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I.  INTRODUCCION

La insatisfaccidn actua) de los requerimientos proteicos en la mayorfa
de los pafses del mundo, asociada con una demanda cada vez mayor de le
che y de carne, representa un problema crucial al cual se debe de dar
una solucién pronta para evitar un colapso de consecuencias lamentables.
La mala nutricibn que azota a los pafses tercenmundistas representa un
enemigo a vencer ya que la base de desarrollo y de prosperidad de cual
quier nacidn reside en una buena alimentacién que se reflejarf en el
estado de salud de su poblacin, en su fortaleza y en su buena dispo-

sici6n a trabajar.

Varias tentativas y constantes esfuerzos se dan en los campos de la
tecnologfa de alimentos, de 1a nutricién y de la agronomfa para afron-
tar este reto de aumentar la produccifn y el contenido de protefna de
los alimentos, el broblema es de doble faceta: cuali y cuantitativo.

La produccibn asimismo como la utflizacibn de los cereales juegan un
papel importante en ei acontecer de la problemitica alimentaria. En
los pafses desarrollados que por 10 general cuentan con grandes reser-
vas de granos, la mayor parte de la produccifn granera se destina a la
alimentaci6n animal y a la elaboracidn.de productos derivados. La $i-
tuaciOn es diferente en los pafses en,v?as de desarrollo, incluyendo

a ﬂéxico. en donde la producciﬁn no siempre cubre las necesidades glo-
bales ocasionando que se importen granos (fuga de di#isas) y en segun-
" do lugar @1 consumo humano compite de manera desfavorable con 1a dispo
nib){dad pqvjd‘ nutrir a los animales, 1o que deriva en un déficit de




protefna animal que por ser mis completa y mis cercana a nuestros re-
querimientos, es la mis adecuada. Asf, cualquier tendencia a incremen
tar su produccifn aluexplotar fuentes baratas no convencionales serfa

muy aliviador,

Se dispone de varias alternativas entre otras, la produccién de bioma-
sa, la elaboracibn de aminodcidos y el aprovechamiento de los desperdi -
cios agrfcolas, Se sabe que para cada kilogramo de grano producido
se obtiene uno o mds kilogramos de paja y forraje (Tabla I-1), lo mis
mo sucede con las frutas y vegetales. Se puede obtener una idea mis
clara de la cantidad de desperdicios derivados de Va produccién de los

cereales al examinar los datos de la Tabla I-2.

El empleo de estas enormes cantidades de desperdicios celulésicos, so-
bre todo en los pafses en vfas de desarrollo, para Ja elaboracién de

- alimentos baratos y de alto contenido proteico destinado principalmen-
te a 1a nutricifn animal y de prefefencia ala llimentaci@n de los mo-
nogastricos, ya que los rumiantes disponen en su rdmen de una mitroflg
ra celuloiftica que les permite degradar estos materiales y utilizar
}a energfa almacenada para producir leche, carne, etc., ademfs de ﬁue

. tambiﬁn puede utiiizar nitrégeno no proteico como ia urea en lugar de
prote{na. ocasionarfa una mayor disponibilidad dé 1a protefna animal,
un abatimiento de los costos de produccién y de consumo y en cierta qg
dida un saneamiento de las economfas regionales. En el caSo de los
rumiantes se tratar! de aumentar ln,d!gestibilid&d de estds residuos

* celul8sicos que por 1o general contienen lignina. En la Tabla I-3, se

presentan los datos de 12 digontibilida¢ de oloynos forrajes que, se-




gdn el valor elevado o bajo, se clasifican en forraje de buena o mala

calidad.

" Los desperdicios azucarados (frutas) también son de gran interés y
pueden servir a los mismos fines con los mismos efectos. Hemos enfoca
do nuestra atencibn sobre los desperdicios de pl&tanc maduro. Tanto
en México como a nive! mundial los desperdicios de plitano acusan’una
cifra altisima. Es relevante notar que segin la IFAC (Institut Frangais

" deRecherches Fruitieres d'Outre-mer) por cada tonelada de pl&tano empa-

cada y exportada a los mercados internacionales de frutas, cerca de

750 Kg o sea las 3/4 partes se rechazan por ser inutilizables o bien

en exceso y que esa cifra representa el 10-20% de los desperdicios to

tales teniendo en cuenta los ocurridos en el campo durante la cosecha

y por circunstancias forguitis como las heladas y los huracanes. Des-

pués de la uva que presenta la mayor produccibn aﬁual total entre las

~ frutas con 32.9 millones de toneladas, viene el plitano con unos 20;5

millones de toneladas, Tuego las manzanas y los citricos en tercer'y

cuarto lugares con 14.7 y 13.8 millones de toneladas respectivamente

(Economist Intelligence Unit, 1954). Desgraciadamente no se dispone

de datos mfs recientes y en México. aunque no se cuentan con datos ofi

ciales, se estima que casi 1a mitad del volumen destinado al consumo

nacional se convierte en desperdicios.

Siendo muy fécilmente fermentable por la gran cantidad de azicares que
contiene, el plitano representa un sustrato adecuado para varios tipos
k  dn»fcnnentac16n y ¢) aprovechamiento de estos dciptrd!cios para produ-

cir alimentos animales baratos de alto nivel proteico constituye una
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solucidn viable al problema tan agudo de satisfacer los ’requerimien'-
~tos alimentarios actuales. £l objetivb de este trabajo es aprovechar
lka capacidad de unas bacterias de los tibicos para fijar el nitrdgeno
a fin de elevar el contenido de proteTna de desperdicios de.plltano

maduro entero via fermentacidn sélida.




TABLA I-1  VALOR ESTIMADO DE KG DE RESIDUOS OBTENIDOS POR
KG DE GRANO COSECHADO.

Cereales Resjduos Kg/Kg de grano
Trigo 1.0
Cebada - 1.5
Avena 2.0

Fuente: Anderson, 1977.

TABLA 1-2  VOLUMEN DE DESPERDICIOS AGRICOLAS MUNDIALES V_E“
EL CONTINENTE AMERICANO OBTENIDOS DE LA PRODUC-
CION DE CEREALES.

(X 1,000 toneTadas mltricas)

Forraje Mundial Continente Americano
Trigo 550,000 50,000
Cebada 40,000 5,000
Avena 50,000 8,000

Arroz 180,000 50,000

Fuente: Atcheson, 1976.




TABLA 1-3  VALOR DE LA DISPONIBILIDAD DE ALGUNOS FORRAJES.

Forrajes Digestibitidad 7
: (2 Materia seca)

Alfalfa (verde) 67

Fleo (verde) | ' 73

Paja de trigo a8 |

Bagazo ' 7 o 35

Paja de cebada 46

Fuente: Nutrition & Food Science Vol. 2:15'6}(1978).




I1. GENERALIDADES -

Dado que el objetivo.planteado fue el uso de subproduc;os agrfcolas en

la produccién de alimentos, se selecciono el plétano.

II.1 Los PLATANOS.

a) Clasificacidn.

- Los pl&tanos comestibles del mundo se pueden clasificar en dos series:

" 1a serie Australimusa y la serie Eumusa, que pertenecen a 1a familia
‘Musfceos. La serie Eumusa contiene la gran mayo:rfa_ de los plitanos
comestibles en tanto que la serie Australimusa produce une importante
fibra que es el abacd (M. textilis). Los plitanos Fe'i;;fepresentaﬁl‘
vos de la serie Australimusa, se distinguen de todos lqs demés plita-
nos cultivados por poseer racimos erectos y savia roja, la pulpa coﬁ-
tiene una proporcién de azidcar a almidén mucho mls baja que la de la

fruta de la serie Eumusa cuyo prototipo ei e1 "Gros Michel", -

‘b) Composicibn.

Los plétanos contienen un cbn_tenido elevado de agua (78-80%). En el ;
estado verde como genenlinénte se recolectan y se émp&cau. la materfa
seca consiste principalmende de almiddn (72%), ¢l cual al madurar la
fruta, se convierte en azdcares simples (ucardsa. glucosa y fructosa).

" E1 contenido de celulosa es bajo (3 a 41) y 1a mayor parte se encuen-

~ tra en la chscara. La ceniza es relativamente rice en potasio, magne-




sio, sodio y fésforo. La cantidad de grasa' es insigﬁiﬁcantc. Vefde
'o'maduro. el plttano tiene poca protefna (0.5-1.5) y es deficiente en,»
Visina y en amino&cidos que contienen azufre (2.3-2.9 9/16 gVN).‘ Ade-
mis, el pldtano contiene taninos que son 1igeramente polimerizados'en
1a fruta verde y por lo tanto inhibe la accién de las enzimas. En la
fruta madura hay mayor polimerizacidn. Se han encostrado once vitami

nas siendo las mas abundantes en 1a fruta la A, B, By y C.

c)‘ Valor Nutricional.

E1 pl&tano maduro es, en especial, un alimento azucarado de fécil digeg’
tién. A la pequeRa cantidad de almidén que la fruta madura contiene
se le ha estimado un 54-80% de digestibilidad en pruebas de nutricibn

con animales (Von Loesecke, 1950)*. Es una de las frutas mfs féciles

= de aslmihr y. en los a1 timos treinu afos, se le hl usado genenlmn- -

te como un elemento en la nutricién de las personls afecudas por di-’

versos trastornos intestinales. El mis espectacular de es_tos es, qui-'
'zls.v la enfermedad celiaca en los nifos, que se manifiesta como una
intolerancia a lo§ carbohidratos; sin eubirgo. esos mismos nifos di-

' gieren satisfactoriamente los plétanos y sé dice que una dieta de plé-
© tanos maduros 'hi salvado en miltiples ocasiones li vida de nios s’evr‘i‘_a_‘, ‘
mente .afecyta‘dovs. Se ha sugerido que 1a causa puede resfdir en las ani
“mas fendlicas de 1a fruta. EV valor caldrico se calcula aprbxiuﬁdan_q_ '

te en 1 cal/g. Los plétanos vianda por tener una carne 1igeramente -

. wis seca que Ya de los pldtanos fruta, poseen valores ‘caléricos misal

tos. um u pllwm fnm (s1 cada wno pon nloo als do too 9) pn—‘ﬁ-, P

'ﬂﬁﬁ o lamus. S|mds NN, l!“




3. .

porcionarin la energfa (2,400 calorfas diarias) que necesita un hombre
sedentario. Tal alimentacidn, por si sola, no serfa satisfactoria por
deficiencia de grasas y protefnas, pero podrfa equilibrarse tomando

micha leche. Conviene sefialar aquf que en Haitt‘se elabora un alimen-
to (tipo atole) considerado por los habitantes, como un regenerador,
un vitalizador y muy saludable. Se prepara a partir de plitano macho
verde entero molido y cocido al cual despuds de colar se la agrpgo.lo-

. che.

11,2 LAS FERMENTACIONES LACTICAS TRADICIONALES.

Entre los métodos tradicionales de elaboracidn y conservacién de los
alimentos, la fermpntacidn Juega un papel importante en el mundo ente-
ro. De los dos tipos predominantes, acética y l&ctica, 1a segunda ocg.
pa un interés extraordinario. No hay un sélo pafs o continente que no
tenga un alimento fermentado tfpico o mejor dicho nativo de carcter
1ctico. Muchos investidadores se han dedicado a la labof de descifrar
" los mecanismos a través de los cuales se 1leva a cabo ésta fermentacién
que en la mayorfa de los casos es esponténea y de comparar el valor nu

tritivo de estos productos.

Keith H. Steinkraus, Carl S. Pederson, Loi; F. Nelis y Ben J. Gavitt,
‘colaboraron en 1a edici6n de un Vibro titulado: “Handbook of Indigenous
Fermented Foods" en el cual presentaron las regiones en donde se elabo
ran dichos alimentos, la(s) materia(s) prima(s) vtilizada(s), los mi-
croorganismos rosponsahlcs‘dc 1a fermentacibn que se lleva a cabo, el
-ndo de prnparccidn.‘cl,ahllisis de los diversos alimentos, su valor

S
N
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nutritivo y toxicidad, etc.. En el simposio sobre alimentos indfgenos
fermentados (SIFF) que tuvo lugar en Bengkek, Tailandia en 1979 ¥ que
fua financiado por varias organjzaciones internacionales entre otras
1a FAQO y la UNESCO, y por varias empresas como la Nestlé Alimentaria,
10 Carnation Internacional y la Pfizer Co., se subrayo la urgente nece
| sidad de hacer entender a los gobiernos de los pafses en via de desarro
110 1a ventaja que podrfa representar la produccifn en gran escala, de
los alimentos indfgenos fermentados, o que habrf significado una so-
Juci6n al problema de la escasez de alimentos y del hambre en estas re
giones. En México se conocen varios tipos de alimentos fermentados in
dfgenos como son el pozol, el pulque, el tesgﬂino'y el tepiche elabora

do a partir de los tibicos.

. Las zoogleas, conocfdasken México con el nombre de tibicos, son vnas

masas gelatinosas, compactas de color blanﬁueciﬁo o amarillento, trans- -

ldcidos u opalescentes, atravesados irregularmente por vetas muy finas,
ﬁe forma irregular y de tamaﬂo variable, desde unos pocos ﬁiliﬁetros
rhlsta uno o dos centimetros, que s§ desarrollan en artfculos y frutos
de nopales (Opuntia spp.), en jugos de fruta como la pifia para obtener
Ta bebida conocida como tepache, o en agua azucarada con piloncillo o_‘
azdcar morena para obtener el vinagre de tibico, un iquido de olor
pénetrante. sabor fcido y color amarillento que dequés de filtrar la
beben ciertas personas con la intengidn‘de reducir de peso, de comba-
tir'la arteriosclerosis y de prevenir algunos au]és cardiacos. Estas
200gleas estén constitufdas por bacterias y levaduras que son las res-
" ponsables de 1a fermentacidn de los distintos sustratos donde se desa-
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rrollan. ;

Varios investigadores han estado estudiando los microorganismos encon-
trados en varios alimentos y bebidas mexicanos como por ejemplo el bql
que, el pozol, el tesgliino y el tepache. De especial interds es el
“trabajo de Taboada y coi..sobre Agrobacterium azotophilum, bacteria
fijadora de nitrégeno aislada del pozol, Lutz {1898)" fue el primer
investigador que estudid los microorganismos de tos tibicos y descri-
bié una especie nueva de bacteria a la que denominé Bacitlus mexicanus
y una especie, también nueva de la levadura a la que di6 el nombre de
Saccharomyces radaisii. Mascott y Terrés (1952)‘estudiaron dos espe-
cies de levaduras aisladas de los tibicos: Saccharomyces bayanus sacc.
| y Pichia membranae faciens Hansen. Ademis aislaron diversas cepas de
bacterias de los tibicos. Moreno y Dfaz (1932)" describieron someramen
te aldunos aspectos sobre 1a microbiologfa y el anflisis quimico de
los tibicos y registraron paré estos las bacterias Eocheaiéhia cold
-(ﬁigula). B. subtilis (Ehrenberg) Cohn. y Acetobacter peroxydans '
Visser y la levadura Saccharomyces cerevisiae Hansen (como S. ellipsod
 deus Hansen). Es notorio comentar que la especie S, cerevisiae pue&e
considerarse como 1a especie de levadura mis difundida en las bebidas
fermentadas autlctonas de México ya que se encuentra en el pozbl. en
el tegdﬁino (de mafz), en e) pulque y la tuba (de savia de plantas),

en el colonche (de jugo de tuna) y en el tepache.(Ulloa y Herrera, 1981).

El trabajo bacteriolfgico mfs reciente sobre los tibicos publicado en
abril de 1984, 1o desarrollaron Te6filo Herrera, Cora Salinas Ch, y
Scrgio Palacios Mayorga. Consisti6 el trabajo en el aislamiento de

TCTtado en:Estudfo de Pichia unubuan:clnc4¢no y Sacchnanuycno c4a¢v4o&ae. o

Ulloc M. y T. Herrera (1981).
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dos cepas (T, y Ts).que integran las zoogleas.. 1a caracterizacién bio-
quimica de las misn;s y su identificaciln como Klebsiella oxytoca
(Fllgge) Lautrop. Las cepas aisladas fueron capaces de crecer en me-
" -dios libres de nitrégeno, demostrando asf{ su capacidad para fijar el
nitrégeno atmosférico, 1a cual se verific6 por la técnica de la reduc-
cibn del acetileno. Comparando la actividad nitrogenfsica de las ce-.
" pas aisladas Ty y Ts y de la zooglea misma con la de las cepas de
Azotobacter sp, y Belferdnckia indica como testigos de bacterias de -
vida libre muy conocidas‘se registrd, én orden decreciente 1a siguien
te clasificacibn: m&xima actividad nitrogenisica para el Acetohacler
Jp.. en segundo Jugar la cepa T, de los tibicos, en tercer lugar, con
“una mfnima diferencia, 1a cepa Ts de los tibicos, en cuarto lugar 1a

cepa Beijeninckia indica y en qutnfp Tugar la zooglea original.

Caracterfsticas de las cepas:

<Bacilos de 2 a 3 yn de largo por 1 a 1.6 um de ancho, con extremos
redondeados - Gram negativos; con cpsula y con 'muc!lago abundante.
’M_robhs y anaerobias facultativas. La temperatura de crécipﬁiento
fluctda entre 15 y 37°C, siendo su Gptima entre 26 y 30°C, capaces de

crecer en una escala de pH de 4 a2 9.

I1.3 BACTERIAS moms w

Las bacterfas productous dc lcido llctico incluym Tas ospecics dc

. f‘ftacubaclllacu. e son bien conocidu como nicmmnims que con-

tuiuu m anmtos. Forman un grupp._hcnmcmoy se caracterizan
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bioquimicamente por su principal producto finpl: el dcido 14ctico. Son
cocos o bacilos Gram positivos, no forman esporas. Algunas son catala-
sas positivas, otras Fatalasas negativas. Todas las especies de ésta
familia son fermentadoras obligadas, es decir, obtienen energfa silo
de la fosforilacion a nivel de sustrato. Se agrupan en dos diyisiones
- homofermentativas y heterofermentativas. Esta divisidn se basa princi-
palmente en el porcentaje de los otros productos, que a parte del dci-
do 14ctico, se obtienen en la fermentaciéﬁ. En general las cepas de
Lactobacillacea ’que producen mis de 1.8 moles de dcido Y4ctico por
mol de glucosa, con cantidades mfnimas de &cido acético, etanol y CO,
se agrupan como las homofermentativas. Asf tenemos a los Diplococcus,
Streptococcus, Pediococcus, Lactobacillus y Microbacterium. Las h§mo-
fermentativas aparte de la g)uéosa fermentan también la fructosa, la
manosa, la galactosa y los disacaridos como 1a lactosa, 1a maltosa y

1a sacarosa.

Los microorganismqs que fermentan las hexosas con la produccidn de me-
nos de 1.8 moles de &cido 1&ctico por mol de glucosa y, en adicidn,
etanol, acetato, giicerol. manitol y C0O,, son 1lamados heterofermenta-
tivos. El principal grupo de estos microorganismos incluye a cepas
‘de Leuconostoc, algunas cepas de Lactobacillds. Tos Peptostreptococcos
anaerobicos y las especies aerébicas de Eubacterium, Catenabacterium. |
Rumibacterium y Bifidobacterium. En 1a reaccin global de 1a cnnver-

s16n de 1a glucosa a écido Véctico 1os heterofermentativos producen du-

rante 1a fermentacién 1 ml de ATP por mol de glucosa, laque representa 1a

'
/




mitad de 1a energfa producida por los homofermentativos.

El &cido Vdctico presenta dos formas Gpticamente activas; los 1someros'_‘

(=) y L(¢) y una forma racémica Gpticamente inactiva, la DL,

COOH fOO“
H-LOH HO-C-H
Hy CH,

- Acido l&ctico D(-) Acido 1dctico L(+)

El §cido 1dctico que se forma durante las femntaciones genenlunto

es de 1a forma DL.

Hasta ahora no se ha reportado ta utilizacién de cepas bacterianas en

1a tecnologfa de la fermentacifn s61ida con el objeto de enriquecer
proteinicamente desperdicios azucarados particularmente de plétano m-
duro entero, para su conversidn a alimentos enriquecidos para animlos.
restringuﬂdo el uso de esas a ia produccién de protelm unicelular "
cultivos sumergidos. A excepciﬂn del ensilaje, se ha utilizado de pre
'ferencia la pulpa y concretamente citaremos el trabajo'de Marfa del
“Carmen Wacher sobre el "Estudio de la utﬂiucidn de hongos termoffli-

. cos en q cnrtquociuim protaico de dnspcmclos do puips do plluno"

(".C- i Ulﬁ'lﬂ'. l”l)
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El ensilaje, cuyo éxito depende particullnmeqte de una ripida acidifi-
cacién 18ctica del medio que serd favorecida por la presencia de gran-
des cantidades de glGcidos solubles en el producto inicial, es princi-
palmente un medio de conservacién de los desperdicios de pldtano tan-
to verde como maduro, sea naturalmente o artificialmente en atmisfera
de acetileno, Aunque para el pl&tano maduro entero se ha observado |
un aumento del contenido de protefna de 5.3 a B.1, mientras qde para el
plétano verde el contenido se ha disminuido de 6.4 a 3.8, el ensilaje
cuyas caracterfsticas fundamentales son una buena compactaciéh y un
‘drenaje adecuado, no se le puede considerar como un buen método para
el enriquecimiento proteico del plitano maduro y en general se prefie-
re el ensilaje del plitand verde tanto por razones econémicas {pérdidas
de nutrientes) como nutricionales (concentracidn energética dei produc
‘to final). Los datos obtenidos por Le Dividich, Seve y Geoffrey,
1976, de 1a compbslcidn del plétano ensilado verde y maduro después de

1a estabilizacibn del ensilaje se presentan en la Tabla II.1.

. Un estudfo realizado pbr'J.c. Senez y colaboradores sobre e} enriqueci
miento de diferentes substratos almidonosos ha revelado que 1a fermen-
tacibn sbiida, ademds de las veniajas qde presenta sobre la obtencién
de protefna unicelular tradicional, e§ 1a mds adecuada pafa este pro-
'bdsito. Los materiales almidonosos como li yuca en las regiones tropi
cales y la papa en>regiones més templadas son de un notable interés

a causa de su gran productividad (rendihiento) por hectirea cultivada
. (40-60 toneladas), su excelente tesa de conversién a biomasa por un

" gran hﬁnnro de microorganismos de répido crecimiento principalmente




cepas de hongos filamentosos de los géneros Rhizopus, Neurospora,
Aspergillus y Mucor. E1 aumento del nivel de protefna de varios subs-
tratos almidonosos después de 30 horas de fermentacién s61ida por

AJpcAgllluA niger se presenta en la Tabla II-2,




TABLA 1I-1  DATOS DE LA COMPOSICION FISICA Y QUIMICA DEL PLATANO EN-
SILADO "VERDE Y MADURO.. '

Pldtano Ensi lado Plitano Ensilado

verde verde maduro maduro
Composicidn fisica ---=w--- mewmae Porcentaje de materia Seca ===e--semeee
Cascara 20 18
Pulpa 80 82
Composicin_quimica ---e--=ve---- smemee LT F— mmemmmemeens |
Materia seca | 21.2 29.0 21.7 23.5
Fibra cruda 3.7 5.3 3.8 6.1
Protefna ' 6.4 3.8 5.3 ¢ 8.1
Azlicares solubles en ’ _
alcohol a 80°G.L. ’ 1.8 0 13.6 17.3
Almidén 72.3 ~70.9 KN} 6.8
Cenizas &6 3.8 5.2 5.7
pH : 4.2 K-
Acido Vdctico (g/% m.s.) 5.3 - 10.1
Acidez volatil : o
(g CH COOH/100 g m.s.) s - 30
Etanol , 0.2 ' 2.3
Pérdidas como porcentaje : 13.5 : 33.9

de materia seca ensilada

(Le Dividish y col. 1976).



TABLA 11-2 ENRIQQECIM!ENTO PROTEICO DE SUSTRATOS ALMIDONOSOS POR -
FERMENTACION SOLIDA CON Aspergiltus nigex.
J.C. Senez y col.(1980).

Composicibn inicial . Composicitn final

PRODUCTO (% materia seca) (% materia seca)
Protefna | Carbohidratos Protefna | Carbohidratos

Yuca 2.5 90 18 30
P1&tano 6.4 80 20 ’ 25
‘d’ﬁsgf;‘t’:w‘ 6.5 72 7 3
Papa - 8.0 .90 20 35
;':’g:;‘.’"“" 5.0 65 18 28




[11. MATERIALES Y METODOS.

1.1 CEPAS BACTERIANAS,

Las cepas bacterianas fijadoras de nitrégeno Ty, Ty ¥ Te, con las cua-
les se prepararon Tos cultivos utilizados en el presente trabajo, fue-
ron proporcionados por el Dr. Herreray iaMenC.Ma. Cora Salinas quie-
nes las aislaron de las zoogleas de tibicos en el Departamento de Mico |
logfa del Instituto de Biologfa Celular (U.N.A.M.). Las recibimos sem
bradas por separado en medio sQHdo Lipman en tres cajas de petri debj
damente marcados. Se denominaban as{ porque todavis no estaban plena-

mente jdentificadas.

1.2 MEDIOS DE CULTIVO,

E) medio de cultivo basal empleado en este trabajo ha sido e_i medio
Lipman aT cual se e han hecho algunas modiﬂcacionei. segdn el ob-

jetivo de cada experimento.

111,21 COWOSICION Y PREPARACION DEL MEDIO LIQUIDO LIPMAN,

Se pesan las siguientes cantidades para las difcr"cntcs susuncllg':

K,HPO, 14
KH, PO, 0.4 9
MS0,THO  0.29

/el 0.0
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‘NaMoO, 0.002 g
FeCl, 0.01 g
Sacarosa 10 g

" NaHCO, 19

Luego se disuelven en 1000 m] de agua destilada y antes de esterilij-

zar el medio se ajusta el pH a 6.8-7.

[11.2,2 MODIFICACIONES AL MEDIO LIPMAN,

Las modificaciones al medio basal Lipman consistieron.en:

1.- Utilizar otras fuentes de carbono como 1a glucosa, el fosfato de
celulosa y el almidén en 1a misma concentracidn que la de la fuen-

te de carbono original (Experimento 1, Seccibn IV).

2.~ a) Suplementarlo con 1 g/t de las siguientes susfancia;:
(NH.).S0,, NH,C1, peptona de soya y extracto de levadurs.
b) Sustituir el NaHCO, por el CaSO, y el Ca(OH),.
¢) Incrementar Ya concentracidn de KH,PO, 4 0.8 g/L y de NlHoO.
5y 10 ppm (Experimento 2, Seccin ).

3. En una ocasidn se emplearon 5 gllvtadto de {NH,);S0, como de ex-
| tracto de levadura (Experimento 3, Secciln ).

4;- a) Se adiciond a) medio Lipman suplcuintido con 1 g/L de (NH,),S0,



o *Yitamin Diet Fortificatfon Mixture; eliborado-por ICN Pharmaceuticals,
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una mezcla vita@fnica* que fue proporcionada por la M. en c} A
Sotelo (Departamento de Farmacia y Productos Naturales, D.E.Pg.
Facultad de Quimica, UNAM). (Experimento 4, Seccién IV).

b) Finalmente en el medio Lipman, suplementado con 1 g/£ de (NHy)2S0.,
se utilizaron diferentes concentraciones de sacarosa 5, 10, 15y

20 g/£’ (Experimento 5, Seccidén IV).

[11,2,3 PREPARACION DE LOS MEDIOS DE FERMENTACION CON EL PLATANO,

Los desperdicios de pl&tano sobremaduro (tipo Tabasco) fueron propor-

cionados por la tienda comercial Aurrera-TaxqueMa de la Ciudad.

Enteros, sin fisura en la cdscara, los plitanos se debositaban en una
soluci6n de detergente durante aproxim&damente una hora cbn el objetq
de eliminar 1o mejor posible las contaminaciones sufridas durante su
manejo anterior; después se les ejuagaba muy bien con agua de la 1la-
ve y por medio de un trapo limpio se les secaba. Repartidos sobrg

la superficie limpia de una mesa se cortaban, se m&chacaban en peque-.
fos trozos y se molfan en un molino eléctrico del tipo que se usa pa-
ra moler ca}ne. La masa se recogfa en vasos de licuadora para conver-
tirla en un puré. 'En algunos casos se suplementaba la uuSa»con las s
sales mineriles de] medio Lipman y en otros se adicfonaba adenSs el R

‘suifato de amonio. : , fo

En frascos de alimento infantil debidamente marcados, se depositaban

85 g de 1a preparacién o medio correspondiente, se tapahbn con hule

Inc. Life Sciences Grouwp, Cleveland, Ohfo, U.S.A.
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espuma sujetdndola por mgdio de una liga. La tapa fue cubierta con
papel aluminio y se.incubaban los frascos 0.28°C durante 13 dfas, En
Ta Tabla III-1 se presenta la composicibn de los diferentes medios de
plétano. -

111.3 CONDICIONES DE CULTIVO,

111.3.1 PRUEBA DE VIABILIDAD PARA LAS CEPAS DE TIBICOS.

’ vconimaasa estéril en condiciones asépticas se pasaban colonias de ce-
pa original avtres pequefios tubos'de ensayo esterilizados con 10 m) :
de agua destilada en cada hno hasta obtener después de agitarlos muy
_ bien, una turbidez correspondiente a una densidad Sptica de 0.1-0.15.
La suspensjdn resultante se adicionaba a 50 ml de medio Lipman conte-
vnidog en un matraz de 125 ml previamente esterilizados. Los tres ma | ,
traces se incubaron a 28°C durante 10 dfas, }El desarrollo de las ce-
pas se ielacionaba con lTa turbidez que los cultivos iban pfesentandoﬂ.
Al dfa 10 se hizo un frotis de las cepas originales y de k—,s— d'ifc.re'n-v
tes cultivos. La comparacién al ﬁicroscbpio de los respectivos frotis ‘ ‘
: ipemitié saber que las cepas se mantuvieron estables mrfoléglcmnte
hablando. Los cultivos se guardaban‘ en refrigeracidn y fueron renova

dos una vez al mes.

111.3.2 " INoCULACION DE LOS MEDIOS,

| s. ‘u:tmzq como indculo al ndjo basal Lipman con una dctomlnida cepa
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en pleno crecimiento cuyo valor de D.0. era de 0.7-0.8,

Después de prepararse, 1os medios fueron esterilizados en el autocla-

ve a 120°C a una presifn de 12 Kg/cm? durante 15 min. Al dfa siguien
te, en condiciones asépticas se adicionaban 10|ml del in6culo corres-
pondiente a 100 m) de medios contenidos en matraces de 250 ml; se mez-
claba muy bien y se tomaban 5 ml de muestra para leer la densidad épti
ca correspondiente al dfa 0; Ala flama del‘Mechero se tapabhn los .
matraces y después se les ponfa en incubacién en la estufa a 28°C. Pa
ra 1a inoculacién del medio de pl&tano se utilizaban 100 ml de indculo
por 700 g de medio, excepto el experimento 8 Seccién 1V en donde 1a ino-

culacidn se hizo empleando un concentrado de células*.

1114 ToMA DE MESTRAS.
I5.4.1 MEDIOS LIQUIDOS,

Las muestras sé_tomaban por. duplicado. De cada matrai por ﬁedio de

" una jeringa y de micfopipetas préviamente gsteriliiadas y en condicio
nes asépticas.'se tomaban cada vez, después de agitar muy bien, 5 ml
de medio que se ponfan en unos pequefios frascos. Enseguida éontra
un respectivo blanco se les lefa 1a densidad Gptica a una longitud
de onda de 500 ym. Las muestras se tomaban los dfas especificados en

1a columna (dfcs de incubacifn) de las diferentes tablas,

* £1 inSculo (D.0.de 0.7-0.8) fue repartido en 4 tubos de centrifuga-

- ci6n con 50 m) en cada uno Vlevandose 1a operacitn a 5000 rpm duran-

~ te 40.minutos. Se tiraba el sobrensdante (40 ml/tubo) y se recolec-
f,»j:;gag,ios 10 m) residuales de cada tubo para inocular el plftano
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111,4.2 Mepio DE PLATANO,

Para cada medio (Tabla II1.2) se tenfan 11 frascos, dos correspon&iendo‘
al dfa 0. Llos dfas 5, 9 y 13 se retiraban ai azar 3 matraces a los cua
les se ponfa la fecha del dfa correspondiente y se guardaban el menor
tiempo posible en congelacifn. Para hacer la detemminacitn ﬁe prdtéi-
na se secaba a 85°C durante dos dfas 1a mitad del contenido de un fras
co, luego se pulverizaba en un "mixer" la muestra seca, se tomaba por '
duplicado‘Q.l g para el microkjeldhal guardandose el resto en una

: pequeia bolsa de plistico etiquetadi con el nombre y la fecha de li

: pbeparac(ﬁn correspondiente. De 1a otra mitad del frasco se prepara-

| ban las muestras para 1a determinacibn de las clracter(sticas hioqui—
micas (pH, AGv.s. otanol. lcido I(ctico)




TABLA III-1  PREPARACION DE LOS DIFERENTES MEDIOS DE PLATANO.

Hzotsti -

SoTucidn de sa-

InSculo T de

Medio | Platano (3) | 724" (nl) l?; mr:’i‘m(a;ﬂes | ?:51‘;:‘;350(9) Esteril{zacién (Z’oc;g(l)e;s I(Jm?L. |
1 700 300 - . - .

2 700 - 300 . - .

3 700 - 200 . - 100

’ 700 . 300 1 .- .

5 | 700 . 200 1 - 100

6 700 200 - . st 100

7 | .70 - 200 - st 100

8 700 . 200 1 st 100

Para cada medio se tenian 11 frascos de alimento infantil con 85g en cada uno.




26.

15 Wﬂf&;

IL.5.1 PH,

Se realiz6 instrumentalmente en un medidor de pH (Sargent-Welch, Modelo
LSX) con electrodo de vidrio. Se ponfan 2 g de muestra himeda en 10 ml

de agua destilada agitando meclnicamente,

111.5.2 DENSIDAD OPTICA.

Se determinaba en un espectrofotSmetro Baush l Lomb a una lohgitt}d de
onda de 500 ym utilizando para cada problema el blanco correspondien-
te.

[11,5.3 PROTEINA {METODO DE MICROKJELDAHL).

El principio de este método consiste en que al ser oxidadas las pro-
tefnas y demis materias orgdnicas por el dcido sulfdarico, el nitrdgeno
presénte es convertido a sulfato de amonio. Al hacer reaccionar esta
soluciSn con una base fuerte se desprende amoniaco que se destila y se
recibe en un volumen conocido de cido bdrico. Por titulacibn del fci
do no neutralizado se calcula la cantidad de amoniaco despfe'ndido y
‘asf 1a cantidad de nitrSgeno de la muestra. El poréentajé de nitrége-
no mul tiplicado por @) factor 6.25,nos da el porcentaje de .proteims ’
V(AMC).

_Para 1a deterwinacidn de protefna en las suestras de platano se pesé
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0.1 g de muestra seca en papel glassine y se colocd en un matraz de
microkjeldhal. A continuacifn se afadieron 2 ml de mezcla digestora
(300 ml de &cido sulfidrico, 100 m} de &cido fosfdfico. 3 g de sulfato
de cobre y 3 g de dioxido de selenio). Se calenté hasta la total des-
trugcién de la materia orgdnica, o sea hasta que el contenido del .ma-
traz fuera completamente claro y no presentara residuos negros de pro-
tefna org&niﬁa. Después de haberse enfriado el matraz de digestidn el
residuo se disolvi§ en la menor cantidad de agua posible (5a 10 ml) y

se paso al aparato de destilacidn.

A la salida del destilador se colocé un vaso de precipitado con 15m
de §cido brico al 4% y 2 gotas del indicador. Este indicador se pre-
paré mezclando dos partes de una.SOIUCiﬁn de rojo de metilo al 0.2% |
con una parte de solucidn alcoh8lica de azul de metileno al 0.2%. |

Al iniciarse la ebullicién en el aparato de destilacidn. se afadieron .
lenéamente (gota a gota) 20 m! de hidréxido de sodio 1:1 al aparato de
destilacibn, empezando entonces la destilacién hasta obtener 50 mlfde '
destilado. Se retird el vaso del aparato de edestilacién y se tituld
con §c1dd clorthrico 0.1 N hasta 1a aparicifn del color rosa claro.
Sé determinq un blanco con un pedazo de papel igual al que se usQ para
1a muestra. E1 contenido de nttr#geno en la mezcla se calcula entonces
utilizando la siguiente ermula:

g e (M HCT problema - ml K1 blanco) X N HCY X 0.014
X 100

g Muestra

E1 contenido de protefna se calcula entonces:



. Proteiﬁa =¥ NXG6.25

111.5.4 DIGESTIBILIDAD 4in vitro,

La determinacidn de la digestibilidad .in vitro se hizo segin el métod&
devSaunders y col, Se pesabén 250 mg de muestra a los cuqles se agre-
gaban 15 ml de HC 0.1 N con 1,5 mg de pepsina de actividadrizlo.ooo.
Se incubaban a 37°C durante 3 horas agitando de vez en cuando. 'Des-
pués se neutralizé con NaOH 0.5 N. Una vez a pH neutro, se adiciona-
bln'Z.S ml de una solucién buffer de fosfatos 0.02 M, pH 8.0 que conte '
hfan{4rmg de bancrectinarporciha grado 11. Se dejaba otras 24 horas -
a 37°C agitando de vez en cdando al término de las cualgs se filtraba"
' la'muestrl lavando 3 veces con agua destilada caliente el s8lido que

se iccaba durante 1 hora a 85°C. _Se le determind su contenido de pro- :

tefui (% de protefna retenida) de acuerdo a la Seccién I11.5.3.

‘ . (% protefna de 1a muestra - % proteina
% de digestibilidad=. " retenida) , "y 00

- % Protefna de.la muestra

111.5.5 ACIDOS GRASOS VOLATILES (AGV'S) ACIDO LACTICO Y ETAMOL,

Se realiz6 por cromatograffa de jasas en un Cromatdgrafo Porkih‘!lntr;"

mlundo una columa Cromsorb W 80/100 Tmn 80,

.P_rsur.-s.i.;la_d_-_wms mbl--
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l.'Para‘AGV's. etanol,

Se hacfa una dilucién con 5 g de muestra himeda en 50 ml de agua des-
tilada estéril. Se adicionaban 5 ml de mezcla &cida (0.6 ml de &cido
fosf6rico y 4cido férmico al 25% en una relaci6n de 3:1 en volumen.
Luego se centrifugaba a 5 000 rpm durante media hora. E} sobrenadante

se guardaba en pequefios frascos de 6 ml.

2. Para &cido lictico (esterificacién).

Se tomaba 1 ml del sobrenadante y se le agregaban 0.6 ml de stbu
(1:1 vol) con 3 m! de metanol, Se mezclaba perfectamente bien y se
incubaba a 55°C por una hora. Después de enfriarse, se agregaba 1 ml
de agua destilada (para disolver 1mpureza§) con 2 ml volumétricos de

cloroformo (para solubilizar el ester del §cido léctico).

Preparacifn de las soluciones esténdar

Solucibn estdndar de AGV's etanol.

Se medfan 1 ml de etanol, 1 ml de &cido acético, 1 ml de &cido propidni
c0, 1 m) de &cido butfrico y se 1levaban a 100 ml con agua.

Sotucin estfndar de &cido Vdctico.

Se tomaban 1.5 m! de cido Véctico que se 1levaban a 100 ml con agua.

Después se hacfa la esterificacién igual que con el problema.

Para la deterwminaciOn se inyectaba primero la solnctqﬁ esténdar corrgg'



pondiente y luego eI problema (3 yl por triplicado).
Los c&lculos se efectuaron obteniendo un factor para cada componente
de los estdndares

Factor. - = 3.del componente en 1a solucidn esténdar
Comp Area obtenida

Este factor se multiplicaba por el &rea obtenida para este componente
en el problema. E] resultado obtenido se multiplicaba a su vez por
un factor de correccifn obtenido de las diluciones efectuadas en la

preparacién de la muestra bara as{ obtener la concentracifn én g/t.
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IV. EXPERIMENTOS Y RESULTADOS.

EXPERIMENTO 1 |
EFECTO DE LA FUENTE DE CARBONQ SOBRE EL DESARROLLO DE LAS CEPAS PROVE-
NIENTES DE LOS "TIBICOS".

En estudios previos realizados por Teofilo Herrera, Cora Salinas y Ser-
. glo Palacios, en el Instituto de Biologfa (UNAM) con las cepas bacteria
nas‘ Tis To ¥y Ts, se habfa comprobado su capacidad de fijar el nitrégeno .
atmosférico (crecimiento en medio Lipman) y asimismo de utilizar varias
fuenies de carbono, entre otras lag'de facil asimilacién, como la
sacarosa, la glucosa, la fructosa, la lactosa y el almidin. De ahf sur
gi6 1a idea de emplear estas cepas para enriquecer por fermentacibn s6-
" 14da, el contenido de protefna de los desperdicios de plétano maduro,
_compuestos pfincipllmentg por sacarosa, glucosa, celulosa y atmidén.
Por ello se decidi6 inicialmente comparar la capacidad de estas cepas

Ipau asimilar estos carbohidratos.

Se efectud el experimento por duplicado tanto a 28°C como a 35°C para.
1nvestfgar si habfa cierta influencia de esta variable en el crecimien
to de estas cepas en los diferentes medios midiéndoles. 1a variacibn de
1a densidad 6ptica (0.0.). Los medios fueron preparados como se indicl
en la Seccién 111.2.2,

De los datos de 1a Tabla IV-1 con representacién gréfica en la Figura
lV,_-I blrn lacepa Ty, se destace e qu cepa degrads hjqr la sacaro-
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sa alcanzéndose el miximo valor de D,0. de 1.0 a 28°C a los § dfa;

de incubacibn. A 35°C, la degradacién fue pobre, el vilor max imo

_de D.0. siendo de 0.52 a los 4 dfas y de 0.51 a los 5 dfas. E) al-
mid6én, en términos del desarrollo alcanzado por la cepa T, se encuen-
tra en segundo lugar con un valor de D.0. méximo de 0.9 a 28°C a los
15 dfas mientras que a 35°C el valor md&ximo fue de 0.52 a los 13 dfas.
Para el fosfato de celulova y pars 1a glucesa, la situacién fue invers
sa; a 35°C se obtuvieron Jos valores miximos de D.0. Con el fosfato
de celulosa, a los 15 dfas el valor mdximo fue de 0.75 mientras que

a 28°C el valor de D.0. miximo era de 0.58 a los 4 dfas. Con la gluco
sa, a las dos temperaturas, se alcanzaba un mismo valor de D.0. méximo
de 0.75 s6lo0 que a 35°C este valor se obtuvo al segundo dfa de incubg-

‘cibn mientrés que a 28°C fue en el Gltimo dfa.

Los datos de la Tabla IV-2 con flustracién gr&fica en la Figura IV-2
'corresponden a‘la cepa T, que también degrada mejor 1a sacarosa encon-
tréndose en éste medio el méximo valor de D.0. de 1.25 a 28°C a los 13’,
dfas. El valor miximo a 35°C fue de 0.80 a Tos 7 dfas mientras que en
Este mismo dfa a 28°C se registré un valor de D.0. de 1.2. Pars Ta glg.
cosa el valor de D.0. méximo fue de 1.2 a 28°C a los 13 dfas y de.0.82
a 35°C el mismo dfa por lo que representa 1a segunda fuente de carbono
més utilizada. Con el fosfato de celulosa a 35°C se alcanz8 un valor
. wiximo de D.0. de 0,76 a los 13 dfas mientras que a 28°C el valor méxi-
“mo fue de 0.64 & los 11 dfas. Finalmente se registrd una pobre degra-
. daciGn del almiddn tanto a 28°C como & 35°C. En ¢ primer coso, el ve-
Tor miximo de 0.0. fue de 0.46 a los 15 dfas mientras §9' en el segun-
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do caso este valor era de 0.33 a los 11 dfas.

La cepa Te¢, seglin los datos de la Tabla IV-3 graficados en 1a Figura

IV-3, presentd una baja capacidad de crecer en estos medios tanto a

© 28°C como a 35°C. Con la sacarosa el valor méximo de 0.0. fue de 0.50

a 28°C a los 11 dfas y de 0.99 a 35°§ a los 2 dfas. Con la glucosa la
situacidn fue igual, a 28°C el valor miximo de D.0. siendo de 0.46 a

los 7 dfas y de 0.10 a 35°C a los 5 dfas. Con el fosfato de celulosa

" a 28°C el valor de D.0. miximo fue de 0.54 a los 13 dfas y de 0.36 a

35°C'a los 7 dfas. Con el almidén a 28°C el valor de D.0. ménimo fue
de 0.42 a los 7 dfas y de 0,17 a los 5 dfas a 35°C.

En conclusibn, se puede decir que las.tres cepas degradan de manera di
ferente estas fuentes de carbono, que 1a températura dé incubacién re-
sultd presentar un efecto sobre el desarrollo de ellas y que las cepas
T, y T, poseen una mayof capicidad para asimilar éstos iustratos. de
preferencia la sacarosa a 28°C. La cepa T¢ por ser 1a menos activa,

fue descartada para los experimentos posteriores.
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EXPERIMENTO 2,

EFECTO DE LAS MODIFICACIONES DEL MEDIO DE CULTIVO LIPMAN SOBRE EL DE-
SARROLLO DE LAS CEPAS T, Y T, A 28°C,

Con este experimento se plante§ la posibilidad de lograr un mayor de-
sarrollo de las cepas Ty y T, modificando el medio basal Lipman ya que
para estas cepas en este medio a 28°C, se alcanzd el mdximo valor de

D.0. que fue de 1 y de 1,25 respectivamente (Figuras IV-1y [V-2),

Se éonsiderG suplementar el medio Lipman {control) con fuentes de nitfg
geno inorgdnico como (NH,)250, y NH,CT y con una orgdnica como la pep-
tona de soya, pensando que estas sustancias nitrogenadas podrfan acti-
var ain m&s el desarrollo de estas cepas. E1 extracto de levadura, co
~mo suplemento, fue utilizado principalmente como fuente de vitaminas -
| para poder observar su eventual necesidad. Por otra parte, se susti-
tuyé el NaHCO, por el Ca(OH), en un caso y por el CaSO, en otro, ya
que se supone que el calcio favorece la fijacibn del nitrégeno en las
bacterias del pozol (sugerencias del Dr. Hermilo Leal L.). Finalmen-
te, se decidi6 incrementar la concentracidn de NcMoO.‘a 5y 10 ppm ya
que se sabe que ciertas bac;erias fijadoras de nitr6geno requieren de

este elemento*. La concentracién de KH,PO, se aumentd a 0.8 g/L.

Por 1a importancia que tiene el fosfato en l1a nutricidn microbiana. se
supuso que una mayor disponibilidad contribuirfa a que el desarrollo

de las cepas mejorase.

Los medios fueron preparados como 58 describis en Ta Seccin 111-2.2,

————— :

~* Singh ., Kumar V. 1979,
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efectudndose ei expsrimento por duplicado para cada cepa.

Los datos obtenidos para la cepa T, se encuentran en la Tabla V-4

y la representacién gr&fica en la Figura IV-4. Una comparacidn de

fos valores miximos de D.0. de los diferentes medios con el del con-
trol permite ver que en‘los medios en donde el NaHCO, fue sustitufdo .
por las sales de calcio y en donde se incrementé la concentracibn del
NaMoO, y del KH,PO, la cepa acusd un desarrollo notablemente inferior.
' En el caso del Ca(OH), el D.0. méximo fue de 0.72 a Vos 5 dfas, para
el CaS0, fue de 0.46 a los 3 dfas, para el NaMoO, (5 ppm) fue de 0.58
a los 5 dfas y de 0.75 a los 9 dfas para el NaMoO, (10 ppm); para el
KH,PO, fue de 0.6 a los 5 dfas por un valor de D.0. de 0.68-1 para

el controlya los dfas 3-5. Con ]as suplementacfones nitrogenadas y
con el extracto de levadura el efecto fue positivo. En los 4 medios
se alcanzé un valoi'miximo de D.0. superior al del control que‘fhe

de 1,152 los 7 diis. Para el (NH.),SO. el valor ﬁiximo dé D.O.‘fue
de 1.5 alosh dias siendo en el mismo dfas de 1.45 para el NH~Cl‘y de
1.2 para la peptona de soya. Con el extracto de levadura se alcanzé
el vg!or de 0.0. mlximo un poco antes dé 1.4 a Yos 3 dfas aunque en es
te mismo dfa con el (NH,),S0, se alcanzaba un valor de D.0. superior

de 1.45.

" A 1a luz de estos resultados se pudo concluir que la suplementicibn
del medio Lipman con el (NH,).SO\favorecié con mayor intensidad el
desarrollo de 1a cepa T..

En 1a tabla IV-5 presentamos los datos obtenidos pera 1a cepa T,. La

L



re'présentacién grifica corresponde a la Figura IV-5. Al comparar los
valores de D.0. méximos de los diferentes meciios con el del medio con
trol, se observa que con la supleméntacién con (NH,)250, y NH,Cl1 y con
la Sustitucién de NéHCO, por el Ca(OH), se pudo rebasar el valor maxi-
mo de D.0. del control que fue de 1.2 a los 5 dfas. En el caso del
(NH,):S0, el valor méximo de D.0. fue de 1.5 a los 3 dfas, para el
NH,C1 fue de 1.4 a los 5 dfas y pari el Ca(OH), de 1.3 en el mismo dfa.
El incremento de concentracidn en el NaMoO, (5 y 10 ppm) y en el KH,PO,
(0.8 g/£) no tuvo ningﬁn efecto sobre el desarrollo de 1a cepa T, al-
canzéndose en estos medios el mismo valor de D.0. miximo que en el con
tro) de 1.2 a los. 5 dfas. Con el extracto de levadura, la situacitn
fué igual s6lo que el valor méximo de 1.2 de D.0. sve alcanz§ 2 dfas
ahteriores. al dfa 3. Efectos negativos se encontraron con 18 suple-
mentacin con la peptona de soya y por la sustitucién de) NaHCO, por
el CaSO... (3] crecimiénto de h‘cepa en estos medios fue inferior al
crecimiento en el medio control 'obteniéndosc un valor inlximo dé D.0.

de 0.9 a los 3 dfas para Na peptdni de soyi y de 0.8 para el CaSO,

s los 5 dfas.

En consecuencia, 1a suplementacifn con (NHy );S0, por permitirle a la
cepa T, alcanzar su crecimiento miximo en @) menor tiempo fue la mis

adecuada.

_Para las dos cepas; Tal,ylaT, la §ublmntac16n del med'io'liqui-

do Lipman con (NHy )20, resultd en ‘el mayor crecimiento c,on‘:;un valor

de D.0. de 1.5 para ambas. A causa de dsta similitid y debidoaquelos

t_r;bnjbz pare ‘Tograr su plem iﬁnt}ﬂcﬁci@n estaban ya m inﬁ;des.




.,

“se decidi6 seguir utilizando a cepa T, para Jos siguientes experi-
mentos . '




EXPERIMENTO 3,

EFECTO DE MAYORES NIVELES DE SUPLEMENTACION.

Se decidi6 a continuacion determinar el efecto de mayores niveles de
suplementacién en el medio Lipman sobre el desarrollo de la cepa T,.
Se empled ahora una concentracién de 5 g/L tanto de sulfato de amonio
como de extracto de levadura ya que con } g/€ de ambos se pudo alcan-
zar en el eXperimentovprevio un valor de D.0.méximo de 1.5 y 1.4 res-'
pectivamente (Figura IV-4). El experimento fue 1levado a cabo por du

plicado a 28°C.

Los diferentes resultados se presentan.en la Tabla IV-6. Al1f se ob-
serva que en el caso de (NH,).S0,, a los 6 dfas se alcanzé el valor
ndximo de D.0. para las dos concentraciones con un valor de 1.5 para
1a concentraci6n de 1 g/l y dé 1.4 para 1a concentraciﬁn de 5 g/L.

En el caso del extracto de levadura la situacidn fue diferente. Con
1a concentracién de 5 g/l se 1leg6 a los 5 dfas a un valor méximo de
D.0. de 1.5 mientras que con 1a concentracién de 1 g/¢ el valor de

D.0. miximo fue de 1.4 a los 6 dfas.

Asf, el aumentar la concentracién de estos suplementos no proporciq-
naba ningin beneficio en el crecimiento de la cepa T, en medio 1fqui-
do Lipman, El @6x1mo valor de D.0. de 1.5 obtenido con 1 g/L de
(NH, ), 50, no se pudo superar, y por lo tanto, se decidié utilizar

este nivel de ;uplenontacion para Tos pf@ximos experimen;os.
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EFECTO DE LA SUPLEMENTACION CON VITAMINAS SOBRE EL DESARROLLO DE LA
CEPA T.. ’

Se pensé que la adicion de vitaminas al medio 11quido Lipman suplemen

tado con 1 g/¢ de (NH,),S0, podrfa ocasionar un incremento en el desa

- rrolio de la cepa T, partiendo del hecho de que con el (NH,).S0, y

el extracto de levadura se encontraron valores miximos de D.0., supe-

riores al control. El experimento se hizo durante 8 dfas a 28°C.

Los resultados presentados en 1a Tabla IV-7 revelan que sin y con vi-
taminas el crecimiento de la cepa fue similar. El valor miximo de

D.0. fue en ambos casos de 1.5, el cual se obtuvo a los 5 dfas.
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EXPERIMENTO 5., . | :
EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SACAROSA.

Ya que la inoculacifn del medio de platano con la cepa T, se iba a

efectuar en forma 1fquida 1o que provocaba una dilucion del medio y
por 1o tanto la disminucién de 1a concentracidn inicial de sacarosa
(15-20%), se decidib estudiar el efecto de menores concentraciones

de sacarosa sobre el desarrollo de la cepa T, a 28°C. Para ello, se
probaron concentraciones de 5, 10, 15 y 20 g/¢ de sacarosa utilizan-
do las sales minerales del medio 1ipman y 1 g/L de (Nﬂs)zso.(Secc16n
111.4.2). Los.medids fueron inoculados obviamente con la éepa Te y

puestos en incubacifn a 28°C durpnte 8 dfas,

. De los valores miximos de D.0. para los diferentes medios, se obser-
va en la Tabla Xv-a'que con el niyel de saéarosa de 10 g/¢ se alcan-
2a otra vez el valor de D.0. méximo de 1.5. Con la concentraci6n de
5 g/¢ el valor de D.O. nﬁximo que se obtiene es de 1.4. Para ias
concentraciones de sacarosa superiores a 10 g/¢ el .valor mlxino de
D.0. disminuye siendo de 1.2 para la concentracid_n de 15 g/L y de
1.15 para Ta de 20 g/L. Es de notar que los valores ml_x‘ims de 0.0.

se alcanzaban ¢ mismo dfa para todos los medios, el dfa 6.
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- EXPERIMENTO 6.

SELECCION DE LA METODOLOGIA PARA LA FERMENTACION DEL PLATANO MADURO.

Una vez escogido el material de trabajo, los desperdicios de pl&tano
maduro, el segundo paso consistié en determinar cual de las dos for-
mas, a saber la pulpa o la furta entera, se prestaba hejor como sus-
trato para una fermentacién sélida. Para elfo se reilizaron unos |

experimentos' que detallamos a continuacién.

6.a. Fermentacidn esponténea de la pulpa.

El primer estudio que se realizé fue el de fermentar esponténeamen-
te 1a pulpa de plétano. Lla fermentacién esponténea de un medio se de-
fine como aquella en la cual s6lo interviene la microflora natural del

Gl1timo; otra terminologfa similar es la fermentacibn natural.

Por medio de una licuadora la pulpa de plitano fue homogenizada repar-
tiéndola enseguida en frascos de alimento infantil de 60 ml en cada .
uno de tal manera que estuvieron. medio Ylenos. Los frascos se tapa- ’
ron con un tap6n metélico, incubando unos a 21.3°C‘)" dejando otros a

li tenperaturi ambiente. E pH inicial de la pulpa de plétano fue de .

5.6. Se observd durante 1a fermentacidn la evolucidn del olor, 1a

’fomcld_n de pstr&t&s ° capa's' y se midi6 el pH d‘c‘l‘ﬁc;di:o.y ‘bosbuls""
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de 24 hbras de fermentaci6n'se encontré 1o siguiente para ambas con- :

-diciones de incubacidn:

1.- En los frascos medio 11enos hubo estratificacién de la masa, es.
decir, se formaron dos capas, una sdlida miy porosa arriba y
otra 1fquida abajo. Ademfs 1a masa en fermentacifn tendfa a

~derramarse por el borde del frasco.
"2.-4§n los frascos 1lenos completamente, la p@rdida de masa por de-

: rramamientb fue mucho mayor y al abrir los frascos se produjo

lk%‘ una‘broyeccidn provocada por la acumulaci@n excesiva de CO,.

"Bl fuerte olor a dcido y un pH de 4.5 con produccibn de gas en am-

- bos casos, revelaron que la’fermnntlciQn’fue,ﬁuy répida. E epleo

~ de tap6n met(lico no fhe conveniente ya que el C0z que se produce
: debe eliminarse y para tal efecto parecis ideal el'uso de tapones
" de hule espuma. E1 experimento fue repetido con los frascos tapa-

" dos #sta vez con hule espuma. Las observaciones fueron las siguien-

7 tess
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1. La homogeneidad no se conservé en los frascos medio 1lenos, 1a mez
| cla volvi§ a separarse pero sin derramamiento de materia. EI pH
fue de 4.5. |

~ 2., En los frascos 1lenos completamenté el uso de hule espuma no fue
de nihgan beneficio ya que se derramé buena parte de 1a masa quedan
' do los frascos destapados. La explicacién que le encontramos a eso
fue por su consistencia begajosa; la masa de pl&tano en contacto
“con el ta_p6n‘ hule‘ espuma habﬁ tapado los poros y no pudyiendo esca

‘parse Tibremente, el 0., ejercié cierta pfesidn que botd el tapén,

‘ De allf se pudo concluir que la condicidn frasco medio 11eno-tapén hu-
3 le espuma, es Ta mas convenlente.. Qued6 por resolvoru el problm de

C h estratlficacwn.

| 6b Secado de h‘pl‘nga.

. u gran cantidqd de agua que contiene la pulpa puede ser la razbn por
1a cual la emulsitn que se obtiene al homogenizar la masa sea my
: i‘nestable Se pensG que con la eliminacwn de una buena parte del

e agua se podru obtener: una emulsian mis estable.

CEV. secado se llev& a cabo en el sccador de chlrohs & una tmperltura

.‘ de 70- 80°C y um pnsi&n de vacfo de 1. 2 Kg/cm? durante dos dhs. re-

. »vpnrtiendo h nn cn capas de l m de esptsor. La operactﬁn no fuc

i 'vj'f’fdol todo utimctoru ya quc Ia uu sm se voMﬁ pcmou y gru-

g l mosa lo que muum ('R nmJa posurior. El smdo se planted me-




",

Jor éomo‘una alternativa para conservar el material. Pero por el
‘ costo que representa a nivel industrial secar toneladas de pulpa y
mantenerlas en congelacifn, etc., esa alternativa fue pronto descar-

tada.

6.c. Fermentacidn espontdnea del pldtano maduro integral,

El pldtano integral (pulpa y cdscara) representa, en términos gene-
rales, la forma mds econdmica para ser usada en esta fermentacidn. Se
pensd qUe 1a presencia de la cdscara darfa a la masa una consistencia

adecuada durante la fermentacién.

Déspués de limpiarse adecuadamente, 10s pl&tanos fueron molidos en un
molino Marver. La masa fue repartida en frascos (medio llenos) y ta-
pa&os con hule espuma. Las condiciones de incubacién fueron las mis-

~ mas que con la pulpa sola (6.a).

Después de un dfa de férmentacibn, en todos los frascos se observé Qg
tratificacién de la masa con formacién de dos capas: una s61ida arriba
‘vy otra Vfquida abajo, comportamiento similar al de los frascos con
‘putpavsola pero, esta vez, la fase s6lida tenlg mucho menos poros,
larcohsistencia era mis fime. No hubo derramamiento ni pérdida de
susfanciq, el pH inicial fue de 5.2 y el final de 3.1, 1o que quiere

| deéir que.en este caso la ferﬁentaci@n fue»todavﬁa n@s r@pida.

'-Lungoﬁdo~considofar sin éxito notable, varfas alternativas como_e!
u;ﬁ‘do lditivos‘(Tui¢n 80.‘ac01t¢ y grasa vegetales) y una ligera



‘5‘

cocciSn al pldtano molido con cdscara para estabilizar la emulsidn, -
se pudo solucionar este problema agitando el medio varias veces al dfa,
Asf de las observaciones anteriores se decidig realizar l1a fermenta-
cidn utilizando como sustrato el pldtano maduro integral molido, fer-
mentandolo en frascos de alimento infantil medio 1lenos tapados con

tapén de hule espuma y con agitacidn constante del medio.




%,

E&EEBJMEM

EFECTO DE LA ADICION DE LAS SALES MINERALES LIPMAN Y DEL SULFATO DE
. AMONIO SOBRE EL INCREMENTO DEL CONTENIDO DE PROTEINA EN EL MEDIO DE
 PLATAND.

“Como para la cepa T, se obtuvo el mayor desarrollo en el medio basal

‘ Lipman suplementado con (NH,),S0,, se crey6 que 1a combinacibn de
llgs sales minerales de este medio de cultivo con el sulfato de amonio
ayudarfa a lg hicroflora patural de) plétano a multipYicarse mejor

" durante Va fermentacién y por lo tanto, en comparacién con 1a fermen-

b".*tatién de pltano solo, obtener un incremento mayor del contenido de

protéfna._.Se consideré un 1itro de plitano molido con céscara como
' ' ehinalente a un_litro de médio Lipman afadiendo asf las sales;mlné-
“ralgs-en las conéentraciones especificadﬁ; para éste volumen de medio
: y 19 de (NH,),SO, . Los frascos fueron incubados a 28°C, haciéndose
» _;-'el eﬁperimento por duplicado. La determinacin de protefna se hizé
""por_él nétodo Microkjeldahl (Seccibn I11-5.3).

De los datos presentados en la Tabla IV-9, se observa que el nayor in

fcremento en el contenido de protefna se obtuvo para la comblnaciOn de
R las sales minerales Lipman y del sulfato de amonio encontrlndose un

‘aumento de 6.12 a 8.48%. Para el medio de pldtano adicionado de las
Tjs;léé minerdles Lipman el 1ncremento fue de 5.26 a 7.29% 1ndfcando

‘3'  una aportacidn positiva de cstns salos on cunparacién con cl 1ncr¢nln

xito inferior rtgistrado con el plltnno soIo. dc 5.18 2 6.901.

Y
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" EFECTO DE LA INOCULACION SOBRE EL INCREMENTO DEL CONTENIDO DE PROTEI-
M DEL MEDIO DE PLATANO SUPLEMENTADO CON LAS SALES MINERALES LIPMAN. Y
EL SULFATO DE AMONIO.

En el experimento anterior como se obtuvo un mayor incremento del ni-
' vel-' &g protefna en el medio de plétano suplementado con las sales mi-
‘ne'rales Lipman y el sulfato de amonio. se pens6 que con 1a inocula-
cién de este medio con la cepa T, el aumento del. contenido de protef- ,

-qh;l LY T

-na iba ser mucho mayor

Se, 'p_ifeplararon dos medios. uno con inbculo y otro sin vinﬁculb'.k La'vino-
'.’cula‘ciOn se hizo en form concentrhdi segin se detall6 en la Seccién o

lll 3.2,.E experimento se hizo por ‘duplicado dunnte 16 dhs de for- ,

: fmentacidn a 28°C

7 .sorpresivamente' los,Vresu“tados‘ de ,l'chabla' lV-lO muestran qm,env el mdio
de b}&fano suplgm;ntédo con las sales minerales y el sulfato de am-

: >nio sin indéulo;wel incremento del contenido de"protefna fue miy

“ superior partiendo de un valor de 6.42 hasta alcanur un valor méxf-
"m de 10.35 a los 8 dhs mientras que pau el ndio con inﬂculo. ol
'pism dfa el ‘contenido de protofm se ohvnh do 6. 33 .8 69 pora '

- luego subir 4 8.82.en el a timo dh. '
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_ EXPERIMENTO 9,

A partir de las informaciones preliminares del efecto de la composi-

cién del medio y de 1a inoculacién, se desarrol1é-un experimento mds

- completovcon tres medios de pldtano que fueron fermentados de manera
‘diferente. a saber: espontdneamente (sin inoculacidn) y con inocula-

cidn (cepa Ty) tanto en medio de pl&tano no esterilizado como esteri-

klizado.

Aas.diferentes preparacione; para efectuar el experimento se resumen
Efr'en la Tabla IfI-1. 1 experimento se 1levé a cabo por duplicado du-

rante 13 dfas de fermentacién a 28°C.

' A? combafar los resultados presentados en la Tabla IV-11 con represen
f;tadiﬁn gréfica en la Figuravives. nos damos cuenta de que el medio
.jrde'bidtano‘supiementado con las sales mineralesltipnan y e"("HQ)QSOQﬁ
Av’sin inoculacién, presenta otra vez la mayor elevaci6n del contenido ‘
' 'de protefna de 5.76 a 14.9%. Enseguida encontramos el medio de pll-
:tano solo fermentado con indculo de T,, con uﬁ aumento de 6.17 a 13.57%

 ,y finalménte el medio de plliano suplemantado con las siles minerales

H‘jil!pmun y €1 (MHy)250, fernnntndo con in6culo de T,, con una varfacin de
s a2 |

[
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- EXPERIMENTO 10,

Se pensé que al émplear las zoogleas. mezclas de bacterias fijadoras
" de hitrégeno Ti=Ts y de levaduras para inocular el medio de pldtano
suplementado con.las sales minerales Lipman y el sulfato de amonio,
se podrfa aumentar ain mis su contenido de protefna ya que con la T,
sola.no se pudo superar este valor. Al mismo tiempo se probs la
inoculacién con otra cepa fijadora de nitrégeno de coleccibn como es
1a Beijeninchia indica.,

- ‘- L . N
R | O TR

EV experimento se hizo por duplicado durante 13 dfas de fermentacidn

4 28°C. Aparte dei,contenido de protefna, sé'deteqnind la digestibi
Vidad proteinfca An vitro (Seccibn 111-5) y algunas caracterfsticas |
bioqu(micas de los medios fermentados como el contenido dé &cidos gng

| sos Qolétiles AGY's y etanoi (Seccidn I11-5 ).

| Los resultados de la Tabla IV-12 revelan que una vez mas la jnyor ele

chion_del cohtenido de prdtefna (de 6.09 a 15.05) se obtuve con gl

- ‘m95i° de plitano suplementado con las sales minerales Llpmab y el

| ‘(uuu)éso; fermentado sin 1nbch1ac16n. Précticamente se alcanzé e

-'ﬁf;ﬁbfreSultado tanto con la {noculaciQn con Yas zoogleas que con T
Beijeninchia indica de 7,12 a 12.69{)« de 7.18 a 1237% res‘pect‘ivaunto.
La tnoculaci6n con la cepa }. adusQ un incremento ltgerlﬁentd superijor

- de 6.99a 1310,

s Por lo que toca ala digestibilid&d dc la protctna (Tabla v-1z). sc

m qno aunnw por ndio dn ll fcmnuciu m los tns cuos y que
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) valor miximo (42.11%) se obtuvo en el medio de plétano fermentado
éon indculo de Tu. Al medio de plftano suplementado con las sales mi
nerales Lipman y el (NH,).S0, le correspondié el valor més bajo de

| - 22.40% y con tas zoogleas un valor intermedio de 36.79%. Para el con
trol el % de digestibilidad fue de 15.25. |

De las caracterfsticas bioqufmicas se dedujo que tahto en la fermenta
cién natural (sin in6culo) como en las fermentaciones con infculo se
producfa una mayor cantidad de &cido Vdctico que de &cido acético al

témino de los 13 dfas. La produccidn de cantidades grandes de &ci-

- _ do acético en el medio de pldtano inoculado con T, (28 g/t al dfa 13)

y en el medio inoculado con las zoogleas (36.06 g/¢ al dfa 9) se pue-

de explicar considerando que con estas cepas se elabora el “vinagre

de tibicos® a partir del jugo de algunas frutas,
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TABLA IV-1, DESARROLLO DE LA CEPA T, EN MEDIO LIQUIDO LIPMAN CON DIFERENTES FUENTES DE_CARBONO .
‘ A 28 y 35°C.

DPERSTDAD OPYTCKA

FUENTES DE‘ TEH?. "

' CARBONO g —DIAS DE TNCUBACTON

(10 g/2) _ . ' ~ ' ; e £
0 1| 2 5 1 9 1 3]s

M-,,’,m 28°C |0.27 | 0.27 | 0.26 | 0.48 0.60 | 0.75 | 0.84 | 0.85:( 0.9 -

3s°c |0.28 | 031 | 0.23 | 0.3 0.41 | 050 | 051 | 0.52 | 0.5 -

Fosfato de | 28°c 10.06 | 0.25 | 0.5 | 0.42 | 048 | 0.52 | 0,58 0.5¢ | 0.5 |
vcﬂulon 35° [0.06 | 045. | 0.68 | 0.5 | o070 | 070 | 0.64 | 0,64 [ 0.75 e
.28°C 1 0.06 | 0.10 0.22 | 0.62 0.67 | 0.69 | 0.72 | 072 0.75
35°C | 0.05 | 0.2 | 0.75 | 0.75 | 0.5 | 075 | 075 | 0.5 | 0.75 -

.28°C | 0.05 0.12. 0.64 1.00 1.00 0.88 0.90 0.90 - | 0.90
35°c | 0.04 0.14 0.52 | 0.51 | .0.48 o4s' 0.48 0.45 0.45

" Los ‘valores presentados en esta tabla son el promedio de las lecturas casi siempre iguales de dos mtraces.
- ALas pocas veces que habfa una diferencia entre ellos, no era superior 2 0.05.

GI ucosa

Sacarosa
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, FIGURA IV-1. Desarrollo de 1a cepa T; (densidad 6ptica) a 28°C y 35°C en el medio basal Lipman
Con , (=Y y empleando otras. fuentes de carbono como la ‘glucosa (-). el fosfato de celu-
TR R ‘losa (o ) y €l almidén (a). | L S

. (-);‘Sic1rosn




TABLA lV—Z; DESARROLLO DE LA CEPA T, EN MEDIO LIPMAN CON DIFERENTES FUENTES DE CARBONO A

28 y 35°C.
 FUENTES OE DENSIDAD OPTICA

CARBONO | TEMP, - . DIAS DE INCUBACION |

(10 9/2) 0 1 2 5 1 9 1 13 15

“1 Aimidén 28°c {030 | 0.27 | o0.20 0.27 0.31 0.34 0.41 | 0.4 o.«';
‘ 35°C {030 | 0.28 | 0.19 0.27 | o0.28 | 0.32 ] 0.33 0.32 0.33

Fosfato de 28°C | 0.07 | 0.20 0.52 | 0.52 0.68 | 0.62 | 0.64 | 057 | 0.62:
celulosa | 35°C | 0.07 [ 0.59 | 0.64 0.64 0.73 | 0.70. | 0.68 0.66 | 0.76

28°C | 0.06 0.07 0.17- 0.70 0.90 1.10 1.10 1.2 1.2

‘| Glucosa : _ L
: 35°C 0.06 0.07 0.3% 0.70 0.71 0.75; 0.79 0.82 0.82

28°C | 0,06 0.14 0.72 0.90 | .1.20 ] 1.20 ] 1.20 1.25 1.25

| sacarosa .
‘ B {006 | 0.43 0.8 | 0.75 | 0.80 | 0.80 | 0.80 0.80 | 0.80:

Los valores presentados en esta tabla son el promedio de las lecturas casi siempre iguﬂes a dos matracu.
~ Las pocas veces que habfa um diferencia entre ellos, no era superior a 0. 05. '
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FIGURA,!V-Z.A Desarrollo de la cepa. T. (densidad 6ptica) a 28°C .y 35°C en el bmedio basal Lipmah | :
. ( )y empleando otras fuentes de carbono como s g1ucosa (m)' e] fosfam de celu-
0sa ( ) y el almidén (4). ; :




TABLA v-3. DESARROLLO DE LA CEPA T; EN MEDIO LIPMAN CON DIFERENTES FUENTES DE CARBONO A -

28 v 35°C.
«FURRTES ' ‘DENSIDAD OPTICA
, TEMP.
CARBONO , ‘ DIAS DE INCUBACION = 5
(ogt) |- O T 1 Z | 5 7 R R B 1 § A 15

28°C |0.23 | 0.24 | 022 | 038 | 042 | 040 | 039 | 032 | 032
: o 3 |0.23 | 0.22 | 0.5 | 0.17 0.14 | 0.16 | 0.16 0.06 | 047 |
- /| Fosfato de| 28°C  {0.03 | 0.10 | 0.27 | 0.3 [ 0.35 (0.8 | 045 | 0.54 | 058 | -
"celulosa | 35°C  0.03 | 0.13 0.16 0.16 0.3 | 0.3 | 035 | 0.34 | 035
| 8°c J0.01 | 0.02 | 0.13. ] 0.40 | 046 | 046 | 033 | 0.30 |0.28
‘35°¢  {0.01 | 0.01 0.01 0.10 0.09 | 0.0 |00 | 0.1 0.11

28°C [0.03 | 005 | 015 [ 030 | 030 | 032 [050 | 040 | 038"
3°c |0.01 | 0.06 | 0.9 | 008 | 008 [ 008 | 009 | 0.07 | 0.07

[ Mntden

Giucdsa

SICI!‘OSI :

f Los valores presentados en esta tabla son el promedio de las lecturas casi siempre iguales de dos matraccs. .
Las pocas veces que habfa una diferencia entre ellos. no era superior a 0.05. -




T .FIGURA Iv-3 Deﬁarrollo de 1a cepa T, (densidad optica) a 28°C y 35°C en el medio basal Lipman
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(+) y empleando otras fuentes de: ‘carbono como la gl ucosa (=), el_fosfato de celu-
Tosa (») y el almidin (4). = ‘



TABLA 1v-6  EFECTO DE LAS MODIFICACIONES AL MEDIO LIPMAN SOBRE EL DE-
SARROLLO DE LA CEPA T, A 28°C.

DENSIDAD OPTICA
Dias de incubacién
0 1 3 5 7 9

M EDTIGOS

Medio Lipman (Control) 0.04 0.19 | 0.68 |1.00 | 1.15 | 1.15
Suplementacion:
(NHy )2504 0.05 0.14 | 0.45 |1.50 {1.50 | 1.35
NH,CL 0.05 0.18 |1.05 | 1.45 | 1.40 | 0.95
Extracto.de levadura - 0.07 0.75 | 1.40 {1.40 [ 1.40 | 1.00
Peptona de soya 0.07 0.64 [0.98 |1.20 |{1.20 | 0.80
Sustitucién de NaHCQ3 por:

1 ca(on), 0.05 0.35 [0.26 |0.72 | 0.58 | 0.60

easo, 0.05 0.37 |0.46 | 0.43 [0.40 | 0.30

,'lncrement.o de concentncidn

NaMoOs (5 ppm) 0.04 0.10 {0.54 [0.58 [0.33 | 0.58
‘KH2PO, (0.8 g/L) 0.0 0.14 {0.56 ] 0.60 | 0.50 | 0.19

’Hu. Valores promedio de las lecturas de.dos., matraces, la difenncu en-
‘ tre Yas diferentes Icctuns no era- supcrior a 0.04.
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FIGURA IV-4 Efecto de )as suplementaciones con: (NH,),S0, (*), NH,CI (o), extracto

de levadura (=) y peptona de Soya (A) de la sustitucifn de NaHCO; por
Ca(OH), (=), el CaSO, (o), del {ncremento de concentracitn de: NaMoDy:

5 ppm (n) NaMoO, 10 ppm (e) y de KH,PO, 8 g/L (v) en el medio de cultiv

t!pmanA(-) sobre e desarrollo de la cepa T, a 28°C midiendo la var{
¢i6n de a densidad Sptica durante 9 dfas de incubacién.
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TABLA IV-5. EFECTO OE LAS MODIFICACIONES AL MEDIO LIPMAN SOBRE EL DE-
SARROLLO DE LA CEPA T, A 28°C.

DENSIDAD OPTICA

MEDIOS Dfas de Incubacidn
0 1 3 5 7 9
Medio Lipman (Control) 0.04 | 0.12 [0.90 | 1.20 { 1.00 | 0.95

Suplementacidn con:

(NHy)2S0, | | 0.04 | 0.62 [1.50 | 1.50 | 1.50 | 1.20
NH,C - : 0.04 | 0.52 {1.39 | 1.40 | 1.40 | 1.39
Extracto de levadura 0.06 |- 0,95 |1.20 | 1.00 | 0.95 | 0.70
‘Peptona de soya 0.06 | 0.80 {0.90 [ 0.85 | 0.85 | 0.47
Sustitucidn de NaHCOs por: ‘

Ca(OH), 0.04 | 0.15 |1.00 | 1.30 | 1.20 | 0.5
Cas0, . 0.04 | 0.16 |0.64 | 0.80 [ 0.78 | 0.60
Incremento de concentracién '

en. -

NaMoO, (5 ppm) ‘ 0.04 | 0.10 {0.95 | 1.20 | 1.00 | 0.98
‘NaMoO. (10 ppm) 0.04 | 0.20 |0.99 | 1.20 | 1.00 | 0.66
KH.PO, (0.8 g/t ) 0.05 | 0.13 {1.00 {1.19 [0.97 | 0.61

lota. ‘Valores promedio de las lecturas’ dc dos matraces, la diferencia
entre las diferentes lecturas no era supcrior a 0.04. :
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-FIGURA IV-5. Efecto de las suplementaciones con (NH.):50. (#), NH.C1 (o), extrac- -~ =
B ' to de levadura (=) y peptona;de.SGya (8), de 1a sustitucidn del T
NaHCO; por Ca(OH), (=) y €l CasO,(4) en ] medio Lipman sobre e} desa

rrollo de 1a cepa Ty a 28°C, midiendo 1a varfacidn de 1a densided Gp- -

tica durante 9 dfas de incubacién. : ‘




TABLA IV-6.  EFECTO DEL NIVEL DE SUPLEMENTACION CON (NH,)250, Y EXTRAC-
TO DE LEVADURA EN EL MEDIO LIPMAN SOBRE EL DESARROLLO DE
LA CEPA T, DURANTE 8 DIAS DE INCUBACION A 28°C.

| DENSIDAD OPTICA
SUPLEMENTO Dfas de Incubacibn
0 2 3 4 5 6 8
1o |01 | 07 0.62 1.40 | 1.40 {1.50| 1.45
10.08 | 0.20 | o0.60 1.20 | 1.45 {1.50] 1.45
(NH.) 2S04
5/t |0°16 | 0.50 1.20 1.21 1.30 11.40} 1.35
0.15 | 0.50 1.20 1.20 | 1.30 |1.40] 1.40
| pge |01} 075 [ 10 120 | o121 |1.40 1.35
Ext;aqto 0.13 | 0.75 | 1.20 1.20 | 1.21 }1.40| 1.30
leva:ura 5g/¢ |0-14 | 1,20 | 1.40 | 1.40 | 1.50 [1.50] 1.50
10.14 | 1.20 1.40 1.40 | 1.50 |1.50 1.50

Cada valor representa el promedio de dos lecturas obtenidas plrl un matraz
con una diferencia no mayor de 0.1 entre ollas. _




TABLA IV-7.  EFECTO DE LA ADICION DE VITAMINAS AL MEDIO LIPMAN SUPLE-
o MENTADO CON (NH,).S50, SOBRE EL DESARROLLO DE LA CEPA T,
A 28°C.

DENSIDAD OPTICA

SUPLEMENTO

(NH4 )250,1 g/8 Dfas de incubacidn

i : 0 2 4 5 6 7 8
Sin vitam}nas .10.12 0.50 1.40 1.50 1.50 11.45 |1.40
Con vitaminas 0.21 | 0.4 | 1.40 | 1.50 |.1.50 [1.50 {1.50
(0.2 g/l) L] . ‘ [ . *8 - L]

Promedio de dos Jecturas para un s6lo matraz con una diferencia no mayor de
0.1 entre ellas.



TABLA 1V-8. EFECTO DEL NIVEL DE SACAROSA EN EL MEDIO LIPMAN SUPLEMEN-
TADO CON (NH,)250, (1g/L) SOBRE EL DESARROLLO DE LA CEPA

T, A 28°C.
) DENSIDAD OPTICA
' CONCENTRACION DE Dfas de incubacién
SACAROSA g/L 0 2 4 "6 8

5 0.05 0.15 | 1.30 1.40 1.25
0.04 0.18 | 1.20 1.40 1.15
10 0.06 0.13 | 0.85 1.5 1.45
: 10.05 0.14 | 1.20 | 1.5 1.40
15 0.04 0.18 | 1.00 | 1.20 | 1.10
0.04 0.18 | 1.00 1.20 1.00
20 0.04 0.28 | 0.95 1.15 1.10
0.05 0.23 | 0.90 1.15 1.00

i Cada valor representa el promedio de dos lecturas pan cada mtraz con una
diferencia no mayor de 0.1 entre ellas.




TABLA IV-9.  EFECTO DE LA ADICION DE LAS SALES MINERALES DEL MEDIO
LIPMAN ¥ DEL SULFATO DE AMONIO (1g/f) SOBRE EL INCRE-
MENTO DEL CONTENIDO DE PROTEINA EN EL MEDIO DE PLATANO
MOLIDO CON CASCARA DURANTE 5 DIAS DE FERMENTACION A
28°C Y SIN INOCULACION.

-1 MEDIO DE PLATANO CONTENIDO DE PROTEINA (% EN BASE SECA)
1 Sin suplemento ’ - 5.18 6.98
Suplementado con las’ g 5.26 7.29

_sales minerales Lipman

Suplementado con las g
sales minerales Lipman 6.12 8.48
y el (NH:.):SO; .

Valores promedio de dos deteminaciones de un solo frasco con una difc-
‘rencla no mayor de 0, 02 entre ellos.




TABLA IV-10. CAMBIO DEL CONTENIDO DE PROTEINA DURANTE LA FERMENTACION A 28°C
DEL MEDIO DE PLATANO SUPLEMENTADO CON LAS SALES MINERALES DEL
MEDIO LIPMAN Y EL (NH,)2504 CON Y SIN INOCULACION CON LA CEPA T,.

| meDIo OE CONTENIDO DE PROTEINA (% EN BASE SECA)
| ;,L_géz%gg' Dfas de Incubacibn ‘
| 0. 8 16
Con inbculo Xi= 6.45 g6 05| ¥%178.91 g9 | Xa=B.74 g g g2
Xp= 6.11 X,=8.48 X, =8.91
sin indculo . | 17628 fag.q1| X1®10.35 gugg 35| X2®10.18 g 40 05
X,=5.94 X;+10.35 X3= 9.93

' (:ada valor (X3; X2) representa el promed‘lo de dos detcmimciones para un
.. -frasco con una diferench no uyor de 0.5 entre ellos. ,




* TABLA lV-ll. EFECTO DE LA COMPOSICION DEL MEDIO Y DEL TIPO DE FERMENTACION (NATURAL 0 INOCU-
A LADA) SOBRE EL CAMBIO DEL CONTEN[DO DE PROTEINA.

pr

CONTENIDO DE PROTEINA (% EN_BASE SECA).

| COMPOBICION _MEDIO NO ESTERILIZADO | __ MEDIO _ESTERILIZADO
MEDIO SIN_INOCULACION | CON_INOCULACION _ CON_INOCULACION
" DYas de Incubacidn __Dias_de Incubacién Dfas de Incubacidn
0 | s 9 | 13 0 5 9 13 0 5 9 113
5.06 | 7.24 {10.35 | 10.40 | 6.17 | 8.84 |12.32 | 13.56 | 5.90 |6.12 | 7.25| 6.09°

1. Plitano sblo Dt , ,
-} 7.09 | 10.06 | 10.24 . 9.85 [ 11.95 | 13.15 - 6.04 | 7.251 591

2. Plftano suple 1y -
mentado con ~ [5+16 | 7.66 | 11.06 | 9.91 | 5.43 | 10.06 |10.39 | 10.87 | 6.15 | 7.24 [7.75| 7.20
Jas sales - 7.53 | 10.48 | 9.02 - 11.15 | 11.10 | 11.00 - 7.00 | 7.6 7.26

Lipman
3. Piftano suple :
mentado con 5.76 | 10.88 | 10.15 | 14.50 §.97 | 8.19 { 10.94 | 12.24 6.74 | 7.72 |17.83

;‘};;L“P"““ - |12 105 {12 | - | 7.95 {1084 |12.08 | - |7.81 [r70f
(NHy )2 80, ' ' E

Valores promedio de dos determinaciones para un frasco con una diferencia no m'ayor,de 0.5 entre ellas.
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FIGURA 1V-6 Variacion del contenido, de proteina en el medio de pldtano (Po) y suplementado con
las sales minerales Lipman solas (Po+L) o adicionadas con (NH,);S0. (Po+L+5).




TABLA 1V-12, CONTENfDO DE PROTEINA (Y SU DIGESTIBILIDAD) EN EL MEDIO DE PLATANO FERMENTADO
A 28°C DURANTE 13 DIAS POR LA ACCION DE LA MICROFLORA NATURAL LA INOCULACION
. CON LA CEPA T, Y CON LAS ZOOGLEAS Y LA Be&jG&AnckAa Andica.

CONTENIDO DE PROTEINA : DIGESTIBILIDAD DE LA

1150 WACION (% en base seca) PROTEINA (%)
1P0 DE INOC Dfas de Incubacidn Dias de Incubacibn
0 5 9 13 -0 13
Sin tnoculacién 60.9 | 9.02| 11.40 |14.48 15.25 22.40
Con 1a Cepa T, 6.99 g.181 10.73 | 12.31 . 42.‘1
- 8.75] 11.64 | 13.11
- 1 8.481 11.09 |[11.54
Con Bejerinka Indica 7.18 1 8.08} 10.78 }12.37 . N.D.
- | N, | 30.58 |11.99

Cada valor representa el promedio de dos determinaciones para un frasco con una diferencia no ma-
yor de 0.5 entre ellas,

N.D. No se determind.
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!
TABLA IV-13. PARAMETROS BIOQUIMICOS DE LA FERMENTACION SIN Y CON INOCULACION DEL MEDIO DE PLATA-
NO SUPLEMENTADO CON LAS SALES MINERALES Y EL (NH,).S0. DURANTE 13 DIAS A 28°C.

SIN__INOCULACION INOCULADO CON CEPA T. INOCULADO CON ZOOGLEAS

DETE?:}%;CIONES Dfas de incubacién’ Dfas de incubaci6n Dfas de incubacién

0 5 9 13 0 5 9 13 0 5 9 13
Acido l&ctico 27.60 | 34.701 42.02 | 46.86 }9.13 | 20.18 | 33.92| 38.78 | 15.87 | 19.82 19.89 48.58
Acido acético 3.63 5.17¢1 10.98 2.46 4.68 7.221 24.86) 28.0 1.07 | 27.66} 36.06] 18.39
Acido propidnico 0.14 | 1.16f 0.,02{ 0.03 {0.91 1.29 0.18§{ - - - 0.14 0.01
Acido butfrico | 0.16 | 1.18] 0.01| 0.04 |0.66| 0.01| 0.05| - - - | - -
Etanol 0.04 0.10/ 0.21{ 0.05 {0.12 2.17 0.88 1.23 1.28 5.441 0,87 0.05
pH : 6.4 4.0 3ﬁ9 3.9 6.1 4,2 3.8 3.8 6.1 4.1 3.8 4.0

Nota: 'Los valores preseﬁtados son el promedio de:tres determinaciones para'cada muestra.




10.

V. DISCUSION.

A través de los experimentos realizados durante el presente trabajo,
se ha podido encontrar una metodologfa para aumentar por fermentacién
s6lida, el contenido de protefna de los desperdicios de pl&tano madu-
- ro con el'objeto de elaborar un alimento animal destinado principal-
mente a monogdstricos. En la literatura se habfa reportado el empleo
de Aspergillus niger para enriquecer proteinicamente por fermentacibn
sélida el contenido de protefna de ciertos desperdicios almidonosos
26&6 1a ydca. 1a papa, el pldtano macho (J.C. Senez, 1980), pero has-
_ }ta la fecha ninguna cepa bacteriana habfa sido utilizada con este
| fin y menos con Yos desperdicios azucarados de frutas. En este pro-
yecto se propuso y se logrd enriquecer por fermentacibn sélida emplean
do cepas bacterianas, el contenido de protefna de los desperdicios

de pldtano maduro integral.

Para ello se usaron cepas bacterianas fijadoras de nitrégeno prove-
nientés de los tibicos (Seccidn II1I-1). En la primera parte del pro -
yecto se determinaron experimentalmente las condiciones ideales para
el creciﬁiento thimo de estas cepas y, posteriormente, se adaptaron

‘ los resultados obtenidos a 1 fermentacibn del medio de pl{tano.'

~ La capacidad de las cepas bacterianas de 1os tibicos pira asimilar la
sacarosa, 1a glucosa, la celulosa y el almidén, fue estudiada. Los

resul tados obtenidos permitieron seleccionar dos cepas, 1a T, y a
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LA

T~; Seguidamente se bﬁScG optimizar su crecimiento modificando el me
dio basal Lipman encontréndose para ellos un nivel de crecimiento ma-
- yor al suplementarlo con (NH,);SO. .(1 g/£). Para ambas cepas el valor
de densidad 6ptim§ mdximo fue de 1.5. No habiendo detectado una dife-
rencia en el comportamiento de estas dos cepas se seleccion§ definiti-
vamente la cepa T, que fue identificada posteriormente como Kfebsiella
oxytoca (comunicaci6n personal de C. Salinas. Instituto de BiclogTa,
UNAM). En el medio suplementado con (NH,).SO, 1 g/L se probaron los
efeétos de la adicidn de vitaminas y de diferentes concentraciones de
 sacarosa buscando obtener todavfa un mayor crecimiento de esta cepa.
En el primer caso‘nb se notq ningin efecto superior y, en el segundo,
a una concentracibn de sacarosa mayor de 10%, el crecimiento tendfa a
disminuir. Tampoco se pude incrementar el desarrollo de la cepa al

1 émplégr cantidades mayores de suplementos [(NH,)250,, 0 extracto de '
’:]évadura (5 g/t)]., Una vez establecidas las condiéiones de miximo ctg~
cimiento para la cepa T, es decir medio basal Lipman_supleme;tado
 con (NH, ),S0, 1 g/L se plantec adecuar el medio de plétano a las qu ;

racterfsticas exigidas por la fermentacidn sé1ida,

_§g cqmenzb por resolver unos problemas relacionados cod el material '
de fe'rmeﬁtacidn y con el sustrato que tendfa a separarse en dos clbas
durant§ la fermentacidn espontfnea logrando evitar esta dificul tad
‘con Ta agitacién constante del medio. Después de reunir todos los
7 aépectos‘relivantqs se montd un experi;ento que englobaba todos ellos.
LR proégraron 3 medios de plétano: plétano sd\o.ipi(;;no adicions

. do de sales minerales Lipman (se considerabs un 14tro de udio" de plé-
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i

tano como equivalente a up 1itro de medio Lipman) y pl&tano sublemen-

tado con sale§ mingrales Lipman y sulfato de amonio. Estos medios fue

ron fermentados con y sin inoculacién; al mismo tiempo se estudid el
efecto de 1a inoculacién en estos mismos medios pero esterilizados pa-
ra saber si la microflora natural ayudaba o cooperaba en la elevacibn

~ del contenido de brotefna.

De este experimento se pudieron encontrar dos posibilidades para enri
quecer protefinicamente los despérdicios de plitano maduro: uha la
.fermentacion del plédtano integral sin in6cu1o y suplementado con las
sales minerales Lipman y el (NH,),S0, y la otra posibilidad consis-

" tiendo en inocular el plétano con una cepa bacteriana fijadora de ni-

trﬁgeno aislada de los tibicos, que fue 1a cepa Ty.

.Finalmente, utilizando como'control el medio de plftano suplementado
éon las sales minerales Libman y el sulfato de amonio, se cbqpard el
efecto de 1a inoculaci6n con las zoogleas (Seccién [I-2), con
Beiferinckia indica y con la cepa Ty, Una vez mfs, el mayor aumento
én el contenido de protefna se obtuvo en el medio control y no en el

medio inoculado con 1as zoogleas como se esperaba.

Se determing 1a digestibilidad in vitro de 1a protefna para las dife-

rehtes fermentaciones y con ella, se justificd la conveniencia de la
fnoculacidn con la cepa T, ya que en esta forms se tuvo la mayor diges

tibilidad, 41%. por un valor de 32.11% para la fermentacidn cspontlnea.
La digosttb!lidad del plétano sin forlnntlr fue do 15:. -

'y
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Li fermentacién producida fue de tipo'heterpl&ctico ya gue se abtuvie-
ron ténto en el medio de platano}sin inoculacibn como con inoculacién
{cepa T, 0 zoogleas) mayores cantidades de &cido l&ctico como de &ci-
do acético (Tabla IV-13). E} nivel de &cido V&ctico obtenido le pro-
porciona al producto ciertas cualidades (sanidad, conservacién facil

y buen olor) como para ser utilizado en la nutricidn animal,

En resumen, las principales observaciones y explicaciones que se pudie-
‘ron deducir de 1os experimentos realizados en este proyecto, fueron las

siguientes:

1.- B l{mite de crecimiento alcaniado con la cepa T, no supera en
" ningln momento, un valor de densidad dptica de 1.5 1o que da a
pensar que hay algo que inhibe el crecimiento’'de esta cepa a.

este nivel.

 2.- Cbmo 1a inoculaci6n de los medios de pl&tano se hizo con 86 mg
» de células (determinado por el método millipore) se piensa que
- con una mayor cantidad de inSculo, 1a elevacifn del contenido de

‘protefna podrfa ser superfor.

3.- En el,produﬁto ferméntado con las zoogleas, mezéla de bacterijas
fijadoras de nitrSgeno y de levaduras, no Qe obtuvo ei mayor in-
~ cremento en el contenido de protefna como se esperaba; posiblemen-
te, hay también un antagonismo entr; lis bacterias fijadoras de ni

. tr6geno y Tas levaduras de las zoogleas como se detecté en el pozol®.
4.~ La microfiora norml del plétano ayuds a que se 1levase mejor la

| *Herrera T. y M. Ulloa, 1961).
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fermentacidn y reveld ser necesaria en ese proceso ya que con la
esterilizacién del medio se produjo el menor incremento en el con

tenido de protefna de 6 a 8% aproximadamente,

El miximo aumento en el contenido de protefna se obtuvo siempre

en el medio de plitano suplementado con las sales minerales Lipman

y el (NHQ)QSOM s

Se obtuvo para la fermentaci6n del plitano maduro, sin suplementa-

cién, un incremento en el contenido de protefna mayor que el obte-

4+ Mido por Le Dividish y col. (1976) en el ensilaje del mismo pro-

ducto. Los factores involucrados pueden ser:
a) diferentes grados de madurez de los desperdicios de plétano,

Ellos utilizabdn desperdicios de plétano maduro mientras que en

el presente proyecto se utilizé plftano sobremaduro.

_b) Drenaje de agua en el ensilaje lo que ocasionaba pérdida de

nutrientes.

E1 trabajo de C. Wacher consistid esencialmente en aislar de la césca-

ra de plétano sobremaduro un hongo identificado como Mucox pusillus y

que fue utilizado para 1a inoculacién de un medio con la siguiente com-

posiéién:

Carbohidratos totales de plétano 45 g/ £

Urea B 3sgt
KH:POn . 0.8 '“

o= 35 e
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1legdndose a triplicar el contenido de protefna inicial durante la fer=

mentacién (85 horas).

- Una compafaciﬁn con los resultados obtenidos por C. Wacher (Tabla V-1)
revela que el método empleado en nuestro proyecto conduce a una mayor
eficienciQ en el enriquecimiento proteico de los desperdicios de plé-
tano, y a una mayor productividad; ademds se‘requiere un menor volumen
‘de fermentaci6n por Kg de plétano y sin aereacidn. En téminos de “

cbsto resulta también ser mis econbmico.



TABLA V-1, COMPARACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS POR C. WACHER
~ (COLUMNA 1) CON LOS OBTENIDOS EN EL PRESENTE PROYECTO.
(COLUMNA 2).

Resultados Columna 1 Columa 2

Producto seco

(P14tano + biomasa) 16.6 140
g/ £
Protefna 'c_ruda dgl
- -producto seco 32.7 14.5
(@) -
Protefna obtenida
9/ £ 5.42 20.30
_Productividad 0.063 0.067
g prot/e/h '
Volumen de fermen- _
tacién por Kg de 4 1.4

plétano
(e) .
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VI. CONCLUSION Y RECOMENDACIONES

El-objetivo del presente trabajo fue alcanzado. Se logrd desarrollar
una metodologfa realmente sencilla y barata que permitié enriquecer
proteihicamente los desperdicios de plitano maduro en condiciones no
asépticas, que por lo tanto es factible de implementarse en zonas ru-
' réles. El nivel de dcido ldctico obtenido garantiza cierta higienei-

- dad al producto permitiendo su uso como un alimento animal.

Para definir y optimizar la totalidad de las variables de este proce-

. so se sugiere repetir las condicionés que resultaron en el mayor in-
cremento del contenido de protefna para asegurar estadfsticamente si
“hay diferencia significativa entre ellas. Se debe asimismo probar

el efecto de un inéculo mds concentrado y de teﬁperaturas superiores

a4 28°C en la fermentaci6n del medio de letano.

k Enseguida se buscard adaptar esta metodologfa a otros desperdicios

azucarados.

Se determinard la digestibilidad de 1a protefna in vivo con animales

“delaboratorio.

. Se 1levars el proceso, ya definido, a escala piloto para probar el

alimento con animales monogdstricos de granja.

Esperando que se encuentren todas las formas pcra.nejohaf 1a calidad
del producto, se vota por su produccion a gran escala para asf con-

"
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tribuir a 1a solucidn de la escasez y ilto costo de la protefna ani-

mal principalmente en 10s pafses tercermundistas.

W,
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