo aumento en
el contenido protefnico a partir de sustratos con
alto contenido inicial de almidones. .
‘- Aumento en-el valor nutritivo.

- Destruccifn de Eacﬁdres no deseados (sabores,olores)<



- 13-

T - A&quisieiﬁn devsabores Yy texturas agradables

- Aprovechamiento de productos’que no podrian ser uti

lizado de‘étra manera; fauna de acompaﬁaﬁiento, etc.

- Reduccifn del tiempo de cocinado (ahorro de combus-

tible) o

- Obtencién de productos agradables

- Obtencibn de productos seguros: mejoramiento en las
cualidades sanitarias.
(Hesseltine y Wang, 1979; Steinkraus, 1981). -

g Ei efecto de la fermentacidnlvaria segin el organismo
que se encﬁent:é presente y las condiciones establecidaé pa=
ra que se realice la fermentaci6n; de acuerdo al efecto que
se'obtenga sobre el'sustfatO'hén sido clasificadas en diver-
sog tipos (Hesgseltine y Wang ,'l§79: Steinkraus, 1981): nuesg
tro tema de estudio serd el de las férmentaciones &cido l&c-
ticas.

Las .f:'ementaciones 5qidas se realizan en sustratos con
contenidos de fibras muy altas; segin McCullogh (1977) -citado
por Viana(1982), para obtener una fermentacidn l;dtica ideal,
el producto por ensilar debe presentar un contenido de materia
seca del 28 al 34%, cérbohidratoé solubles de 6 al 8%, una
mfnima capacidad buffer y una elevada pobl&éién,de'bacteriag

&ciqb'lacticas;



—15-

En las fermentaciones 1&cticas*tradicionales,'el va
Vlorvnutritivq se ve incrementado y las condiciones que se
forman durante la fermentacibn hacen que no sean fécilmé&"
te contaminadas por microorganismos no deseados; aebido a
que son alimentos utilizados desde hace mucho tiempb, tienen
una aceptacifn cultural muy alta. v

Normalmente cuando nos referimos a alimentos fermenta
‘dos, siempre pensamos en agquéllos 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 dl-
versos alimentos que son utilizados por una gran parte de
la poblacifn mundial como elemento esencial de su nutri-.
cibn.

En la.Tablavl se enumeran una serie de alimentos, _
producido por fermentacién dcido-~lactica, mencionandpvel‘lg“
gar donde se producen y el sustrato utilizado; es interésénte
ver gue aunque no existe ningﬁn tipo de comunicacién entre
los diferentes pueblos, existen ciertas simxlztudes en sus
alimentos, como son el tipo de sustratos, ya que la mayoria
se'basan en cereales: sorgo, mafz y trigo, entre otros. Ldé
procesos de fermentacidn tambien presentan similitudes, pbr

ejemplo, la mayorfa de estas fermentaciones son inoculadas por -



- 15 -
sl solas a la hora de su preparacifn.
En'general, podemos decir, qué son muay pocos los eétu- .

dios realizados en cuanto a la fisiologia, microbiologia

Y bioquimica de los alimentos tradicionales no comerciali-
éadoé;‘si nos remitimos a la bibliégrafia, nos podemos per
catar de que los primeros estudios realizados generalmente
.son dé caricter egﬁolégico'y antropolégico, y ﬁltimamenté>
ced qué>se empiezan a realizar estudios deséé el punto de
vista del valor nuﬁritivq, microbiologia, bioguimica, etc.

‘ Okafor (1981) menciona que es necesario realizar estu-
diosycientificbs dé los alimentos fermentados y que s6lo de
esa manera podra implemenﬁarse una produccibn industrial de"
esos alimentos.

En México, los alimentas fermentados tienén un fuerte
siqnificado tradicionél en el cual se mezclan creencias re
'ligiosas y sociales (Cruz Ulloa y UGlloa, 1973). La forma de
prepararlo f.el momento de ingerirlo.es muy importante; por
ejemplo, el tesguino'(del n&huatl‘tecuin = que golpe& el
coraz6n) utilizado por algunas tribus delyNoroesﬁe de Mé&xi
co, es una bebida preparada a base de granos‘de cereal -prin
cipalmente mafz - ala cual’se le aérega una "liga" la cual
consta de diversas slantas que actfian como éétalizadores o

fortificadores ( Cruz Wlloa y Ulloa , 1973 ) y se deja



fermen;ar; principalmente se lléva a cabo una feimentaciﬁn
alcohéiiba, pero tambi&n ocurre una fermentacidn lS&ctica.
Dependiendo devla ocasién en la'que se vaya a tomar es el
tipo de liga que se le agrega (ver guadro anterior) .

El pozol (del nShuatl pozoli{ = espumoso) es también
‘un alimento fermenfado originario de México, elycual-es uti -
1izadokpor los mayas y otros grupos étnicos del Suresté des
de‘ahtes de la conquista espaifiola (Ulloa, 1974). Conéiste_l
en ﬁna bola de masa de mafz que se deja -fermentar y se dilu
Ye en agﬁa para bebersé. Constituyé una bebida al;menticia
b&sica éara grandés nﬁcleés de“poblagién en esa regidn (Hé-
rrera y Ulloa, 1975). Existen diversos tfabajos ;e#aciona~
dos con ei estudio del pozol, como son aquellos acerca dé
sus composicifén gufmica (Massieu, et al., 1959). etnobiols-
gicos (Salinas, Ch;, 1958) y Varioé trabajos en los que se '
.explican algunos aspectos relacionados con la microbiologia
de esta masa de ﬁaiz fermentada (Ulloa y Herrera, 1970; He-
rrera y Ulloa, 1970 y 1971; Ulloa, Hefreta~y’de La Lanza,
1971, entre ot:oé); tambi&n se han realizado trabajos sobre
la sucesifn de organismos que ocurre durante la fermenta-
cibén del pozol (Ulloa, i974).

Es interesante el conocimiento de bacterias fijadoras

de N, atmosférico en algunas fermentacilones tradicionales
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enbuéxico, como son el teéguino (Herrera, Taboada y Ulloa,
1972) y el pozol (AgaobactenLum azotoph;tum) (Ulloca y Herre
ra, 1972) . -

! Estudios comparativos entre el maiz y el pozol (Cravxo
~to, et al., 1955) V' entre el maIz y el tesguino (Massieu,
et al., 1959) a nivel quimico, demostraron que existe un
incremento en el nitr&geno protexco, en algunos amino&cidosf
-(lisina y triptéfano) y tambi&n de- algunas vitamlnas (niaci
rna y riboflavina) en ambos alimentos, lo cual aumenta su va
lor nutritivo.

Debido a todo esto, es Importante segu1r haciendo estu
.dios'sobre los alimentos fermenyados-tradicionales, para a-
si poder implementér ﬁna tecnologia favorable; sin embarqgo,
es importante no perder de vista una observacién de Okafor
(1981) en la cual menciona que existen algunos factores que
limitan la apiicacién de los conocimientos cientificos para
la produccién delal;mentos fermentados a gran escala, como
son las costumbres en ia preparacifn, ademis de las limitan
tes econfmicas, yavqhé la poblacisn que acoséumbfa ingerir
,éste tipo de alimentos es de mﬁy bajos recursos econdmicos -
'y tiene los elementos necesarios para elaborarlos, asi como

la mano de obra.
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TABLA 1

ALGUNOS ALIMENTOS FERMENTADOS INDIGENAS, PRODUCIDOS POR FER
MENTACION LACTICA QUE SON CONSUMIDOS EN DIVERSAS REGIONES

DEL MUNDO
NOMBRE REGION SUSTRATO MICROORGANISMO
Mish Egipto Leche Bacterias lacticas homo-
fermentativas
Iali - ' India Granos de arroz sin Lactobacillus delbrueckid
ciscara y semillas L. Lactis
del frijol Phaseo-  Leuconostoc mesenteroldes
4 Lus mingo Streplococcus Lactis
Doza India Granos de arroz sin Leuconostoc mesenteroides
- cdgcara y semillas Levaduras
- del frijol
Natto " Japdn Semillas de frijol Bacilflus nato
' de soya {B.- subtilis).
Shoyu JapBn Semillas de frijol  P. hafophifus
L de soya Saccharomyces nouxii
Tomeapbu erndstatilis
etchels il
Candida Lropicalis,
: ‘entre otros
Kaanga-— Nueva Zelanda Granos de maiz Bacterias lacticas no
Kopuwai : o . . determinadas
Tocos ‘o Perﬁ‘ ‘Granos de mafz Bacterias licticas no
: ‘ , determinadas
Cancha Perfi Granos de maiz Bacterias lécticas no
. ) . determinadas
Arroz fer Ecuador Granos de arroz sin Aspengilfus flavus
mentado cdscara . candidus
‘ : Bacillus subtilis
Tasguino NW de México Granos 'y jugo de

tallos de mafz

Sacchasiomyces cerevisiae
S. uverwum .



" Contimuacifn Tabla 1

" Kenkey'
Koko

Kaffir beer

. Tarhana

Africa (Ghana)
Africa (Ghana)

Sudafrica

. Nigeria
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Randia echino-
R. watsons
R. Lacvigata

" Coutarea pteros .
) peama
Stevia senata

Datuna meteloi~
dea

ALlocanpusd 445~ .
suradus

Bromus arizoni~ "

) cus

Phaseofus met-
calfel

Lopha phora wil-
Liamsi .

‘Granos de maiz

germinado
Maiz (polenta)

Granos de sorgo
y de maiz

“‘Granos de maiz,
.sorgo, mijo

Granos de arroz

. precocido y

¥og

Pichia ménbmmeﬁau:w :
Candida valida
Bacillus megmtuufum

Lactobacilus

Levaduras

No existen datos micro
bioldgicos

LactobacBlus plantarum
L. delbrueckii .-

L. 4ermenti

L. brevis

Leuconostoc mesenteroides
L. dextranicum
Pediococews damnusus
Levaduras

Lactobacillus plantarum
L. casel -

Candida sp.

Pediococeus sp.

- P. pentosaceus

Levaduras
Bacterias ldcticas



Contimuacifin Tabla 1

Busa

Yogqurth

Kishk

Burukutu

Pozol*

Turkestan

'Caudaso vy 'l‘urf

quia
Egipto, Siria

y Arabia

Nigeria

- Zaire, Nigeria

y Ghana
Nigeria

Sudafrica

SE de México
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Granos de arroz
o de mijo con
azucar

Leche

Granos ‘de txigo
¥ leche

Granos de sorgo

Tiberculos de
yuca.

Granos de maiz

Granos de maiz

Masa de granos
de maiz -

: Lactobaciflfus

Saccharomyces

Lactobacilbus bulgaricus
Strneptococeus themmophilis
Bacterias lActicas .
lactobacillus plantarum

L. casel

L. brevdis ’
Bacillus subtilis

Bacterias lécticas

Candida sp.
© Saccharomyces cervisiae

Saccharomyces
Leuconostoc
sztococaw

Levaduras

Lactobaccllus pﬂa.wta)wm
Aerobacten cloacae
Levaduras

Lactobacillus acidophifus
L. bulgaricus

L. defbrucehil
Streptococcus Lactis

. Achromobacten pozolis

Aerobactern aenogenes .

Agrobacterdum azotophifum

Escherichia coli var.

neapo
Pamdomom mwcana

Pwmcolabacmm aerogenoides

Candida quillermondii var.
qud&vunondu.

C. brused -

C. parzpsilosis
Hansenula fabianii

* Se incluyen {nicamente los orqanisms clasificados y reportados en la li-
. teratura; sin embargo, el Dr. M. Ulloa ha’ infomado personalmente del ha-
llazgo de numerosos lactobaci.lcs en el . pozol. : .



Ocntinuacifn-de 1a Tabla 1

- Penicillum claviforme

P. cyclopium
P. expansum
P. .italicum

Neurospona sitophila
Auwneobasidium pullulans
Peacilomyces {umosonoseus
Hemispora stellata




Contimuacifn ‘de la Tabla 1

P. .italicum
P. Ranoso-vinide

 Phialophona nichandsiae

Peacilomyces fumosonosens
Hemispora stellaia
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3) Alimentos fermentados en medio s6lido

Las,fermentaciones en medio s61ido han sido utiliza-
das por el hombre a lo largo de varios siglos, mucho ahtgs:
de que fuera comprendido el procesormicrobiolégiCO'y>bio—v,.
quimico involucrado. - | | -

‘Una fermentacifn en medio s6lido es aquella en la
cual el sustrato no se encuentra ni en solucidn ni en sus-
pen516n en un gran volumen de agua (Ralmbault, 1980) o, co-
mo la definiria Knapp (1978), es cuando el susttato es un
5611do ‘hfmedo no suspendido en agua. -

En las fermentaciones en medio s6lido, el agua puede
encontrarse forﬁando parte del agua de cogs;};géé?n; del
agua libre y del agua ligada (debido a diferentes fuerzas§~.
covalentes, ibnicas, higroscépicas o capilares), pero en
ningin caso ‘el agua ocupa todos los espacios libres y:tam-
poco. circula libremente (Raimbault, 1980). No es ficil es’
tablecer una linea exacta de demarcacibn con respecto al
quuido libre en las fermentaciones s6lidas. El contenido
de humedad no puede ser inferior al 12% ya gque por'debajo
' de este nivel la actividad biol6gica cesa (Gdiugké, 1957 
tomado de Moo-Young, . et al., 1983) y por arriba de un 80% de
humedad él lfquido libre se hace apéren;e.'

El koji (alimento fermentado de origen"japohéé)_se
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éuede donéiderar como el prototipo de las fermentacioneé s8
llidaé; Se haﬁ realizadé»vﬁrias investigaciones de este ali
menfo para conécer sus caracteristicas y sus posibilidades

Y actnalmenﬁe se utiliza para producir determinadas enzimas
fﬁngaleé; como son celulasaS»(Toyama, 1976, citado por Moo~
Young, gg,gi., 1933))‘am1Lasa y proteasas (Knapp, gg al.,

" 1978). | ' | ‘

“En larﬂéturaléza,‘lgs sustratos s6lidos (residuos vegeta-
'leé v animales) sﬁfren unﬁ degradécién microbiol&gica yruné
transforﬁac;&n como productO'de una serie. de procesos micro-
biongicos que,llevan a cabo los microorganisﬁos en suce-
;sién; .Larmayot diferencia'entreyel crecimiento microbiano eﬁ
ﬁﬁ éuétrato sb6lido y uno liquidb, equue en un -sustrato coﬁ—
plétamenﬁe disuelto,~todds los compuestos se encuentran uni-
formémente accesibles, mientras gue en un sustrato sélido{ el
medio es heterogéneo y loé éompuestos no son accesibles en to
dés los sitios. Como se puede observar, la fermentacidn s6-
lida presenta una sefié de ventajas y desvéntajas que podemoé

resumir a continuacifn (Moo-Young, et al., 1983).

Véhtajas k . Desventajas

-Requieren de menos energta de  -Presentan algunos problemas
proceso o .~ de dispersifn de calor
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~Reduce el espacio ocupado ~Son mds dificiles de con-

. trolar
-No es necesaria una etapa de -Falta de sensores adecua-

recuperacibdn del producto ' "dos . ‘

Mubhos microorgénismos son capacés de crecer en suStratoé
s6lidos, pero los honges filamentosos son los mas‘exitosos.
Podemos mencionar tres clases de hongos filamentosos qug'han
adquiridb una importancia préictica: ‘ficomicetos, éon los gé-
neros Mucoﬁ y Rhizopus, ascomicetos con Aé;engilluA'y Pendci-
Atléam; y basidiomicetos (Moo-Young, et al., loc. git.).

A partir del estudio demfer@gntaciénesV361idas en la natg
raleza y en alimentos tradicionales, se han tratado de imple
mentar técnicas qﬁe presenten bajos costos, y las cuales pre
senten la ventaja de poder controlar el inSculo para asi po-
der obtener el producto deseado; para esto han sido uﬁilizaw
dos cultivos puros en fermentacioﬁes s6lidas a nivel iﬁdus—
trial en el‘pxoéeso Koji, el proceso Raimbault y el procesc

de bioconversibn Waterloo (Moo-Young, et al., loc. cit.).

-~ 4) Enriquecimiento de harinas por Aspengiffus nigen

Debido a los problemas econSmicos actuales, se ha visto

. due'deben surgirvpuevas técnicas de procesamiento para tener
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suficientés‘fﬁeﬁtes-de protefnas (Senez, et al., 1980). EIL
enriquecimiehto de harinas hace posible la obtencibh de ali-
méntos‘baianceados eh‘regiones en las cuales ho existe otra
forma.de obtener proteina por medios convencionales (Raimbault(
_19i7) Los materiales amilfceos son de gran interés, debido-

a que existen varios microorganismos que crecen en sustratos
“que tienen como finica fuente de energia el alm1d6n Y adem&s,
estos microorganismos presentan una tasa de crecimiento muy
alta.

‘Mﬁchos ficomicetos y ascomicetos pueden convertir almiddn
a azficares, en particular especies de Mucox, RhizopdA y espe-~
cialmente, Abpengitzub (Raimbault y Alazara, 1980). El Aspen
g4illus nigen tiene una alta actividad amilolitica y composi-
cién de aminodcidos muy aceptable (Senez, et al., 1980).

La harina de yuca es un sustrato amil&ceo con un alto con-
tenido de almidén, tiene un costo de produccidn muy bajo, es
de f4cil almacenamiénto (en la tierra) y presenta una produc-

"~ tividad por hectdrea muy elevada; es debido a estas caracte-
risticas que la‘fermentaciéh de harina de yuca inoculada con

‘A. nigei a sido ut}lizada por varios investigadores (Raimbault
& Alazard, 1980; Senéz, et al., 1980, Carrizales, et al., 1981,

entre otros) paré el estudio:de enriquecimiento de harinas.
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' 5) Importancia de la vuca (Manihot esculenta)

La yuca {(Manihot escufenta Crantz) pertenece a la familia
de las euforbi&ceas.'«No se conoce en su estado hativo; exis
ten dos centros geogfaficos de especiéci&n del género, uno es
el Oeste y Sur de México y parte de Guatemala y ei otro el
Noreste de Brasil. Los'limites aCtgales de su distgibucién
en el continente americano van de 25°N a 25°S (Purseglove,
1976). .

Se cree que en.el siglo XVI fue transportada por los por-
tugueses desde el continente americano al africano, pero no
tuvo gran importancia sinpﬂhasta el siglo XIX y'su uso se in-
cfgmenté en el siglo XX. Tambi&n fue transportada a Malasia,
Ceilan Yy las Filipinas. R

Actualmente se lé encuentra en todas las regiones tropicg
les, esencialmente en sitios de baja altitud, pero puede cre
cer a 5000‘pies en el ecuador. Puede soportar pto;onqados
périodos de sequia y vuelve & reverdecer rdpidamente con las
llﬁvias; Es por esto:qué es de gran valor en_afeas con poca
pluviosidad. '

ios terrenos més favdrables para su cultivo son de suelos
arenosos o arcillosos-arenosos de una fertilidad :azohable

'(Miranda, 1952), pero puede crecer en chalquier tipo de sue-
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lo‘ﬁienfras'no este inﬁndado, sea poéo profun&é y no.muy ro~-
coso. Pqede'producir,coéechés ép'suelos agotados qﬁe no son
capaces de éroducir otrosicultivos; es tomada incluso como la
dltima cosecha en suelos rotativos. Un exceso en el fertili
zanté es contréproducenté;iya que produce un excesivo creci-
miento vegetativo a expehsas‘del tubérculo y Ge la*formaé;én
de alﬁid&n (Purseglove, 1976). ‘ .

La yuca es un arbusto de corta vida, de 1-5 m de alto y
pféseﬁta litex en todas sus partes. Los tub&rculos se desa- l
rrollan como abultamientos en las raices adventicias a corta
distancia del-tallo._‘Geﬁépalmente cada planta presenta 5-10
ltubérculos, de 15;100 cm de largo; de 3-15 cm de ancho y oca
sionalmente ramificados.' Cada tubérculo presenta una‘perideg
mis, una corteza y una pulpa dévparénquima donde se localiza
el almiddn. Cuando el tub&rculo es viéjo sufre ﬁn'proceso de
lignificacién.‘

.Extspen diversas variedades .de yuca, pero se pueden agru-
par en‘dulcesvo amargas. Algunas autoridades han dado nom-
bres especificos a éstas, pero esta distincifn no es justifi
cada ya que exigte entrecruzamiento entre ellas. Es por es-
;o que finicamente podemos dividirla para fines pricticos en

yuca dulce (con bajo contenido de.HCNi Yy en yuca amarga (con

"alto contenido de HCN).. Este &cido'cianhidrico, se encuentra




bajo la forma de glucSsidos cianog&nicos (1in$mariha y lotaus
tralina):; al,hidrolizarSe‘éstos liberan HCN, lo cual la hace
‘altamente venenosa. EL mismo tﬁbéxculo contiene la‘enzima 1i
namarasa, la cual, al pénerse'en'contacto con ios glucésidos
cianpgéhicos localizados en diferehtesbtejidos, libera HCN, y
&ste es eliminado pbrvevaporaqién al.hérvir ({Nartey, 1973).
En México se cultiva principalmente la yuca dulce a aifexenw
cia de Africa donde se produce m&s yuca amarga.

Los tub&rculos de” 1a yuca son una fuente de carbohidratos
muy Aimportante en muchas regxones de tzerras bajas de los trd
picos. La forma de prepararlos varia entre las dlferentes -
regiones; a partir de ellos se obtiene almidbn, el cﬁal es u-
tilizado para hacer tapioca; se comen hervidos o se rebanan y
se dejan secar al_ sol, para después ﬁécer‘harina moliendo.ei
tos pedazos. En Africa Oriental -se fermenté la puipa por un
.periodo largo de tiempo; este al;mento recibe el nombre de
garri (tabla 1); en Nigeria éx;ste.uﬁ alimento conocido como
foo-foo y otro como attieké&, i1os cuales’soh elaborados también
a base de yuca fermentadé Yy en Indonesia el tape se‘consumekde
la-misma manera.
~ Es posiblevobtener un promedio de 20-40 toneladaé de tu-
»bérculos de yuca/hect&rea (8—12 toneladas de materia seca/hec'

t8rea), gexo su coutenidg profeinige es muy baio, 3,5% de nro,ir
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tefna cocida  (Grace, 1971). -

La composicién de la harina de yuca es (Ralmbault 1980):

Agua residual 10%
Materia seca total 50%
almidén SRR 83%
Azdcares .reductores 3%
~ Protelnas 2%
Lipidos © 1%
Cenizas S 1%

Debido a' hecho de que la yuca tiene un alto‘confénido ae:
almidén y‘ademas de‘qué:se localiza en zonas geogi&ficas don-
de .las carencia proﬁé!nicas son graves (Raimbaﬁ;t, 1980), ha
hecho qﬁe diferentes autores la hayan tomado como sustrato pa
ra la producciﬁﬂ‘de pfoteinas por medio del crecimiento de
hongos (Gregory, et al., 1977; Reade y Grégory, 1975, Raimbault
y Alazard, 1980; Carrizales, et al., 1981; Hesseltine, 1972,
entre otros). |

El método de enriguecimiento de harina descrito pbr Raim=-
bault (1981) consiste en cocinar la harina (con un contenido .
dé humedad del 30-35%) a una temperatura de 70-80°C durantg
10-15 min en una amasadora (de panaderia) con-agitaci&n mode~
rada. Despu&s de enfriarse a 40°C, se mea¢la con una solucibn

salina( sulfato de amonio, urea y minerales) v 4 X 10 esporas



. Manihot escufenta crantz
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de Aspergillus uigen por gramo de materia seca hasta alcan-
zar un 50% de humedad en el sustrato. Al mezclar, el mate-
rial se agiutina—formando grinilos de 2-3 mm de didmetro, lo
cual asegura una matriz favorable para el desarrollic del mi-
celio y la aereacibn nmnteniendO»su;estrﬁctura incluso cuan-i

do el sustrato es reemplazado por el micelio.

CHI.OBJETIVOS

f'Ampliar'él conocimiento sobre el cultivb de_baqtérias
1&cticas en sustratos ricos en almidﬁn.pafa uso alimen=
tario. | ' '

- Aprovechamiento de fermentaciones l&cticas tradiciona-

k les para la conservacibn de aliﬁentos. |

- Aislamiento de cepas de bacterias l&ctigas a partir de
fermentaciones tradicionales y vegetales frescos fermen -
tados, cbn caracteristicas para aita produccibén de &cido
l4ctico en sustratos devalmid6ﬁ. ‘

- Optimizaci6n de la fermentacién de harina de yuca enri-
quecida por Aspergillus nigen.

- Desarrollo de tecnologia para la conservaéi&n de alimen-
tos enriquecidos con proteina microbiana, almacenados en

. forma himeda.
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IV, MATERIALES Y METODOS

Ei trabaﬁo fue realizado en el Departamento de Biotecnolo-
gla de:la‘Uni&efsi&ad,Aut&noma Metropolitana, plantel Iztapa-
iapa, bajo la direcqién del D:.'Gusﬁavo Viniegra Gonzdlez de
la U.A.M. Iztapélapa v dél Dr. Maurice Raimbault de la ORSTOM
y’Dr. MiguelUlloa del Instituto de Biclogia, por parte de la

Facultad de Ciencias de la UNAM.

1, Aislamiento de bacterias l&cticas a partif de fermentacio-

‘nes 'licticas tradicionales v de vegetales frescos fermen-

 tad6s.

_ Para llevar a cabo el éisiamiento de bacterias licticas a
barfir de vegetales frescos fermentados, se prepararon tres
mezclas que consistie;on de: a) col; b) col‘y hojas de maiz;
c) hojaévae pl&tano. '

-Se. pilcs el'matérial.vegetal afiadiendo 2.5% de NaCl y se
coméhct& dentro de fraSéos con tapa de rosca, ocupaﬁdo las dos
terceras partes de su dapacidad, a estos frascos se les adap-
té una vilvula de Bunsen. Se sumergid ei material en el ijugo
prédﬁcido y se evacud el aire bombeando co, . 'Se incubaron a

36-35°C.'El pH inicial fue de 6.

Se tomaron muestras.diariamente durante 12 dfas Yy se sem-



~ braron en cajas de petri en tres medios distiﬂtos:'nogosa SL

Agar Difco), jugo de tomate-agar Difco) y medio LB (Triptona

1%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 1% y agar Z%j,kmismas éue
se incubaron a 37°C, .

'A parpir de las cajas inoculadas, se hicieron aislamientos
utilizando los mismos medios pero preparados con una solucién
de azul de anilina saturada (200 ng/1l) esterilizada-(lo gotas/
100 ml de medio gelosado). Las cepas que p;oduéen’&cido se k
colorean de azul, -de esta manera es ficil aislar las bacte-
_rias acidffilas para ser Analizadas posﬁeriprmente.~

Simultineamente fueron aisladas cepas a éartir de pozol
(proporcionédo por el Dr. Hermilo Leal, Div. de Est. Postgig‘
do, Fac. Quimica, UNAM) y de tesgiino (propordionado por la 7
M. en C. Patricia.Lappe,‘Depto. Micologfa,  Inst. Biol.; UNAM) ,

siguiendo el método anterior.

2. Seleccidn de una cepa productora de Acido lictico y amilo-

litica. o

ﬁas cepas aisladas con caracteristicas acid6filas (92) se
" sembraron en cajas de petri con un medio que conéenia almidén
como finica fuente de carbohidratos-(extracto de levadura .
2.5g, triptona 5g, NaCl 2.5g, K,HPO, 2.5g, (NH,),S0, 2g, 51‘-, "

midén 20g y agar 20 g/1000 ml H,0). Para conocer la capaci-
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dad de hidr6lisis del almidén de las distintas cepas, las ca-
jas se expusieron a vapores de yodo.

Sevhiciefon‘observaciohes microscdpicas y macroscSpicas de
las cepas aiéladas. A partir del an§lisis de los resultados
‘de las pruebas anteriores, ‘se seleccionaron 17 cé&pas para co-
nocer su produccién de 5cido lactlco,‘ esto ﬁltimo por medlo
de cromatografia de gases.

Mé&todo de medlcién de &cido lictico.- A cada una de las

‘muestras se les agregaron 0.6 ml/Sml de muestra de una mezcla
de dcido fégmico (al 25%) y 4cido fosfbrico (concentrado), en
una proporcién 3.1, para'detene; el metabolismo y poder conl-.:
servar la muestra. Después se esterificS de 1la siguienté for
ma: a 1 ml de muestra se le agregaron 2 -ml de metanol absglu-
to y 0.4 ml de &cido sulflrico al 50%. Se incubé durante 1
hora a 55°C, se adicioné 1 ml de agua cuando ya estaba fria
y .se agits. Se extrajo el dcido l&ctico esterificado agre-
.gando 1 ml‘de cloroformo agiﬁando'durante medio minuto.

Se tomaron 3 ml de la fase cloroffrmica y se inyectaron en
jelycromatdgrafo (Varian 1400) bajo laé siguientes condicioﬂes:
£lujos: szzo gég/lo"ml, N,-50 seg/10 ml y aire 30 seg/10 ml.
'vTemperatura iniciél a 80°C y final a 130°C, inyector a 110°C
y detector a 110°C. |
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3. An&lisis de la producci®dn de fcido lictico a partir de la

fermentacifn de harina de yuca a diferentes porcentajés de

humedad.

La cepa éeleccionada {no. 50), provehia de la mezcla de col
y hoja de mafz, al séptimo dfa de incubacidn; es un Lactobac:;
LRus sp. qué presenta una produccibn ge Acido l&ctico de 3.35
g/l con un pH de 4,05, y que hidroliza almidfn.

para conocer la influencia del acondicionamiento del sus-
trato (harina ae yuca) y los factofesvde crecimiento en la:can ~
cidéd de 5éidq l&ctico producido por la cepa elegida, se ino;
culé ésta.én matraces gque contenian 160»m1 de solucibn salina

(K,HPO, 2.5 g/1, (NH

4 4)2594 3 g/1 y NaCl 2.5 g/1) y uno de los
siguientes tratamientos: ' ' S

A. harina de yuca CoCida.e.eeececvenessal g .

B. harina de yuca cocida...ececcsesacssal g
extracto de 1eVadura...s.eeesssseeoss0.25 g
triptona..........;..................0.25 g

c. giucosa.............:.J.;............1 g
extracto de levadura....ececcesncees.a0.25 g
»triptona........................;....0.25 g

D, hirina’dé yuca enriquecida*..........1 g

E. harina de yuca enriéuecida*..........l g.
extracto de levadura.....f...;.......o.zs g

EriPtONA. erececasccocasaascesasascess0.25g
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* Harina de yuca enriquecida (preparada en el proyecto de
"Fermentﬁcién s6lida de sustratos amiliceos en equipos a
escala intermedia"™ realizado en el'Laboratorio de4Micto-
biologfa, UAM-Iztapalapa, bajo las siguientes condiciones:
A1l kg deyharina de yuca cocida (30 min. a 15 lb/inz) con
un conéenido de humedad de 35%, congelada y secada, se le
agreg6 una solucidn salina (NH4) HPO,, KH,PO, y urea) con
un . in6culo de 2 X 107 esporas de Aspengifius nigen/gr de
materia seca hasta alcanzar un 50% de humedad, con un pﬁ
de 3.2; se empac en un fermentador estftico vertical (di

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

a 0.5 gr/cm3 y se incub8 a 35°C durante 30 horas.

Dichos tratamientbs se ajustaron a pH de 6.5. Las prue~
bas anteriores ée hicieron poﬁ tripliéado Yy el trétamieﬁto C
fue el gfupo testigo. Se esterilizaron y se inoculﬁrOn con
la cepa 50, se incubaron a 37°C y se tomaron muestras- dos ve
ces al dfa durante 5 difas; se m1d16 el pH v la concentracidn
de &cido lictico.

"Parallaé pruebas posterioreg, se>utilizé como sustrato la
harina de yucé enriquecida sin factores de crgcimient@: se va
;16 la_qoncentracién del sustrato de 10'971 a 500 g/1 para co
nocgf el efecto del porcentaje de humedad en la producci6n de

4cido l&ctico. 1las experiencias fueron preparadas siguiendo .
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el miémo'mé;bdo,de la prueba ah:erior y tambié&n se reali2aF
—rbn pot\tfiplicado. Se midib . el pH y se tomafon muestras pa
' ra medir’ el écido lactlco produc1do utilizando un cromatégra'i;'ﬂ

’fo de gases.,:k

‘4, Utilizacibn del mé&todo de disefio experimental para el es-~.

>Ttudio v laibpfimizécién.de'lé fermentaciSnVlécEica de la

. harina de yuca Q;eviamente enriquecida en proteina por la: .-

C fermentaci6n en medlo sGlido con Aapemngtué nLgea.",

El método de diseno experimental fue adaptado de una sim—jf  ‘

plificacidn del método de Box-Wilson. Esta nueva técnlca de,
N investigacién permite optimizar un proceso mis rgpxdamente Yy
con menor nﬁmero de experimentos, que el método cl&sico, don-.:
de se estudian las variables independientemente. . Ademas co-
mo se varian los ;acuores estudiados. simult&neamenté, cohside-
ra las posibles interacc1ones de sinergismos o antagonlsmos ‘;
5=ntrn los factores estudiados. Tl

) Este método utiliza un modelo matematlco lineal del procen j
SOy un dlseno experimental preciso para calcular el coefi—
kciente de importancia de cada factor estudiado, para lo cual :

es necesario identificar el proceso con una. ecuacién lineal =
 :de1 tipo siguiente-' . _ - T ‘
R = Fo + b (A)+ b (B) + b (C) +oeaeh + bi(I)
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fDonde._ ‘
R= dato de la medida - ’
1lFo = efecto residual de 1os otros par&metros que los es ‘
tudiados (x) '
bl"‘b = coeficientes algebraicos de importancia espe-f

,clfica de cada factor estudiado b :E:——Elzi—
‘ {donde':;i |
: ‘Si = signo de’ ia matriz
’*?n = nﬁmero de experxencxasi ) S
"ﬁiA, B ...(I) = Factores cualitatlvos (+ 0—-) fijados a . un
nivel definido (o) ,

" Para poder,QAicular los éoeficientes”ae una ecuacidn con n
variables es necesario temer n+l ecuaciones, es decirfn+1 exs
; perienci#s, en las §uales se varien todos los factores.

Paia-definif,las condiciones para cada experiencia,asi como
éaraaelkcél&ulo de los‘cceficientes,rse utilizé el método ma- |
‘tricial, é;abofghéo una mﬁiriz cuadréda.(nxn)fcén diagonal ne
}gatiﬁa y édici6n de una 1fnea po;itiVa. ‘ o

: Esyﬁecésétio fijai'unlniveL (0) para cada factor que gene-
ralmente se basa en datos Bibliografiéoé o en experiencias
;previas. A ' - | _kv.
L En el presente trabajo se utilizaron siete par&metros, 1os

':niveles Y amplitudes de variaciones fueron fijados de acuerdo‘j-ﬂ



-39 =

a los datos de la literatura y de laboratorio’ citados por
Viniegra Gonzilez y Gbmez (1581), con respecto ayla}técnica N
de—énsilaje de los fbrrajes.‘ Los factores estudiados Se,iax.

‘dican en la TABLA 2.

' TAELA 2

'i_ VALOR DEL NIVEL SUPERIOR E INFERIOR DADO PARA LOS. DIFE— L

RENTES FACTORES ESTUDIADOS

FACTORES | Nivel + Nivel - . ..
A HUMEDAD (% de materia sé@&) - :aogi j >'65§ J
‘ va'INbcﬁno de cepa de bacteria lécticab osi N ,néh
C;'Ca(OH)z (control ‘de pH inicial=é. 5) osd | 7 no
D} TEMPERATURA : . 37°¢ gj;w;'zpéci
’E. MELAZA (carbohidratps fermentables) vsi klOg) ,v'no.
. UREA crm v - si (10g)  no-

G. CELULOSA (carbohldratos fermenta—

bles/fibras crudas) si (10g) . no

Para resolver .el problema_se realizaron oého-experiénciéé
utilizando la matriz (7x8) de la forma siguiente:’ '

" (ver ‘TABILA 3).
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MATRIZ DE 7X8'CON bIAGONAL NEGATIVA ¥ ADICION DE GNA LINEA

POSITIVA, QUE INDICA EL NIVEL SUPERIOR 0 TNFERIOR PARA CADA i

FACTOR A B, C,... (ver TABLA 2).

1 2 3 4 g
Y R T S TE R
D BT S S R S
iég O T T
D= = = = A
B4 4 < e gl g
F e e e e gl g 5
T el S R T T 28 7

be la:métrizdénteriof, ée sacaron- las cond1c1ones para c&:
da ﬁna de las experlen01as, quedando como se "indica en la .
TABLA 4. : |
.bTomahdo los‘datas ae la‘tabla;fse;prepararoh los medibs'.
'péia cadé*dna dé»las'experiencias Y sé répaftieron'eﬁuitati4
“vamente en cinco bolsltas de pléstlco, a las cuales se les
evacu6 el aire; se cerraron hermétlcamente y se 1ncubaron a
la temperatura adecuada. ' A
los 7 dias de. incubaciGn, se diluy6 el contenﬂdo de’ las]

n7,bolsitas en 500 ml de agua y se homogeniz6 con. una licuadora:f
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TABLA 4
: ] ' ‘
CONDICIONES DE LOS DIFERENTES FACTORES PARA CADA UNO DE LOS

OCHO TRATAMIENTOS

Ac:g:TAMIENTof ; ) 2 | 4 s e ; e
ENRTgUECIDA |00 g 100 g 100 gf 100 gf 100 g| 100 g 100 g} 100 g
OREA 0 10 gl 10 gl o o | o 10 | 10 g
CELULOSA 10 gf o 10g] o 10 g| o o |

ELAZA 10 g} 104g] o© ) o | 104 o 10 ¢
TNOCULO 0 o | tomaf 10mf o | o | tomif 10m
ca (OH) 29| o o | 29| 24 o 0 2 g
hcua 241m1] 480m1{ 213m1f 430m1] 223m1| 240m1| 196m1| 550m1
iwcusaczon | 20°c] 20°¢| 20°c] 20°c| 37°c| 37°c] 37°¢] 37°C

durante 50-60 seg a partir de cada diluci6n; se tomaron tres
muestras y se realizaron dos andlisis para cada una. Se midie
ron el pH, y el dcido l&ctico, posteriormente se realizb un

anflisis estadistico péra conocer la validez de los datos.

V.RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados se presentar&n,de_acuerdo'alzordeh'en que;se - .




reali~6 la parte experimental.

1. Aislamiento de bacterias l&cticas a partir de fermentacio-

neg' ldcticas tradicionales 'y de vegetales frescos fermen¥

tados.

Los resultados de esta pérte experimehéal se :esumgh en la

- TABLA .7 donde se presentan las caracteristicas de las cepas 
aislaaas mencionando su fqeﬁte de origen,‘produccién de &cido

- ldctico, crécimiento Sobxe medio de almidén, pH y ei éénero-
‘ai'que perténecen. Puede verse Que existe una fuerte rela—
;cién entre el valor del.pH.y el Sciao 14ctico producido Y que
un 46;7% de las cepas'presentan capacidad de crecimieﬁto sobre‘
el medio de almidén. ‘

El porcentaje de presencia de cada género. es el siguiente:

TABLA S

: poncEN'rAJE DE LOS ORGANISMOS AISLADOS A PARTIR DE POZOL, TES—
'GUINO Y VEGETALES FRESCOS FERMENTADOS ‘

Lactobacillus 54.34%
Leuconosdoce: 11.95%
Pediococens 7.6 %
Streptococeus 5.43%
iev;duras 5.43%

Otros : 15.21%k
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Tambi&n éodemos calcular que un 70% de los géneros encog
tradoé en el sustrato de col, pgrtenecen al género Lactobd~
cilfus, mientras que en el pozol 5610 se da un 38.9%.

En cuanto a la capacidad de crecimieato sobre ﬁndio de al
'mldén, afin es necesarlo realxzar mis pruebas variando las ca
racteristlcas del medio, es decir, inocular a los organlsmos
'en medio rico v medio pobre de alm1§6n para pode:fafrlmar 511 

existe o no una verdadéra'capacidad de . hidrﬁlisis de &ste.

La mayor cantidad de ac1do léctico producldo corresponde
a’ la éepa 90 {Lactobacillus) con una producclén de 5.58 g/1.

‘¥ con un pﬁ de 3.7,,pero no presenta creclmlento en medio de'~

almidén. , 7
En £otal se'aislaron 92 cepas a'péitir de los diﬂarentes~

sustratos, las cuales 'son analizadas en el Departamento de

Biotecnologia de la UAM—Iztapalapa Y pasar&n a formar parte

de un cepario para dicho departamento.

2. Selecciﬁn de una. cega productora de 5c1do lactico v amilo-

1£tica.

La cepa seleccionada fue la No. 50 (Lhctobdcil{ué SPa.,
TABLA 7), la cual provenfa de la mezcla de col y hoja de ﬁgiz{
su p;oduccién de Scido l4ctico es de 3.35 g/L y el pH es de

4.05, presentando crecimiento en medio de almidSnL
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al feferirnps a la TABLA 7, podemos observar que existen

éepas con mayor producccién de &cido lictico y que tal vez
tengan mejores caracteristicas que la seleccionada, pero inl
cialmente se reallzaron observaciones ‘al microsCOpio a partir
de las- cuales se selecclonaron 17 cenas para - su an&llsls de

producciofi de écidoklactlco, crecimiento en_mgdio de almidén
k,y él‘pﬁ; dentro de estas cepas, la No. 50 presentaba las ca-
'ractéristicaé necesarias para céntinuar‘coﬁila siguiente fa-
'se‘del'trébajo, por lo cual fue elegida y las restantes segui_
.rén-sienao analiiadas'én el‘laboratbtid para usos posteriores.

3 Anilisis de la producc16n de fcido 1§ct1co a partir de la

fermentacmﬁn de‘yuca a dlferentes porcentajes de humedad.

a) Efecto del acondicionamiento de la hérina de yuca.

| En la TABLA 8 se reportan los résultados_de las fermen-
. taciones de harina de yuéa bajb diferentés coﬁdiciones, dek
las: cuales podemos declr ques ‘

‘i) el pH tlende a baJar conforme pasa el riempo en to-
dos los casos y en un término de dos dfas se alcan-
za el pH final.

ii) despues de dos o tres dias la fexmentaci&n l8ctica-
es avanzada. ' »

‘-;Eﬁ‘la figu:a 4, A yrscor:espondientesza'qichg,tabla, se. -’
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6bserva‘q§e'eh todos los casos es posible obtener aqido léé-k
‘tico, pero. él grupo testigo (o =‘glucosa 10g/1 +2'5 g/l de>
extracto de levadura + 2. 5 g/l de triptona), es el que. présen\ 
“ta la m&s alta producclén (3 .28 g/l) siguiéndole el de yuca'”
A enr1quec1da (10g/1) + extracto de levadura (2 5 g/l) + trip
‘tona (2.5 g/i). - ’ gh

Comparando la’ producclén de &cido léctico entre la mues—'

-tra con - sustrato de harlna de yuca sin enrlquecer con aque- o
lla enrlquecida,'se puede observar que en el segundo caso

',existe mayor produccidn de &cido lactico, 'lp cual se pue-1‘

‘»de atribuir a dos hechos- 7 :
| ‘ 1) La relaciﬁn de C/N es dlferente para cada caso; es
decir,~la harlna sin enriquecer presenta un e muy' @c'>
alto (115;435 vy eh‘la harina dé &uca enriquecida de -
N bido‘ai tratamiento para su fermentacibén con AApek»
igdtu négex, el C/N baja hasta un 10.12 de tal mane
‘ra que ‘se encuentra dentro del .rango (C/W 30) en- el -
cual se favorece la fermentaciﬁn léctica. '
i;juEn la harina de yuca enriquecida existe una hidféii- ,'
| sis del almidéﬁ llevada a cabo por Aépéagittui ﬁigea
duiante la fermehtacién de E&sta para su entiqueci;L:
ﬁiento: esto ﬁaée que en este sustrato'é‘xista méyor
ds 3pon1bilidad de azﬁcares libres 4 también ‘un alto'”;&'

' 'nivel de ammlasas, al contrario de lo que ocurre en

“fla harina sin enrlquecer.L
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!Eyﬁs‘imp6ftant¢ hadérfnbt&r que en amboé}casos (yucé enri--
quec;aa yfsih:enfiquecer) es posible obtener Scido ldctico
Q:que eﬁfei Caso de la yuca enfiquecida, la»nresencia de mi-
celio del AApengLLLub n&gem no es un factor que llegue a. lij‘
}mitar esta fermentacién y, adem&s, no 1nhibe el crecimiento_:f%

V]Ede 1as bacterias lécticas de ninguna manera.

) Influencia de la concentracién del sustrato en la pro-

duccién de 5cido 1§ct1co.

N

En la TABLA 9 se muestran 1os resultados de la fase ex

‘_perimental en la ‘cual -se pretende conocer la 1nfluencia de

1a concentracién de 1a harina de yuca (en este caso harina de fﬂ 3.34

-:ynca enriquecida) en la produccién de 5cido léctico. Como
se puede observar, la mayor concentraclén (200 g/l) corres—7‘

ponde a un porcentaje de humedad de 83. 44%, lo cual nos dlce

_que en todos los casos se ‘realiz6 una fermentacxén en medlo 11,_‘

._quld°-' ‘
En la flgura 5.3, la gr&fica de cindtica de fermentacio

nes correspondiente a. dicha tabla, nos ‘indica. que la VelOCL-V

dad inicial para todos los casos es muy alta ¥ que la fermen-' -

tacién no esta terminada a las 142 horas, mientras que en la"
figura 5.8, (5cido lsctico vs. concentracién de _yuca), tambi&n
,podemo; observar que la producci&n de &cido lactico tiende a ..
'fTsubir conforme aumgnta la concentraci&n del sustrato Y. que no  "

se alcanz6 el nivel m&ximo de concentrac16n de sustrato para
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la:producéiéh de §cido ldctico.

Estas dos observaciones nos condujeron a incrementar el

”,txempo de la fermentaczén hasta 860 horas y también a aumen—

| ‘tar-la concentracién delvsustrato hasta 500 g/l. Los resulta‘
_"ﬂdos obtenxdos al realizar lo anterior, se reportan en. la .
i'TABLA 10 de -la  cual podemos observar que el pH ba;a (desde
pH— 6 5) en un lapso de 24 horas A que se mantiene alrededor o
: de 3. ¢ a 1o largo de ia fermentaclén en todos 105 casos. ’ 7
. En la figura 6 (gr&ficas A B,C,D, E) se llega a la mlsma:
'observaclén hecha para la gr&fxca B de la figura 5- con res-.-
‘_-pecto a la veloc;dad 1nicial, es decir que la- producciGn de

acxdo lactico es muy *épida en las primeras 24 horas.

c) Cinética de la fermentaci&n lactica a dlferentes con~

»centraciones de la. harina de yuca enriquecida.

Para calcular el valor de produccién méxima de Ecldo
léctlco, es posible ajustar a una curva para cada una_ de las
‘fermentaciones a las dlferentes concentracxones de sustrato

la cual cumple con la siqulente ecuacién.




B Sk = 5 .t -+ 1
“?; » S PhaxE "Pmiifr
Tde donde se pueden obtener los valores de P y K- de esta

Amanera, en la figura 7 ‘A - D se reportan 1os valores de . P
”npara cada concentracién y su ecuac16n correspondiente.

'-'fEl valor méximo de producclﬁn de §c1do léﬁtlco es ‘de 23. 474

K = constante
j si invertimos la ecuaci&n \'d graficamos 103 inversos de

%, Y t obtenemos una recta que cumple ‘con 1la ecuac16n 1nver— :

tida.,

"jg/l y corresponde a, la concentraclén de 500 g/l la cual co—' 

>rresponde a un 66 67% de humedad (medlo sélldo).

En la TABLA 11 se; reportan los resultados de los célculosyi( 

'de las ecuaciones lineales de~1as gréflcas de~1os inversos de:

producclén de &cido lactico contra el inverso del tlempo, des

de una concentracién de 10 g/l hasta 500 g/l, reporténdose -

~-los coef1c1entes de correlac16n correspondlentes a cada concen
‘tracién, asI como el error estﬁndar, del cual se puede obte—‘ﬁ
‘ner matem&ticamente que el error de esos calculos es general-..

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

evaluaciones; para el ﬁltimo punto (500 g/1) el error fue pr6— \f

fximo al 100%, si eliminamos entonces °ste punto, el m&xxmo va

 ¥;10: de produccién de: acido lactico serIa de 14. 45 g/l.
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se menciona tambi&n la produccién mSxima de &cido l4ctico
para cada concentracibn y los rendimientos, tanto con base
en la concentracién de harina de yuca, como con base en la
concentracifn de carbohidratos presentes en &sta (rendimien-
to neto). Se puede decir que si bien ‘la cantidad de &cido
1l&ctico presente en los ensilajes aumenta conforme se incre-
menta la concentracifn de harina, el rendimiento de transfog

macibn de azficar en 4cido lactico decrece, la gréafica

de la figura 8 lo demuestra.

d) Utilizacibn de la ecuacién de Monod y la ecuacibn de
cinética de inhibicifn por sustrato para la obtencibn
de una ecuaci®n general de la cin&tica de la fermenta-—

cidn lactica de la haripna de yuca:

La figura 9. representa la velocidad inicial de forma-
cibn de &cido lictico (estimada como la cantidad de 4cido léc
tico al t&rmino de 24 horas en g/l) contra la concentrécién
de harina de yuca. La curva resultante, presénta un punto
méxiﬁo de velocidad inicial, 1lo cual indica que debe de exis-
tir un G6ptimo en funcién de la concentracibn de la harina de
&uca. Para determinar ese punto, se utilizaron c&lcuios ma-
temiticos de ajuste éolinomial. Los datos experimentales se

"ajustan bien a una curva de tercer grado (R= 0.9961) y la



ecuacidn coirespondiente nos indica que la concentracibn Gp=-
tima para la produccifn de &cido léctico fue de 341.5 g/l de
harina de yuca enrigquecida (% de humedad = 74.5%).

Esta gr&fica presenta una cinética del tipo dé inhibi-
cibn por sustrato propuesta para actividad ghzim&tica por.
Dixon & Webb, 1977 (tomado de Pirt, 1975) que cumple coh»ia

ecuacién:

= 9max S -
a7 2
Ks+S+58™ /Ki |
" donde:
q = velocidad-de formacién del producto
Qg = Velocidad mixima de formacién del producto
S = concentracibn de sustrato
Ks = constante de afinidad por el sustrato

Ki

constante de inhibicién

Invirtiendo la ecuacidn y multiplicando por S, tenemos

que:
| S _ _Ks+5+s2/Ki
dmax
Reordenando:
$§ - X . 1 .54 1 .
q dmax Amax dmaxKi
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Al efectuar el ajuste polinomial de los datos experimen
tales de acuerdo a esta ecuacidn, se obtiene un coeficiente
de correlacifn de 0.8863, 1o cual no es aceptable.

éi graficamos % vs. S con los datos experimenéales, se
observa ‘que efectivamente no corresponden bien a una curva
polinomial de 29 sino gque obtenemos una recta (Qer figura
10) lo que cumple con la ecuacidn de Monod ¥ no a la an-

terior. De la ecuacifn de Monod:

- qmax S’

Ks + S

Se obtiene la ecuacibn'lineal:

Graficando los datos experimentales y realizando un a-

juste lineal se obtiene la ecuacidn:

[ .
g = 14.25 + 0.081 S

R

0.9616, de donde se pueden obtener los valores de
Yrax = 12.20 g/1 <dla y de Ks = 186.08
Este valor de Ks es bastante grande en comparacifn con

- los valores reportados en la literatura. Es importante ha



cer notar que no nos estamos refiriendo a una cinética en-
zim&tica, sino a una fermentacifn lictica y, ademis que
este dato concuerda con otros resultados obtenidos por Vie
niegra, Géméz Y Saucedo (comunicacifn personal) al hacer
uso de la misma ecuacidn para cinéticas l&cticas en medio
iiquido.

A partir &e las observaciones anteriores se puede de-
cir gue para concentraciones bajas €l procéso se cumple con
el modelo de Monoa Y que para concentraciones aitas (alre-
dedor de 450 g/l de hariha) se ajusta mejor el modelo de

'inhibici6n por sustrato.

4. Utilizacidn del método de disefio experimental para el

estudio y la optimizécién de la fermentacidn lictica de

la harina de yuca enriquecida en proteina por la fermen

tacibdn en medio s6lido con Aspenglllus nigen.

En‘esta etapa, se estudié la influencia de la humedad, de
la gemperatura, adicién de Ca(OHYz, inoculacibén con la cepa
‘No. 50 y adicibn de melaza, urea y celulosa.

Los resultados-son resumidos en la TABLA }2; como se pue-
"de observar, los valores de la variacibn del pﬁ concuerdan
con los valores de 8cido lActico presente en cada experimen-

to. ' En general las bolsas presentaban un inflamiento debido
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a la producéi&n de gas durante la fermentaci6n,. a excepcibn
de las bolsas de las experiencias 2 v 7, lo cual se entien-
de al ver los resultados de produccién de 4cido l&ctico, va
gue en ningﬁno de los doé casos se llevd a cabo dna‘fenmenté
¢ibn liactica (ver TABLA 12). A dichos resultados se les hi-
zo un andlisis estadistico (TABLA 14), en los cuales.se conm~ .
prob8 que si existe una diferencia significativa entre las
diferentes pruebas y gque los datos sé encuentran dentxo del
rango de confiabilidad del 95%.

A partir de esos datos, se calcula;on los coeficientes co
r:eépondientes a cada factor, los cuaiesvéqn reportados en
1a TABLA 13. Asf se obtiene la ecuacifn del modelo. experi-
mental para cada paré&metro estiﬁado; las ecuaciones resul-
tahtes son de la siguiente forma:

Para pH iniciél:

R = 5.237 + 0.05 (humedad) - 0.05 (in6cu}o) +.1.26
(Ca(OH)Z) - O.bl (temperatura) + 0.05 (melaza) -
0.65 ‘(urea) + 0.61 (celulosa).

Para pH final: .

R = 4.26 + 0.21 (humedad) - 0.43 (inbculo) -~ 0.41
(Ca (0H),) - 0.56 (temperatura) + 0.35 (melaza)
+ 0.47 (urea) - 0.23 (celulosa).

Para produccibn de &cido lictico:
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"R = 1,48 + Q.41 (humedad) + 0.56 (inSculo) + 1.19
‘ (Ca(OH)z) + 0.12 (temperatura) - 0.10 (melaza)
- 0.26 (urea) + 0.58 (celulosal.

Analizando esta filtima ecuacidn (tercera columna, TA-
BLA 13) se puede estructurar la siguiente tabla é€n la cual
se mencionan los factores de influencia positiva y los de
influencia negativa sobre la produccifn de &cido l&ctico en

los ensilajes de harina de yuca enriquecida.
TABLA 6

INFLUENCIA DE LOS FACTORES ESTUDIADOS EN LA FERMENTACION

LACTICA Y SUS PORCENTAJES DE IMPORTANCIYA

Factores positivos 3de impor factores - %de impor-—

tancia negativos tancia
Ca (OH) 80% urea 17.56%
celulosa 39.2% melaza 6.0%
inbculo 7 38%
humedad 27%
temperatura K 8%

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

medio de la adicisn de Ca(OH)2 es de gran importancia y de-



terminante para que se lleve a cabo una fermentacidn l&c-
tica. La.importancia de la utilizacién de celulosa se
puede deber a que proporcione una estructura de soporte pa
ra la fijaciéh de bacterias licticas asf como a los granés
de almidén. E1 inéculo, presenta un porcentaje de importan
cia muy similar al de la celulosa e indica que si es favo-
rable usaf in6culos de bacterias l&cticas para ensilar la
harina de yuca enriquecida.

Aunque la températura no presenta una fuerte influencia,
su control tiene un efecto positivo l6gico. Su baja in-
fluencia es favorable a la aplicacifn de ensilajes pr&cticos
sin necesidad de regular la temperatura con mucha precisién,
ya Que el rango es amplio (20°C-37°C). .

El factor'negativo urea, produce un efecto de-alcalini-
dad debido a su'hidrélisis en amoniaco, lo que desfavorece
la iniciacifn de la fermentacibn lé&ctica.

La influencia negativa de la melaza puede ser debida al
incremento del C/N y tambiép puede favorecer otros factores
no lacticos.

Los resultados obtenidos a partir de esta iltima fase
experimental nos proporcionan los datos necesarios para po-
~der éstablecer los niveles positivos y negativos en la rea-

lizacién de subsecuentes experimentos, en los cuales se po-



dri 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

cEPA ' G'ENE_:‘RO"‘ O russte PRODUCGION| pH |CRECIMIENTO.EN
' - DE ACIDO. " |SusTRATO DE AL
LACTICO (g /1] MIDON =
94 | - Lactobacillus 3‘1’32332 0. 7.35 -
;? , ?ediococc;Ag, 22?;2225 : 0 7.0 +.?
111 Lactobacitfus  °°¥‘ o 6.95 -
86 ‘ '.;evadura N 'gggiagg . .0 6.95
R O O
68" _‘Leqco‘nuto'c; ‘ 221;2233 0 6.9 -
oo | lactobaccerus| D5iiame 0 6.9 -
39 Pediccoccus 321,:2‘1’33 . 0. 6.9
102 ? Solihoia- 0 6.5 -
1112 - Lactobaciflus col -0 6.4 .
9 pz Leuconostoe | pozol’ 0.22 3.65 -
51-a Levadura g‘;g:agg ’ 0.25 6.95 -
2 pz Leuconostoc |-~ POZOL’ 0.3% 6.45 -
4 Lactobaeillus _eol 0.34 6.9 -
47 ? col 0.35 6.6




' Continuacibn TABLA 7
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16 oz Lactobacillus pozol 0;37 6.6 ¥
" col+hoja ek -
109 ? | de mata 0.37 6.55
' S coi+hoja
29 Lactobac&{lub de maftz 0.4 6.45 -
10 pz| Llactobacillus pozol 0.42 6.4 -
; : ipp hoja de ' : -~
39 Lactqbac4£2u5 plitano 0.44 6.5§
16 dLactobacilfus  ; col 0.47 6.7 -
s Lactobacillus col’ 0.48 6. 65 L
13 Lactobacillits col 0.51 6.50° -
23-1 | Lactobaciteus| SOTFhOIa 0.53 6. 65 -
21 | Lactobacitlus col 0.54 6.65 -
-2 pl ? tesgliino 0.57 +
51 Laetobacillus ggg:agg 0.58 6.25 +2
} - . col+hoja
78 - ‘LactobaCngua_ de malz 0.64 6.95 -
o hoja de )
A‘;OO Levadura. plitano 0.73 6.95
8 pz Leuconostoc pozol 0.73 4.15 +
" col+hoja
46 ? de matz 0.93 6.45 +
44 Lactobaciflus ‘col 0.93 4.25 -
- . hoja:de
114 ‘Lactabac4££qa - ‘plitanc 1.08 4.0 +
14 pz|. 7 ~ pozol 1.09 4.15




.. Continuacién TABLA 7
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115 Lactobacittus| 912 2 1.18 a.4
103 1 Solthoda 1.38 1.5
59, 1 Levadura._ §21;2§33 1.49 6.0
85" ,'S;né.pta’éocc@ ggggagg 1.5 4,85
112 pz ? pozol 1.52 3.75
3‘p;;v detqbaéillué pozol . 1.55 4.56
18 pz 7 ‘éo%di 1.69 4.25
Stz (2 Leuconostoc “col 1.705 4.70
70 Leuconostoe col 1.72 3.95
117 Lactobacitlus col 1.38 3.9
110 Streptococcus col 1.92 7.0
108’ Lactobacillus goltheia 1.92 5.55
71 Jtactobaeiflus col 1.98 3.95
1pz  |Lactobacillus| pozol 2.03 4.15
|as-a ? golthoja 2.04 3.3
24 pz 7. pozol 2.05 4.3
12 (1A p)f 2. . tesgliino 2.27
633 Lactobacillus col 2,29 4.35
|s0-n  Jtactovacizeus | Sothode 2.37 1.2




Continuacibn TABLA 7
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65-3 tactobacillus ~col 2.41 4.35
67 teaconostoc gigiagﬁ 2.41 4.25
19 pz| Lactobacillus| pozol 2.43 3.95
7 pé Leuconostoc » pozol 2,51 3.65
23 éz " Streplococcus pozol 2.61 4f25
18 Lactobaciteus| SOlthoda 2.65 4.2
67-a| Lacto bacillus g‘l’giagg 2.75° 4.25
; 22'9; Lactobacillus pozol 2.78 4.0
116 Lactobacilfus ' col 2.82 2.9
42 Lactobacillus g?gzagg : 2.87 4.25
“25192 ? pozol 2.87 3.85
17 Lactobaciteus | SOTrhoIa 2.88 4.2
65 Leucaonestoc col 2.94 4.2
22-2 | lactobacilfus col 2.96 3.75
173 lactobacillus col 2.98 4.15
66-B lactobacilfus g:l;:gga 3.04 4.05
i3 Pediococcus ol 3.08 4.2
77?7 Lactobacilius ‘gglgggga’ 3.13 ?.1
172 “lactobaciflus - \‘co’l v 3.14 4.15
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26 Lactobacitus| SOFFROI2 3.24 4.2
66 Lactobacitlus| SOFFhola 3.25 4.1
14 Lactobacitlus col 3.28 4.1
31 Pediococcus 3§gia3§v 3.35 4.1
50 Lactobacietus| SOMThoa 3.35 4.05
25 ‘Streptococens col 3.44 4.1
i - N hoja de-
32 Lactabac4§£u¢ ‘plitanc 3.48 4.1
12 'Léucdndﬁtog '~ eol 3.59 3.95
-1 28 Lactobacileus col 3.63 4.0
15 pz 7 pozol- 3.65 3.55
s -hoja de
' §4. Pediococcus | plitano 3.87 4.0
75 Leuconostoe | Sotrhoda 3.68 4.05
s .col+hoja
88 Lgcta?uc&ﬂlub de maiz 3,91 3,95
92 Streptococous col 3.93 1.2
| 28-a Lactobacillius col 3.99 3.95
oL : R ' hoja de
‘81 Pediococcus platanc 4,14 3,95
95 Lactobacilius col 4.23 4.0
. col+hoja
96 . Pedigcoccus de maiz 4.51 3.9
90 Lactobacillus col 5.58 3.7
21 pz| Lactobacilius pozol N.D. 4.05




TABLA

8

. EFECTO DEL ACONDICIONAMIENTO DEL SUSTRATO

" (HARINA DE YUCA) PARA SU FERMENTACION LACTICA.

- tiempo Scido - " Beido " 8cido °. Bcido fcido
(hrs.) PH. 18ctico | pH . ‘18ctico | pH ldctico | pH 18ctico |pH 16ctico’
: o S (a/x) (g/1) B C74 5 BN T Aa/1) 0 ‘_(9/1) v
| 212s 6.320.1 |o 5.2511 0.2714 [6.2500 o 6.120.1 [ 5.620.3 o
45.5 ©4.930.3 |0.0857 -] 4.780.1 [0.4297 | 4.750.3 | 0.4578 | 4.720.3 p.2317 |5.120.1 |0.359 -
70,0 . -4.8121.1/0.3584 | 4.720.3 [0.6669 | 3.9240.14 { 0.7080 | 4.25!0.07 p.3511 |455%.07 [0.3683
94,0 4.13%0.4 ]0.4929 | 4.7220.8[0.5677 | 37210.1 [2.7949 | 4.4%20.35 D.7401 |4.480.04{1.0664 °
119.5 4.2¢0.14|0.8305 | 4.7¢0.10.9345 | 3538012 | 3.2864 | 4.0%t0 [0.8644 | 4.450.07 {1.0902

A=-yuca109/1

B= yucalo,g/l+ext lev. 25g/l+triptona259/l

. C= gluoosa 10 g/1 + ext. 1ev. 2.5 g/l + triptona 2. 5 q/l
D= yuca enriguecida 10 g/1-

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

-
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A
Pre FERMENTACION YUCA
A
C .
L 3+ _ GLUCOSR + FC
C
|
8 1
S Yuca + FC
G -
7. 14
L S
I “yuca
—
B4 T f ' 4 f : 3
20 43 €0 8@ 198 128
TIENPO CHRD
B .
44  FERM. DE YUCH ENRIQUECIDA
a
c .
L - GLUCOSA + FC
Z 2+4-
Y .ENRIQ+FC
G . 1
V'
‘ L Foyy
B4 1

’ 3
28 48 68 88 188 128
TIENPD CHRD
Fic. 4, Grificas de la fermentacifén l&ctica de la harina de

yuca:s -
A = Harina cocida

B = Harina enriquecida



. a . TABLA 9

_INFLUENCIA DE' A CONCENTRACION DE LA HARINA DE YUCK

" 'ENRIQUECIDA (g/1) EN LA PRODUCCION DE ACIDO LACTICO (g/1).

1 CONCENTRACION DE HARINA DE YUCA ENRIQUECIDA =~ =

20 g1 - “B0g/L | 100gA . - 200 g/1 :
i Scido | pH Scido pH . 8cido | pH. - ' 8cido

. l&ctico “14ctico : © léctico . “l8ctico 1ictico
@1y | e/ ) (/1) , (/1) ' ol

i tiatpo 1. 104

-79_,‘

foss |39 | o8 | 395 | 1.2697 | 4.05 | 2,082 |'4.2 | 3.4405 |4.25 | 4.8175

famo | 3es | 1a94 |39 | 14410 |40 | 2.658 | 4.5 | 3.9518 | 4.25 | 5.0653

© om0 f39 | 1337 | 39 o | ez |39 | 3.ews |4.0 | 57326 |42 | 7.7009




- 65 =«

LINETLICAS OE FERHENTAILONES

s
R -
c L
L 6
A
s
4
5 -
3
G 2
Loy :
- B & t % } } . $
2 24 45 72 38 129 144
TIEMFG DE FERMENTACIGN <{HORAS) A
8 19 ENSILAJES DE YiCh B
3 )
L 8
L 2 142 HORAS
6
' 5.
° 4
_ 24 HORAS
g 3
¢ 2
L
1
‘@

+— -ttt
8 20 48 60 50100122140 160 126 283
CONCENTRACION OE YUCA (G/L)

FIG. 5, Gr&ficas de la fermentacibn lictica de la harina de
yuca enriquecida.

A Cinéticas de fermentaciones a diferentes concentra
ciones de sustratos ( g/1 ).

B,Produccién de Scido lfictico a diferentes tiempos
variando la concentracién del sustrato.



INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE LA

TABLA 10

- 'HARINA DE YUCA ENRIQUECIDA (g/1) EN LA PRODUCCION DE ACIDO LACTICO (g/1)..

CONCENTRACION DE HARINA DE YUCA ENRIQUECIDA

“}(hrs.)

t1enpo

100 g/1
pH :

&cido . %

1l&ctico

- {g/1)

200g/1 .

PH

&cido

T 18ctico
Ag/l) . /

- 300 g/1

FPH ‘

acido .’

18ctico

{g/1}

400 g/1
pH -

~ &cido
ldctico

{g/1)

-pH -

500 g/1"
- &cido

1&ctico |

/1)

| 24.0

3.6

4.563

. 3.7

7.3

3.7

©8.47

‘3.8

-B.07

{39 | a6

.| e6.83. | 3.5

C4a48

3.4

.43

| 3.4

10.92

3,5

13.33 - |

3.5 |13.98 |

13.83 | 3.5

6665

3.5

120,18

3.5

9.44

3.6

11,68

3.6 |.16.02

332.33 | 3.4

7.36

3.4 -

10.75

3.4

12,56

3.5

13,77

‘a5 | 2238 |

'}501.08

3.4

8.46

3.4

10.12

3.4

:13.74

3.4

12.62

‘a4 | 427

{716.08 | 3.5

7.4% "

- 3.4

3.4

12.63

3.4

8.54

3.4- | 18,32

-1 860.08

-~ 3.5 ‘

N

3.4

3.4

10.51

3.4

3.4 | 15.96

ok N.D. = No determinado

<‘f499" 
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TABLA 11

RESULTADOS OBTENIDOS DE CALCULOS A PARTIR DE LAS TABLAS 9,10>

'PARA LAS ECUACIONES LINEALES A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE HARINA DE YUCA.

Concentracidn Y R a Produccién|{ Rendimiento Rendimiento
~de harina de C » k méxima de | porcentual de neto’
.yuca (g/1) ’ 1 : ac. lac.g/l} harina
100 0 | 0.6378 +.11.92X [0.982 | 0.0575 {  1.568 15.68 32.76 .
20 lo.5108 + 6.879x |0.962- | 0.049 1.958° - | 9.718 .. 20.44
s0° | 0.2373 + 6.026% 0.994 | 0.0166 | 4:214 8.43 | 17.62
100 . . |'0.1656 + 3.15x |0.947 |0.027 | 6.039 6.039 | oazee2 [0
S200' o | 0.1299 4+ 2.260X [0.956 | 0.012 7.698 ' ©7.698. 16.09 &
2200 0.1305 + 2.036X [0.862 | 0.030 7.6600 1| 3.83 8.00, :
Leh200Y L 0.0981 + 1.0X {0,877 0.094 ' 10.19 .~ 5,10 1 10.66
300 10,0821 + 0.882X [0.796 |.0.020 | 12,173 | 4.06 . = .| 8.36
4000 . ] 0.0692 + 1.218X |0.935 |0.0079 | - 14.45 | . 3.6 . | 71.5a
..500 . 1'0.0426 + 3.883X |0.952 |©0.020 | 23.474 | 4.70 9.82
Y= 1/ac. ldctico, . . . . R= coeficiente de correlacién
*” 0"= error estandar . ' ‘ R o
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Grifica de los rendimientos poréentualéé"
de la fermentacidn liactica de la harina de
yuca (g/1l) y la produccidn mixima de

dcido lictico a diferentes concentraciones
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Gréfica de la velocidad inicial de la fermen

, tacibén 1éctiga a diferentes concent:aéiones
de harina de yuca; con ajuste polinomial de
tercer grado.

Ecuacibn:

q=.73 +.02 $+5.3X107°s5°-1.7x10" s>

. R= ,9961
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Grifica del ajuste de primer orden y datos
experimentales de S/Q vs. S, por medio de
la cual se puede calcular:v

9max = 12.20 g/1 ° dia

Kg = 186.08 |



TABLA 12
RESULTADOS DE LA OPTIMIZACION DE LA FERMENTACION LACTICA POR MEDIO DEL DISENO
EXPERIMENTAL (TIPO BOX-WILSON) CON SU MATRIZ <CORRESPONDIENTE

pH pH a - fcido’
} dnicial{ final pH- l&ctico
R (-7 3

La*leslectop e |Fr]le

Ta f-f=|+}-]+}-|+] &5 [a15003|-23 | 1.254

2 e === ede -] 41 |rzmoo2| 31 | o

s el e - - - e ] 39 faimmoies | 0.a3]  o.8917

g b eyl - =t -] 65 |36 0 |-29 ] 33233

5 f =)l e+~ ]-|+] 65 [3.97004}-25 | 213

feo baf=f =1+ l+ -]~ 408 [3.430.03 | -0.62 | o0.285

7.0~ e =+ |-+ |~ 38 [37300]-0.12] o

e+ l+ s+ + |+ ]+ ]| 65 |3600:|-2.8 | 3.0

. A*=Humedad, B=Inbculo, C=Ca (0H) ,, 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.

%ACTORES Coeficientes Coeficientes Coeficientes
para pH ini- para pH finall para &cido
cial (bt)u l&ctico final

Humedad 0.05 0.21 0.41

InSculo -0.05 ~0.43 0.56

Ca (OH) 5 1.26 ~0.41 1.19

Temperatura | =-0.01 -0.56 0.12

Melaza ' 0.05 1 0.35 -0.10

Urea -0.65 0.47 ~0.26

Celulosa 0.61 ~-0.23 0.58

Fo 5.237 . 4,26 1.48

* B =. ;__J_C___ b.= Z _S.j___i—
(] ] n . 1 ) n
donde:

X= valor obtenido del par&metro estudiado
$4= signo de la matriz
n= nfimero de experiencias.



ANALISIS ESTADISTICO DE LA OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION

TABLA 14

DE ACIDO LACTICO (g/1)

Experiencia | Media Desviaci6n | Error Mfnima | MSxima’ v Int;ex.-\}alo de Confianza al,'9_5§_ T
' _ Standard | Standard - ST B o
- | 1;3554‘ 07972 | 6{2404 0.0000 2.9906"‘ | ‘0.7268" r'a ' ;.7919
2 0.0000 | 0.0000 10.0000 | 0.0000 1 0.0000 | 0.0000 " a  0.0000
3 .Q.89l7 0.9775 .o.zazz ‘»‘o,dbob‘ 2;4800~}‘ , o.27o§v: a' . 15128
4 .3-3233‘ ,0.5770 0.2356 2.5400 | 4.2900 B 27178 a  .3.9289
5 .'2.iaqb 1 0.7919 0.1817 'li.qooo o }3;4969 | ores e 2.5117‘
6 0.2850 | 0.5287 0.1869 0.0000 | 1.2000° 0.1570 a 0.7270
7 0.0000 d.oﬁbo‘ o:dooo | 0.0000 0,0600 0.0000 = a ' 0.0000
8 3.3000 3.7156 a 4.2444

3.9800

- 0.4161

0.1201

4.7800

L TA S
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VI, CONCLUSIONES

*La harina de yuca cocida o enriquecida puede ser uti-
lizada como sustrato para una fermentacibn 1l&ctica; a-
‘demds se ha mostrado que la harina en:iquec;da noc pre

‘Vsenté inhibicién de las bacterias licticas.

*Es posible llevar a cabo una fermentaci8n lictica en
medio sbélido de la harina de yuca éara sSu conserva-—
,‘cién, ya que se obtienen rdpidamente (2 6 3 dias) al-
tas_concentraéiones (1.5%) de dcido l&ctico y pH bajo

(3.4).

_*La fermentaciSn lsctica de la harina de yuca enrique—.
cida presenta una cinética que cumple con la ecuacidn

de ﬂonod (para concentraciones bajas), presentando una-
concentracién de sustrato 6ptima a los 341.5 g/1 y pa-
ra concentraciones‘altas {menos de 69% de humedad) pa-
rece cumplir con la ecuacifén de éinética'de inhibicitn

por sustrato.

*Las cinéticas de la fermentacién lactica a diferentes
concentraciones de harina parece cumplir con el siguien

te modelo:
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y a partir de este pueden obtenerse los valores de pro

duccibn maxima para cada concentracidn de sustrato.

*El porcentaje de rendimiento en la fermentacifn licti ~
ca de la harina de yuca enriquecida presenté una re-

lacifn inversamente proporcional a la concentracidn
de sustrato.

*La adicidn de Ca(OH), para fijar el nivel inicial de
PH é 6.5 tiene un efecto muy positivo en la fermenta

" ¢ibn ldctica de la harina de yuca.

' *El método de disefio experimental permite demostrar
la importancia ae optimizarxr ei pﬁ_iniéial, las fibras’
y la inoculacibn con una cepa lactica para obtener.eg
Silajes buenos; el uso de este m&todo nos permite re
ducir dristicamente el ndmero de experiencias necesa-
rias y ademis considera los posibles ginergismos entre

l&s pardmetros estudiados. v



| - 79 -
VI, BIBLIOGRAFIA |

Aborhey; S. & D. Williamson. 1977.,Mode11ng of lactlc acid ur”

productlon by Streptococcus cremorls hp. J. Gen._ EE .2

Microbiol. 23: 7-21.

Amoa, B. & H., G. 'Mullerﬁ 1975. To calcium and phytic ac1d. f>
Cereal Chem 53 (3): 365- 375. '

andah, A. & ‘H. G. Muller. 1973» ‘Studies on koko, a Ghanaian
fermented maize porridge. Ghana qurn. Agrlc. ‘Sci. 6:

103—108.

Anénimc. 19... Optlmizacidn de medios de. cultlvo en siste-
mas industriales deeﬁermentac16n. Método de Box-Wzlson."

Mecancérafiado.FQ bp;

‘Aucamp, M. C., J. T. Grieff, L. Norellie, B. Papendick,'H.

M. Scwartz & A. G. Steer.‘1961 Kaffircorn malting and

» brew1ng studies. VIII. J. ‘Sei. ‘Food. Aqr. '12: 449-456.

Banigo, E. o. I. & H. G. Muller' 1972. Carboxylic acid‘patf

‘terns 1n '0gi fermentation. J Sci. Food Agr. 23: 101~

: 111.

ﬁanigo, E. O. I. & H. G. Muller. 1972. Manufacture of ogi
(a Nigerian fermented cereal porrldge). comparative
evaluation of ccrn, scrghum and millet .Can. Inst.».

Food Sci Technol d. 5 (4):'217 221_,

J'rlqanigo, E. o. I.,‘J. M.,de Man & C. L.; u;tschaever,‘1974}kiiiﬁw




- 80 -~

Utilization of high~lysine corn . for the manufacture c:f»j
Ogi using a new, improved proce551ng system. Cereal
'Chem, g;- 459—472.

Brown, W. V. & E. B. COIlins. 1976. Endfproducﬁs and fermén~

tation balances for lactic Streptococci grown aeroblcal,

1y on IOW’concentratlons of glucosa. Appl. and Env1ron.

Microbiol EE} (1) 38-42.

'Cardenas, 0 8. & T.‘s de'Bluchle. 1980. 'Sour'cassava‘starchr
producticn-,a preliminary study. J Food. Sci. 45: 1509~
1512._~“ ' ' .

.¥ Carrizalez, V., H Rgdriguez & J. Sardlna. 1981.‘Determ1na—=

tion of the specific growth of molds on semi-solid cul

tures. Biotechnol. & Bioenglneer. 23: 321-333.

COttyn, B. C.. & Cc. Boucque. 1968. Rapid method for the chro

’matographic determxnation of volat11 acmds in rumen.

fluid. J..Agric. Food Chem. 16: 105.

'"PCravioto, D. R.; Y. O. Cravioto. H. G. Masieu Y G. J. Guz- -
S mﬂn. 1955, El pozol forma indigena de consumir el maiz
en el Sureste de México Yy su aporte de nutrzentes a la
dieta. Ciencia 15: 27-30. | o
,rCruz-Ulloa, s. v M. Ulloa. 1973. Alimentos.fermentadds de‘f .

maiz consumidcs en México y otros paises 1atinoamerica




~ 8L -

nos. Rev. Soc. Mex. Hist. Nat. 34: 423-457,

Doelle, H. W. 1975. Bacterial Metabolism. Academic Press,

New York. 738 pp.

Gémez, G, J. & G. Viniegra—-Gonzdlez. 1981l. Orientation of

sugar fermentation inoculated with heterogeneous micro

bial population from cow-dung. Adv. Biotechnol. 2: 627-
631. ‘

Gémez-Herndndez, J. & B. Coronado-Vega. 1983. Lactic acid
production using animal wastes as inoculum. Bictechnol.

Let. (in press).

Gregory, K. F., A. E. Reade, et al. 1977. Further thermoto-
lerant fungi for the conversion of cassava starch to

protein. Anim. Feed. Sci. and Technol. 2: 7-19.

Hamdy, M. K. & S. M. Taha. 19-—. Mish: a soft ripened Egyp-

tian cheese. Milkprod. Jour.

Hanson, T. P. & G. T. Tsao. 1972. Kinetic studies of the lac
tic acid fermentation in batch and continous cultures. .

Biotechnol. & Bicengeer. 14: 233-250.

Healey, F. P. 1980. Slope of thé Monod equation as an indi-
cator of advantage in nutrient compeﬁition. Microb.

Ecol. 5: 281-286.



—82 -

Herrera, T. y M. Ulloa. 1970. Aspectos generales sobre la mi

crobiologfa de pozol. Rev. lat-amer. Microbiol. 12: 103

108.

Herrera, T. y M. Ulloa. 1971. Estudio de Candida krusei y

Trichosporon cutaneum asilados del pozol. Rev. lat-amer.

Microbiol. 13: 255-261.

Herrera, T., J. Taboada y M. UDlloa. 1972. Fijacién de nitré-.

geno en el tesgiiino y el pulque. An. Inst. Biol. Univ.

Nal. AutSn. México. 43, Ser. Biol. Exp. (1): 77-78.

Herrera, T. y M. Ulloa. 1973. Estudio de Hansenula fabianii

aislada del pozol. An. Inst. Biol. Univ. Nal. Autdn.

México 44, Ser. Bot. (1): 1-8.

Herrera, T.‘va. Ulloa. 1975. Reconsideraciones sobre dos
trabajos anteriores, pﬁra la identificacif6n de Rluyve-

romyces fragilis v Candida quilliermondii en el pozol'

y de Kloeckera apiculata en el pulgque. Bol. Soc. Mex.

Mic. 9: 13-15.

Herrera, T. ¥ M. Ulloa. 1975. Antagonismo del pozol y de

Agrobacterium azotophilum sobre diversas especies de

bacterias y hongos, élgunas patSgenas del hombre. Rev.

lat-amer. Microbiol. 17: 143-147.

Hesseltine, C. W. 1972. Solid state fermentations. Biotech-

nol. & Biocengineer. 14: 517-532.




..A83 -

Hesseltine, C. W. & H. L. Wang. 1979. Fermented foods. Chem.
and Ind. 16: 393-399. ' ’

Hesseltine, C. W. 1979. Some important. fermented food of
Mid-Asia, the Middle East, and Africa. J. Am. Oil.
Chem. Soc. 56: 367-374. '

Keller, A. K. & P. Gerhardt. 1975. Continuos lactic acid

"férméntation of whey to produce. ruminant feed supple-

. méent. High in crude protein. Biotechnol. & Bioengineer.

17: 997-1018.

Knapp, J. S. & J. A, Howell. 1978. Solid substrate fermenta
" tion. In Topics in enzyme and_fermeﬁtation technology.
Wiseman. 4: 85-135,

Ko, S. D. 1972. Tape fermentation. Appl. Microbiol. 23: 976.

Massieu, H., D. R. Cravioto, O. G. Guzmin y G. y J. Olivera
B. 1959. Contribucibn adicional al estudio de la composi

cidn de alimentos mexicanos. Ciencia 19: 53-66.

Miracle, M. P. 1965. Food technology in tribal Africa. In
Food technology the world over. Peterson M. S. &
Tressler D. K. (Editors). Ed. Aci Publ. Co. Inc.

Westport, Connecticut, 107-154&.

Miranda, F. 1952. La vegetacidn de Chiapas. Departamenfo de
Prensa'y'Turismo. Tuxtla Guti&rrez, Chiapas. México,pp.
305-307.



- 34 -

‘Moo~-Young, M. A., R. Moreira & R. P. Tengerdy. 1983. Princi-
Ples of solid-substrate fermentation. In The Filamen-—
tous fungi.>Fﬁngal Technology. Vol. IV. Smith S. E.,
Berry D. R. & Vristiunsen B. (Editors). Arnold, Loﬁdon,
pp;‘117-144. A

Muller, H. G. 1981. Kenkey. Advances in Biotechnology. Proc. .
6th. Internat. Ferment. Sympo. London. Canada. July 20-
25, 2= 541.

Nartey, F. 1973. Biosynthesis of cyanogenic glucosides in
" cassava {(Manihot spp.). ;E_Chrodic cassava toxicity:
proceedings of an interdisciplinary workshop. London.

Int. Develop. Res. Centr Mongr. IDRC-010e, pp. 73-87.

Noda, F., K. Hayashi & T. Miéunuma. 1980. Antagonism bet-
ween osmophilic lactic acid bacteria -and yeast in bfi

ne fermentatioﬂ of soy sauce. Appl. & Enrivon. Micro-

biol. 40 (3): 452-457.

Okafor, N. 1981. A scheme for the imporvement of ferménted
foods of Africa South of the Sahara. In Proceedings
of the Sixth International Conference on Global Impacts
of Applied Microbiology (GIAM VI), Lagos, Nigeria. S. O..
Emejuaiwe, O. Ogunbi & S. 0. Sanni (Eds.). Academic

Press, London, pp. 45-49.

Pamment, N. B., R. J. Hall & J. P. Borford. 1978. Mathema-~



- 85 -

tical modeling 6f lag phases in microbial growth. Bio-

tec. & Biocengineer. 20: 342-381.

Pederson, C. S. 1979.Microbiclogy of food fermentations

2nd. Edition. The Avi Publishing Co. Westport, Connecti-~

cut. 16, pp. 120-124.

Pirt, H. M, 1975. Principles of microbe and cell cultivation.

Blackwell Scientific Publications, 274 pp.

Prescott, S. C. & C. G. Dunn. 1962. Industrial Microbiology.

3rd. Edition. McGraw Hill Book Co., New York, pp.324-359.

Purseglove, J. W. et B. Dreyfus. 1977. Hidrolyse de l'almidon
de manioc par un lactobacille, enrichissement d& un
ensilage en proteines. Etude D.F.R.S.T. France No. 75,

7, 0623, Doc. roneo. 45 pp.

Raimbault, M. 1982. M&todo de disefic experimental. Semina-

rio de Biotecnologia. Mecanografiado.

Raimbault, M. & D. Alazard. 1980. Culture method to study

‘fungal,grbwth in solid fermentation. Europ. J. Appl.

Microbiol. Biotechnol.9: 199-209.

Raimbault, M. 1981, Fermentation en milieu solide. Croisan- .
ce des champignons filamenteuse sur substrat amylacé.

Tesls de doctorado. Un. Tolusa, Francia, Doc ORSTOM

No. 127.



~ 86 =

Reade, A. E. & K. F. Gregory. 1975. High-temperature produc
tion of protein-enriched feed from cassava by fungi.

 Appl. Microbiol. 30 (6): 897-304.

Rich, C. M. & E. Anderson. 1949. On some uses of maize in'

the Sierra of Ancash. Ann. Miss. Bot. Qard. 36 (4):

405-412,

Salinas Ch., C. 1958. Etnobiologia e introduccifn a la bac_

teriologia del pozol. Tesis profesional. Facultad de

, Ciencias . UNAM. Mé&xico. 63 pp.

Schwartz, H. M. 1956. Kaffircorn malting and brewing studies.
I. Thé kaffir beer brewing industry. in South Africa. J.

" Sci. Food Agr. 7:101-105.

Schweigart, F. & A. Fellingham. 1963. A study of fermenta-
tion in the production of mahewu, an indigenous sour

malze beverage of Southern Africa. Milchwissenschaft

18: 241-246.

Senez, J. C., M. Raimbault y F. Deschamps. 1980.. Protein en
richment of starchy suhstrates for animal feeds by so-
lid-state fermentation. World Animal Review (FAO). No. |

35. pp. 36-39.

Steinkraus, K. H. 1981. The indigenous fermented foods. Nes-
tl& Research News 1980/1981. 23-28 pp. Technological

Alimentation Center.



- 87 -

‘Paboada, J. y T. Herrera. 1972, Efecto de aminofcidos sobre

la fijacibén de nitrégeno por Agrobacterium azotophilum.

An., Inst. Biol. Univ. Nal. Autébn. Méx. 43, Ser. Biol.

Exp. (1): 35-42.

Ulloa M, y T. Herrera, 1970. Persistencia de las aflatoxinas

durante la fermentacifn del pozol. Rev.lat-amer. Micro-

biol. 12: 19-25.

Ulloa M. vy T. Herrera. 1971. Mohos aislados del pozol en me-
dios con deficiencia o carencia de nitrSgeno. Bol. Soc.

Mex. Micol. 5: 13-21.

Ulida M. y T. Herrera. 1972. Descripcifn de dos especies nue
vas de bacterias aisladas del pozol: Agrobactenium azo-

tophétdm y Achromobacten pozelis. Rev. lat-amer. Micro-

biol. 14:15-24.

Ulloa M. y T. Herrera. 1973. Caracteristicas generales y
algunos datos sobre pruebas de aqtibiosis de cinco es-

pecies de Penccl{ffium aisladas del pozol. Rev. lat-amer.

Microbiol. 15: 191-197.

‘Ulloa M. y T. Herrera. 1973. Phiafophora nichardsiae, un hon

go causante de feosporotricosis en el hombre, aisiado

del pozol. Rev. lat-amer. Microbiol. 15:199-201.

Ulloa M. y T. Herrera. 1974. Mfcofloral succession in pozol

from Tabasco, Mexico. Bol. Soc. Mex. Mico. 8: 17-48.




- 88 -

Ulloa, M. C. Salinas y T. Herrera. 1974. Estudio de Baciflus
megatenrdfum aislado del tesguino de Chihuéhua, México,

Rev. lat-amer. Microbiocl.l6: 209-211.

Ulloa, M. y C. P, Rurtzman. 1975. Ocurrence of Candida parap
siLosis, C. thopicalis y S. cenevidiae in pozol form

Tabasco, HMexico. Bol. Soc. Mex. Mic. 3: 7-12.

Ulloca, M., T. Herrera y J. Taboada. 1977. Sacchaxcmyces cere-~

visiae y S. uvaium aislados de diferentes muestras de

tesgiiino de Jalisco, Mé&xico. Bol. Soc. Mex. Mic. 11:

15=22.

Umoh, V. & M. Pields. 198l. Fermentatidn of corn for Nigerian

Agidi. J. Food Science. 46:903-905.

Viana, M. T. 1982. Una alternativa a la utilizacidén de sub-

productos de la fauna de acompanamientoc del camarbn.

Composicibn quimica de microensilajes de subproductos

pesqueros y desperdicios agricolas.Tesis de licenciatu

ra. Facultad de Ciencias, UNAM. pp. 53.

Viniegra, G. & J. Gomez. 1982. Lactic acid production by pu
re and mixed bacterial cultures. In Fuels and organic
chemicals from biomass. D. Wise, CRC Press, New York.

En prensa.

Wacher, M. C. 198l1l. Estudio de la utilizacibn de hongos ter-

mofilicos en el enriquecimiento protéico de desperdi-



-89 =

“cioélde_pulpa'de plidtano. Tesis de licenciatura. Facul=-

tad de Ciencias Qnimices, UNAM. pp. 70.

Weng, H,/L.'& C.'W. Hesseltine. 1981; Use of mlcroblal cul-

'7tures- legume and cereal products. Food Technol Jan:x;:

79 83..

;wang, . L., L. Kraidej & C. W. Hesseltine.. 1974 Lactic

'acid fermentation of soybean milk J. Milk and Food
Technol 37 (2): 71-73. '
if; Whittenbury,’R.11964, The enrichment and-isolation of lactie

acid bacteria from plant materials. In;AhfeichéuhgskuL'

‘tu#'ﬁhawMutahtenleée;;Zbl;'g;_Bakt. L:vAﬁteiiung. Sup-
k Elementheft. 1:”3954593.‘ S

-Ya]urvedl, R P. 1980 chroblology of Idll fermentatlon.‘

o Indian Food Packer. 34 (6) : 33-38.

Yen, D. Ee 1959 The use. of maize by the New Zealand Maorls.-'

ecen. Bot. 13- 319-327.




	Portada
	Resumen
	Contenido
	I. Introducción
	II. Generalidades
	III. Objetivos
	IV. Materiales y Métodos
	V. Resultados y Discusión
	VI. Conclusiones
	VII. Bibliografía



