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I. INTRODUCCION

La 1mag1nacion, téientd} empuje Y creat1v1dad del hombre
no conoce limlte, menos aun, cuando se trata de soluc1onar al
guna cuestlon que amenace. su confort o, eXLStenCLa.;Esto se ha
comprobado a lo largo de su devenir hlstérlco, sxendo tiempo-
de que 1la humanldad vuelva a ocupaxr sus capacldades y responQ

da al reto actual.

La escasez endémica de proteinas; la reduccidn en la cap
tura de algunas especies pesqueras; la alta tasa de creciﬁieg
to demogrdfico; la inflacidn y los incrementos en los precios
de las fuentes tradicionales de protefinas, tanto para consumo
humano como animal, han desembocado en crisis y tensiones mun
diales. De &sta forma, investigadores de varios paises en -~
cooperacidn con organismos internacionales, (FA0/OMS), estdn-
considerando estas situvaciones, encontrindose en camino de --
buscar y ofrecer fuentes alternas de proteinas a las tradicio

nales.

Como acota Kihlberg (20): Emil Fischer, gran quimico ale
md&n, expresd en 1907 unas palabras que en su tiempo.sonhaxon -

como pertenecientes a la ficcidn cientifica, fueron:

"Durante los {iltimos 50 ahkos, se ha acostumbrado, tanFo—
a los excelentes resultados producidos por la industria quimi
ca, que la consideran capaz de todo y de esta manera se piensa
en las proteinas sintéticas como el alimento del futuro comin

y barato, ademis.

Este deseo se ilustrd en papel bajo el tftulo “Nutrien-
tes del carbdn", en una esplendida pintura que ensefiaba la --
conversidn del carbdn en varios platilles muy deliciosos, es-
to en un restaurant muy elegante conectado a una mina de este

mineral. Desgraciadamente el pensamiento soberbio de los qui
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micos no tolera estas expectativas".

Si en ese tiempo tales palabras sonaban a fantasfa pura,
en la actualidad podemos decir gue la prediccidén se cumplid,
no siendo la Qufmica guien did la respuesta, sino que ésta --
partidé del campo microbioldgico, especialmente en su rama in-

dustrial.

En la actualidad, existe un gran nimero de microbidlogos
gque no vacilarian en dibujar una mina de carbén o una refine-
rfa conectadas a un restaurant por medio de una combinacidn -~
de tecnologfas alimentarias y fermentativas. Los problemas -
de ingenieria relacionados con la realizacién de este proyec-
to han sido resueltos de manera satisfactoria al describirse-
e implementarse procesos industriales que permiten cultivar -
microorganismos en gran escala, usando como sustratos: petrd-
leo y derivados, gas natural, materias celulésicas, desechos-
agricolas y otrous. Existen todavia, problemas a discutir de-
tipo sanitario antes de usar esta fuente como alimento huma--

no; pero se cumple un sueno: alimentos a partir del carbono.

Esta bilsqueda por proteinas neo convencionales de ninguna
manera constituye un palo de ciego, Gray (11} y un reporte pu
blicado en WHO Cronicle (47), hacen un estudio de la situa---
cién y sobre todo en el primero, se llega a la conclusidn de-
que en un futurce no lejano, la Tierra, a pesar de los avances
en la ciencia agricola, habrd llegado a su limite agricola mi
ximg, siende incapaz entonces de mantener a su poblacidn. a -~
la escasez artificial, producido de la especulacidén y los in-
tereses politicos, se sumard una terriblemente, real, debido-
al agotamiento de los suelos. Es por &@sto que una de las so-
luciones presentadas para esta situacidn es la produccidn de-
proteinas pro microorganismos unicelulares a los gque se deno-
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mina PU. (protefina unicelular) o SCP (single cell protein).

Aungue inconscientemente, el hombre ingiere proteinas de
orfigen microbioldgico desde tiempos inmemoriales al ingerir -
consumir vino, vinagre, yogurt, salchichas, kefir, queso, le-
vadura, etc. Los intentos de aprovechamiento racional y cons
ciente de PU, comenzaron a principios de siglo cuando los ale
manes en la I guerra mundial llegaron a producir hasta 15000~
toneladas anuales de ella, repitiendo la experiencia enla IXI-
guerra mundial, con similar éxito. Los que retomaron la in--
vestigacidn de este problema, en época posterior y por casua-
lidad fueron los petroleros; quienes al experimentar con mi--
croorganismos para eliminaxr la parafina y el azufre del petrd
leo crudo, notaron gue obtenian un producto gque al ser anali-
zado le encontraron mds del 50% de proteina de alta calidad, -
que ademds podfa ser aprovechado para incorporarlo en la die-
ta de animales y/o humanos. A partir de entonces, se derivan
las demds investigaciones en este campo, ampliando &stas ha--
cia le utilizacién de otro tipo de sustratos. (11, (18), (20),

(23), (32).



II. FUNDAMENTACION

Proteina unicelular {(PU) o single cell protein (SCP), es
un término acufiado por el Dr. Wilson del Massachusets Institg
te of Technology (MET), (20), que se usa para designar un con
centrado proteinico obtenido a partir de microorganismos nuni-
celulares (levaduras, hongos, algas y bacterias), los cuales-
pueden ser cultivados en medios relativamente abundantes y ba
ratos, como: aguas negras, residuos del petrdleo, gas natu--
ral, helazas, celulosa, desechos amilficeos y muchos otros méas.
Este término tiene un cierto valor psicoldgico, ya que al cu-
brir el orfgen de las proteinas, evitan aversiones y reticen-
cias que podrian surgir por este concepto si dijésemos: pro--

tefna fGngica, proteina bacteriana, etc.

Son muchas cualidades que posee la PU, que la hacen ser-
un interesante objeto de investigacidén, produciéndose con mnu-
cho &xito en varios pafses. Entoncew la PU nos ofrece, en re-
sumen de lo expuesto por: Kihlberg (20), de la Torre (45), --

-Luiselli (23), Fraser (10), Kharatyan (18), Perlman (32), y -

Humphrey(16), 1o siguiente:

a). Los microorganismos pueden ser modificados fdicilmen-
te en su genética. Las mutaciones, inducidas por mg
todos fisicos o guimicos y bajo un programa de Sscree
ning, dardn variantes con las caracteristicas desea-
das, por cjem.: mayor velocidad de crecimiento, so--
brevivir a temperaturas altas, deficiencias en la ar
quitectura de la pared celular, modificacid&n enzimi-
tica para incidir en la composicidédn de aminocdcidos -
¥y tener alguno gue nos interese de manera especial.

b). Los microorganismos poseen un tiempo de generacidn -
muy corto, que se refleja en un ripido incremento de
la masa superior a cualgquier otro organismo, como -
vemos en las tablas I y II.

c). El contenido de proteinas de los microorganismos es-~
alto, como vemos en la tabla III, ailn en pesoc seco y
haciendo la correccidén del nitrdgeno aportadc por o-
tros componentes celulares nitrogenados.



d). la produccién de PU puede basarse en materias primas
baratas y f&cilmente asequibles en el Area donde se-
piense establecer la industria, ademds podemos aseve
rar un abasto prolongadc y abundante.

* screening: pruebas de seleccidn.

TIEMPO DE DUPLICACION DE MICROORGANISMOS (20)

Tabla I
Microorganismos Tiempo de duplicacién.  (horas)
bacterias : Q.5--2
levaduras vy 3 1--3 .
hongos [ 2--6

algas R ‘ ' “‘m477121"‘

TIEMPO DE DUPLICACION DE VARIOS ORGANTSMOS :(10)

Tabla IIX

organisme Tiehpq'de duplicacidn.
bacterias y levaduras 10--120 minutos
algas y hongos } ' 2--6 horas
alfalfa ; le=2 semanas
pollos : 2~~4 semanas
porcinos - 4--6 semanas

bovinos ) S 1=-=2 meses




CONTENIDO DE PROTEINAS DE. VARIOS ORGANISMOS

Tabla IIX

Organismos sustrato 't'é‘I_h’aj'r'«i:A:‘iuz‘.‘l‘aV' ~
bacterias metanol ’ g

" metano 60 e
levaduras parafinas 7;60 T“

" Kerosinas 89

" etanol 54
algas CO2 : . ‘ 45;60
hongos carbohidratos : Jf—‘ 35-60
harina de - -  . ;3;”77 : . 60-65
pescado :
harina de soya 50-45
leche 22=25
carne 81-90
huevo 35
arroz ) : 7.5-9.0 ‘,
harina de triga'w :Vé;ﬁ-ig.S.iﬁ
maiz ‘ 7.0-9.4




f).

g).

h}.

El cultivo continuo puede ser un proceso a seguir, -
lo cual hace independiente de cambics climiticos e -~
intensidad luminica a la produccién de PU, adends se
requiere de un drea relativamente peguefia en comparg
cidén con la que se necesitaria para producir una capn
tidad idual de proteina convencional. El problema -
de basura es minimo, en comparacidn conr otros proce-
sos de alimentos.

Aungque el personal requcrldo necesita tener un grado
de estudios técnicos, ste se emplea en corto numero,
ejem: para producir 1.; millaones de toneladas de pes
cado en la INDIA se ne5651tan de 1 milldn de perso--

nas, mientras que la petrolera ASSAN podria propor--
cionar la misma cantidad de PU con 200 técnicos.

El costo de la PU es semejante o menor gue el de la=-
contenida en otros alimentos, tabla IV, claro gue --
esto depende del microorganismo y sustrato manheja---
dos, como vemos también en tabla V.

Frazer {10}, nos muestra un balance de materia, car-
bono-nitrdgeno, general para el proceso, de la si---
guiente manera:

carbohidratos + 02 ——wwe PU 4+ co,, + 2700 cal.
1 kg de carbono 1.31" kg 0.5 kg de C, "1.8 kg
&
fosfato de diamonio -~- PU + efiuente
1 kg de nitrdgeno 6.8 xg de N, 0.1 kg de N2

Estas ecuacicnes muestran gue la mayor parte del ni-
trdgeno se gueda retenilio en el prcducto, pero la mi
tad del carbono ge pierds, siendo usado como ene"ge—
tico para la si e5is de macromol&culas bioldgicas -
de alto orden. S$in embargo, en los sustratos hay de-
sechos gue de otro modo se guemarian, enterrarfian o-

Te fu

f73
l‘f(

descargarfan a riaz v nma 5. Entonces el! 50% de la-
recuperacidn en un proces e PU rerrece un incre
mento de carvrbonso dispon rara el sistema alimenti
cic, obtenide a expensa ana peguefia cantidad de~-
nitrdgeno flJaco, & om s*mllev se puede compa-

rar la suma de entrada de energia con el contenido e-
nérgetico de la proteina microbiana recuperada. Las

entradas de energia son: el coansume de la planta por
este concepto mids el centenifo de energisz de la sal-
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"COSTO .DE PROTEINA .EN VARIOS.PRODUCTOS.- {20)

Tabla IV

fuente . costo prod.(#) % de pfé#. costo pfof;{ﬁ
soya 8.9 4aa a0 o
algodén (aceite) 8.9 a1 22
soya (harina desgrasada)l5.5 50 L - 31
harina de pescado 40.0 ‘ .BC- ; N 50-
levadura de tdrula 37.7 : 43 ' :‘; k 79
cacahuate (harina) 55.4 : .60 SR 72
caseina 88.6 . : 95 '7::- . 93
leche en polvo 44.4 37 : 120

(# de centavos de dolar por kg)

amonio. La suma de &stas entradas es de aproximada-
mente 3000 cal/g. Asi pués, ignorando la ene gia ata
da como planta y la usada como labor manual , hay una
ganancia neta de 2500 cal/g. en la PU.

Equilibrando la situac¢ién y siendo justos, debemos con--
signar también los inconvenientes que la PU tiene. La inves-.
tigacidén, en consecuencia, debe efectuarse con sumo cuidadao -
y a fondo para asegurar la inoccuidad del producte obtenido, -
entonces podemos decir que los estudios, citados poer Kihlberg
{20) y Kharatyan (18), mds intensamente hechos hasta la fecha
son los efectuados con PU provzniente de levaduras crecidas -
sobre fraccivnes crudas de petrdleo, aungue dltimamente, &s--
tos se han extendidso a otro kins de microcroanismes v sustra-
tos, habiéndose encontrado hasta ahora los si§uientes inconve
nientes: ' '

1.~ Baﬁa digestibilidad: esto 'significa que no e& Eicil-

acceder, por parte de loS organismos- superiocoras, a -

la proteina microbiana vy €sto por <dos razones, hasta
ahora : la pared celular v factores antinutricicna--
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les ¢gue son propios de los microorganismos.

La primera es una barrera natural protectora gue en--
vuelve a los microerganismos, compuesta principalmen
te por: peptidogluconos, fosgolipidos, dcido teicoi-=-
co, lipopolisaciridos; que no es destruida fidcilmen-
te por el sistema digestivo, haciendo dificil aprove
char las proteinas celulares que nos interesan; auna
do a esto, en bacilos Gram (+) la pared aporta facto

COSTOS DE PROTEINA DE VARIOS SUSTRATOS. (20)

sustrato organismo - ‘costo prod.(#)

carbohidratos

gas bacteria '1216 :

n-alcanos o 14}2;'

gas levaduras ‘14.2

n-alcanos levaduras 7.1 ’ ‘V‘f‘34
metano bacterias 17.5 Vtﬁ B "" : 2?
metano bacterias —13;3—22;1 cnd ;22+37'—
metano bacterias 52.7‘1‘ R o 788f75;7,
metanol bacterias 43.0 . .::¥>4,7 7 "723f“:‘
metanol bacterias 25 ,.,.’, '42 
aguas negras algas 6’7-20.0 f‘-i- e 13-40
COZ-N2 algas 66.5 ‘ 133

levadura

15-?

20,

(#) centavos de dolar/kg.

res antigénicos.

Las sustancias antinutricionales -

son generalmente metabolitos secundarios que impiden
la digestidn de algln alimento y su consiguiente no-
aprovechamiento; a €sto hay gue agregarle que causan-
trastornos gastroentéricos comeo diarrea y/o f£latulen

9



cias, por el esfuerzo en tratar de aprovechar el ali
mento por parte del sistema digestivo.

Presencia de sustancias que raramente son ingeridas-
causando diversos trastecrnos, entre &stas tenemos --
pigmentos, lipidos, esteroides, carbohidratos no u--
suales; &dcidos grasos de cadena impar; tiamina e his
tamina, causantes de reacciones alergicas; endo y e-
xotoxinas (ejem.: aflatoxinas, ocratoxinas, etc.) ==
compuestos aromidticos con actividad carcinogénica; -
sustancias productoras de necrosis hepatica. Este --
problema puede ser sorteado mediante una seleccidn -
escrupulosa del microorganismo, ayudindose ademas --
con un manipuleo genético tendiente a inhibir la ---
produccidn de estas sustancias.

En lo general la PU ofrece una relacidn Ca/P de 0.01
que es mis baja de la presente en alimentos conven--
cionales, siendo &sta muy importante en organismos -
en crecimiento; por lo cual, si la PU serd alimento-
finico, hay que considerar este detalle y dar suple--
mento de estos dos elementos.,

Las celllas de réapido crecimiento presentan un eleva
do contenido de dcidos nucléicos, especialmente RNA
lo gue las hace ser un riesgo si van a ser utiliza--
das como alimento, por las consSecuencias que aca----
rrean. El porcentaje gque encontramos es de 8-~25 g
de AN/100 g de proteina, mayor que el ofrecido por -
los alimentos convencionales, ejem.: sardina 2.2-5.7 g
de AN/100 g de proteina. E1l resultado organico de -
una alta ingestidn de Acvidos nuclelzos se manifiesta
por una aparicidn de dcido drico en gran concentra--
cién en la sangre, que propicia la presencia de una
enfermedad conocida como gota, asi como la propen--
sifn a cdlculos renales y biliares. Esto tiene espe
cial inter&s, yaz gque el hombre durante su evolucidn
perdidé la enzima uratoxidasa que metaboliza ¢l &cido
firico a alantoina, hecho gque impide a los humanos --
puedan metabolizar el d¢ido {irico vy este no les cau-
se dafio. Lag investigaciones tienen como derivacién
secundaria el encontrar un método eficliente y barato
para remover los dcidos nucléicos sin afectar el con
tenido proteico de la PU. -

- Se ha encontrado que los resultados obtenidos al ex-

perimentar con animales no pueden ser extrapclados a
seres humanos, ya que no responde igual nuestro orga

. 10
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nismo y el de ellos, ante la misma fuente protéica,~
es decir, existe diferente tolerancia a las protei--
nas, como ejemplo, podemos decir que se probaron PU-
proveniente de: Hydrogenomonas eutropha, Aerobacter-
aerogenes, Chlorella sp., Scenedesmus sp., en dife--
rentes especies animales en forma exhaustiva, obte--
niendec buenos resultados y no presentindose compli--
cacidén alguna, pero al experimentarse en humanos, a-
parecieron diversos trastorncs como vdmito, diarrea,
nauseas, dolor de cabeza y trastornos alérgicos; por
lo que estas fuentes se descartaron para alimenta---
cidn, guedando como alimento para animales.

Una vez abordados los aspectos generales de la PU, parti-
cularizaremos en los elementos que conforman el presente traba
jo, haciendo una revisidn de ellos y de las propiedades que --
nos serdn Gtiles para alcanzar el fin gque se persigue en el --

proyecto.

Lo primero gue analizaremos serd el sustrato gue se utill
zard para obtener la PU. El camote, cuyo pombre cientifico --

es Ipomoes batatas, es una planta fanerdgama, angiosperma, di-

cotiled&nea de la familia de las Convolvuliceas. La planta --
es una guia rastrera muy sensible a las heladas. Sus rafces --
tuberosas, variables en cuanto a color y tamano, segin la va--
riedad gque se cultiva, se usan comc legumbres, para produc----
cién de dulces o como alimento para animales. Es originario,

.seglin parece,. de la parte central de Am8rica de donde se ha =-=-
extendido a casi todo el continente. Crece mejor en climas -~
calientes himedos, gue en cualquier otro, pero puede adaptar--
se a climas secos. La tierra apropiada para cultivarlo es --
una franca, rica que conserve bien la humedad, en orden decre-
ciente, tenemos las tierras arenosas 7y arcillosas, s una --
planta gue resiste bien la sequia, pudiendo producir una cose-

cha con menos agua gue otra plantaz hortaliza.
En nuestro pafis se cultiva principalmente "en los estados
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de Jaliseo, Pueblaz, Michoaci&n, Veracruz, Tabasco y Colima.- Ac
tualmente, su produccién no es la suficiente como para satis-
facer alguna demanda industrial, las razones son el empleo de
técnicas anticuadas para su cultivo y-la poca demanda existen
te en el mercado en comparacidn con otros productos. Su'posi
ble uso como sustrato a nivel industrial, podria desembocar -
en un aumento de su produccisn, pudiendo extenderse su'culti;
vo a regignes donde la precipitacidn pluvial .escasea y no pue
de mantener a otras siembras, asi mismo, los bampesinos ten--~
drian otra opcidn para darle utilidad a sus ‘tierras y tener -

una fuente alterna de ingresos.

En la tabla VI, observamos la composicidn del camote, ~=-
llam&ndonos la atencidn dos casilleros principalmente, conte-
nidoc de proteinas y almidén., De lo primero observames un por
centaje bajo, 1o cual hace que sea un alimento de escaso valor
nutritivo, en contraste, ofrece una alta existencia de almi--
d5n, gue puede ser usado como sustrato. Segiin Whitaker (46):
"El almidén es hidrolizado mis ripidamente cque la celulosa v existe el po

tencial para fermentarlo directamente por hongos amiloliticos en un pro-
ceso continuo; una alternativa aproximada es usar un cultive mixto para

almiddén de desperdicio. El almiddn puede Ser de particular interés en 3

COMPOSICION DEL CAMOTE (23)

Tabla VI

alimento %agua iprot. %grasa sceniza %c.h.tots. 2fibrz %azucares
camcte 68.5 1.8 3.7 1.07 27.9 1.0 5.4
alimento $almidén Ca(mg) Fh{mg) Fe(mg) Vit .A(UI) Tiemina (mg)
camote 20.2 30 59 0.7 7700 0.1

alimento niacinzimg) riboflavina({mg) . ac.asc@rhico(mg) enérgialcal/100q)

camote 3.7 G, 0¢

[l
18]
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- El i ) B
reas sub' y tropicales, en donde se producen en gran cantidad ralces y. -—
frutos feculentos gque pueden ser acumulados de manera econdémica para un-—

proceso industrial®.

Si utilizamos un microorganismo apropiado y usando el --
procedimiento correcto, obtendremos un alimento con alteo va--
lor nutritivo aprovechable por algdn miembro de la cadena ali
menticia que finalice en el hombre, & por &l mismo; &sto usan
do como sustrato un vegetal pobre en cualidades nutricionales.
Aunado a é&sto, el camcte como vemos en tabla VI, ofrece otros
elementos como sales minerales y vitaminas que pueden ser a--
provechables, ésto impactarfa en utilizar un medio sencillo y
barato para el crecimiento; tendemos & s6lo uvutilizar fuente -
de carbono, nitrdgeno y lo menos ‘posible factores de creci---

miento.

Gray y colaboradores (11), usaron camote integral como -

fuente de carbono seleccionando Cladosporium sp. en un proce-

so de cultivo sumergido. Se tuvo un rendimiento (g de vprot.

sintetizada/lt de medio) de 5.87. De 100 g de camote se obtg
vieron 81.29 de producto seco (micelio mds camote sin usar) -~
conteniendo 31.6 g de proteina. Inicialmente en los 100 g de
de camote se tenia 6.9 g de proteina, la proteina total se in
crementd en 4.8x. Tal proceso puede ser de un gran valor en-
paises en donde la reserva de alimentos altamente protéicos -
es corta Yy el potencial para producir camote es alta, ejem.:

Egipto, México, Malasia, Tanzania, Perd, etc.

Los carbohidratos son acumulados por una gran variedad
de plantas, estdn ampliamente distribuidos y se producen en -

gran tonelaje. La agricultura, incluvendo la parte forestal,

sintetiza mds o menos 10 billones de ch/afio, la mitad de los
cuales estin en forma de celulosa, 1.5 billones de toneladas

de almiddn grado alimenticio y una peguefa proporcidn conver-
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tida en aceites vegetales. Posiblemente el 75% de carbohidra
tos producidos por esta via se regresan al ambiente como basu
ra, mucha de la cual es potencialmente utilizable como sustra

to microbiano.

Después de la celulosa, el almiddén es el carxrbohidrato --
mas ampliamente y abundante encontrado en el reiho vegetal. -
En la naturaleza casi siempre se haya en forma de granulos. -
La forma y el tamano de ellos son caracteristicos de c/varie-
dad de plantas. El ard@lisis quimico nos dice que este se com
pone de 44.4% de carbdn, 6.2% de hidrdgeno y 49.4% de oxigeno.
El mondmero que lo conforma es la D-glucosa gue Se agrupa en-
dos diferentes glucdgenos: la amilosa que es una cadena l1i---
neal y la amilopectina que es ramificada, encontrindose en =--

propoxcidn de 22-26% y 74-78%, respectivamente.

Muchas de las enzimas gque actu@n sobre el almidén se cla
sifican como amilasas, sus acciones sobre el almidén dan lu--
gar a la formacién de productos de bajo molecular y cadena a-
bierta reductora llamados dextrinas. Las enzimas que hidroli

o
zan el almidédn se denominan alfa-amilasas y las sacarifican--
tes como B-amilasas. Otras enzimas atacan al almidén ccmo =~-

las forilasas v amiloglucosidasas, pero no producen dextrinas.
fosforilasas.

La palabra Aspergillus fue usada por primera vez en ---
1729 en un escritc de Micheli que la utilizd para denominar -
una etapa asexual de ciertas especies de hongos comunes. Has
ta nuestro dfas este nombre se aplica a un género en el cual-
no todas las especies presentan fase ascospdrica, pero eso no
se ha tomado como punto decisive para gue un hongo entre al -
género si reune otras caracteristicas pedidas. Raper(36) men
ciona gue no todos los micdlogos estdn de acuerdo con este =--

procedimiento. De este modo, y para tener la posicidn correc
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ta del Aspergillus entre los hongos, se presenta una clasifi-

cacién en donde situamos al Aspergillus dentro de’ los Ascomy-

cetes y los Fungi Imperfecti:

CLASIFICACION DEL Aspergillus - niger

Tabla VII

Clase: Ascomycetes £ =
Subciase:‘ﬁuaééomycetidaéf(seiié
Oxdeh:rEuréﬁi;ieég' L Lo
Familia: Eurcotiaceae o M

Especies: niger

Clase: Deuteromycetes
Orden:Moniliales

Familia: Moniliaceae

Género: Aspergillus

Especie: niger

En sus estudios, Raper y Thom. (36), reéoqocen>78 espe--—-
cies diferentes de este género. El -grupo vinculado al Asper-

gillus niger estd formade por hongos dque comunmente llamamos

hongos negros. El género tiene amplias distribucidn, desde -~
los trépicos a las regiones frias. El aire, en todas partes,
parece transportar de estos organismos, comoe se puede apreciar
exponiendoc al aire por pocos minutos una caja Petri gue con--—
tenga un medio de cultivo apropiadao. Por su uotente actividad
enzimitica, los Aspergillus scn parte fundamental en muchos -
procesos industriales; entre los cuales podemos mencionar la -
produccién de 3dcido citrice, glucdnico y otros dcidos orgini--
cos, transformacidn .de esteroides,. obhtencidn de eﬁzimaé ¢ manu
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facturas de bebidas y alimentos fermentadds, antibidticos, --

etc.

Particularizando, los aspérgilos negros sbn, can ‘toda =--
probabilidad, mds comunes que cualquier otro grupo del ‘gérero.
Su distribucidn es muy amplia en el medio amhiente, aprove---
chando una gran variedac de sustratos parea cxmmrAentre los --
que incluimos: granos, forrajes, frutos y vegetales podridos,
fibras de algoddn, cuerc, sustratos ricos en proteinas, folla
je y ramas de los bosgues. S5on abundantes en todos los suelos
examinados, particularmente en los provenientes de las &areas-
sub y tropicales. Con lz posible excepcidn del grupo de As--

pergillus flavus, gue es de gran importancia en Oriente, el -

grupc de los aspergilos rnegros, es sin duda, el mds ampliamen

te usado en la industriz gue cualquier otro grupo de hongos.

Ahora pasaremos al terreno de la descripcidn morfoldgica

del Aspergillus niger: el micelio es semejante al de muchos -

hongos. Las hifas bien <desarrolladas, takicadas, hialinas, -
e¢std3n muy ramificadas. Sus c¢&lulas por lo general son multi-
nucieadas. Cuando todavia esti joven y vigoroso, el micelio-

produce abundantes conidifforos (de hialino a café, tipicamen
te suaves, pero en algunas especies ligeramente granular o -
puntuado, usualmente de faredes gruesas). Estos no se orga--
nizan de algln mode, sino gue nacen aislados directamente de-
las hifas somfticas. La z&lula hifal que se ramifica para dar
lugar al conididéforo, se llama célula basal. Los conididfo--~
ros, son hifas largas, srguidas, cada una terminada en una ca-

beza llamada vesicula (giobosas - parecidas a, hialinas o cnlo-

readas en sombras de cafE oscuro a pilide).,

Sobre toda la superficiec de la vesicula multinudcleada, "se

desarrolla una-gran cantidad de esterigmas {(en general, profun

. 16
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damente coloreadas o llenas de un pigmento) que la cubren com
pletamente. Segiin la especie pueden producir uno o dos estra
tos de esteriqmgs. Raper (36) llama primarios a los ecsterig--
mas del primer estrato y secundarios a los del estrato supe--
rior. Cuando se producen dos estratos de esterigmas, los co-
nidios salen de los secundarios. Los esteriqgmas gue llevan -
los conidios, sean primarioso secundarios, tienen tipicamente
forma de botella. A medida .que los esterigmas van madurando,
empiezzn a formarse conidios en sus extremos, unc debajo de -
otro, en cadenas. Los conidios son globosos y unicelulares, -
con paredes rugesas en su exterior. Al principio uninuclea--
dos, en muchas especies, por divisiones nucleares sucesivas, -
prontc se hacen multinucleares; sin embargo, en la mavoria de-

las especies losg conidics permanecen uninucleados

Los conidios del Aspergillus niger se forman dentro del-

extremo del esterigma gue en realidad es un tubo. En el ex--
tremo del esterigma, un tabigue transversal delimita una pocr-
cifn del protoplasma con un ndcleo. £1 protoplasto se redon-
dea, segieqa una pared propia dentro del esterigma tubular y

desarrolla un conidio. La pared conidial puede fusionarse -

parcial o completamente con la pared del esterigma. Entre tan
to, un segundo protoplaste, debajo del primero, se desarrolla
para formar otra espora y empuja la antinrmente formada hacia-
afuera, de tal modo que se forma una cadena de esporas a medi
da gue el protoplasma del esterigma continua creciendo y nue-
vos conidios se organizan, uno debajo del otro. La esclero—--
tia €5 una estructura de forma globosa a subglobesa que es de
colcr crema, ¢en su etapa joven Yy posteriormente sobre un fondo
café adguiere tintes roséceos. Como los conididforos y las -
conidios se producen en gran abundancia, es su color el gue -
predemina sobre la colonia gue cubren. De tal modo las colo-
nias cel Aspergillus parecen ser negras (niger), castanas, a-
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marillas, verdosas, etc.

Profundizando un poco mas en la utilizacidén en la indus--
tria, de los hongos, podemos decir segiin Whitaker & Tannenbaum
y Forage & Righelato, (46) y (49), que los hongos filamentosos
se han usado en alimentos por siglos, habi&ndose cultivado in-
dustrialmente por mucho tiempo para obtener diversos productos
tales como: &cidos orgidnicos, enzimas, antibidticos, aminoaci-
dos, esteroides, etc. Con frecuencia el micelio obtenideo de ~
esas fermentaciones se lava, se seca y es vendido como forraje.
Pero hasta el dia de hoy, no han sido considerados muy seria--
mente para usarse en procesos industriales de obtencién de PU.
Generalmente se ha creldo que la velocidad de crecimiento de -
los hongos es sustancialmente menor qu la de las levaduras, -
que su contenido de proteinas es mas bajo y que no son apropiados
para cultivo sumergido, debido a su morfologia filamentosa o -
de bolas lo gque aumenta la viscosidad del medio de fermenta---
cidén con el consiguiente retraso en el crecimiento y la autdli
sis. Pero, en afnos reclentes, se han descubierto y obtenido --
hongos con velocidades especificas de crecimiento comparables-
con las levaduras, presentando, asi mismo, un contenido de 50%-

de proteinas crudas de buena calidad, como vemos en tabla VIII

La morfologia de los hongos es un resultado de la frecuen
cia de la ramificacidn de las hifas, pudiendo ser controlada -
por una buena seleccidén de las condiciones del cultivo y cepa-
a utilizar. En la actualidad, el cultive continuo es una herra
mienta comiin en la investigacidén y desarrcllo de procesos de -
PU, en general las cindticas observadas en bacterias y levadu-

ras son aplicables a los hongos filamentosos,

Una vecz dado un vistazo a las caracteristicas de los hon-
gos, en general, gue justifican su participacidén en procesos -
de produccidén de PU, pasaremos a revisar las gque presentan el
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Aspergillﬁs niger.

Tabla VIII. .

“ COMPARACION. ENTRE- LEVADURAS Y HONGOS

Microorganismo sustrato . -tprotei

Aspergillus niger -
Aspergillus niger extracto de
alubias e -
Aspergillus Fumigatus casava T T
Aspergillus nidulans ---- - : 0,36 (9
Fusarium moniliforme —--- ‘ 51 B ;OQ31 . (9
Penicillium chryso~  ==--- 42 ©0.11=0.30 . - (9
genum. S : :
Céndida utilis mmm e BQ s T (U g)
Rhodotorula glutinis =---- s - 0.158-0.211 - . { 32)
Sacharomyces cerevi- —?—-k ) : - 0.20=0.25" "~ - 3
siae. ) ) : o S
1). Muchas espepies'de hongos, entre las cuales se encuen
tran el A. niger, tienen propiedades ideales para pro
cesos de PU gue utilizan como materia prima, materia-
les de des=chu. Estdn disefiados para invadir tejidos
vegetales debideo a su extenso y potente eguipo enzima
timo, 4que incluye una gran variedad de polisacdride, -
hidrnlasas, lipasas, proteasas; por lo tanto, estan ca
pacitados npnara aprovechar ia mezecla de materiales con-
siderados come desperdicios. De hecho, ellos son los-
principales productores de enzimas en procesces indus-
triales. (32), (45).
2), Alzgunas especieé de hongos son termotolerantes, capa-

ces de crecer en forma satisfactoria en el rango de -
temperaturas de 25-60 °C, lo cual haja costos por en-
frismiento. El A. niger se incluye dentrxo de este --

grupe. (12), (42).
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3)

4)

5)

6)

7y

8)

9)

10)

Los hongos se pueden desarrollar en pd s de 1.5 a ~--
4.0, lo gue los confiere una ventaja selectiva muy -
fuerte sobre posibles contaminantes, pudiendo ser po
sible obviar medidas de esterilidad. De hecho la li-
teratura en donde el A. niger se ve involucrado, ma-
neja ph de 3.0 - 3.5, y en un articule, (42), Senez-
lleglé a trabajar en condiciones no estériles, sin que
llegara a presentarse contaminacifn en el producto,

Los hongos se desarrollan de manera filamentosa, ds-
td8 su naturaleza bien controlada, hace posible recupe
rar el micelio con una simple operacién de filtra---—
cidn s5in que tengamos grandes pérdidas celulares, a-
demds, de ser ficil y ré@pida de llevarse a cabo, {(9)
(20),4{(42) .

Presentan una estabilidad genética mayor que las le~
vaduras y bacterias, lo que el peligro de tener una-
cepa patdgena o productora de alguna toxina, es me--—
nor, (9). '

Los hongos son capaces de aprovechar el nitrdgene --
proveniente de una fuente inorgénica, como fuente ---
principal de este elemento. El Aspergillus niger cu
bre este aspecto también, (42),(43).

Uno de los objetivos del proceso de PU es la preser-
vacidén de las tierras de cultivo para fines agrico--
las y no para industriales, entonces los hongos de=-=-
ben ser capaces de crecer en cultivo sumergido, ade-
mids de aprovechar una sola fuente de carbono y desa-
rroclarse en medios baratos y abundantes. (11).

Como ya vimos en la tabla VIII, el Aspergillus niger
presenta una buena wvelocidad de crecimiento compara-
ble a la de las levaduras, que puede incrementarse, -
aun mids si la economia del proceso asi lo requiere, -
(32),(9),(11).

se en el nroceso, debe

El Asperqgillus nigey a utilizar

convertir con eficiencia el carbonoe del sustrato en-
carbonn tisular acompafande a é&sto un avrovechamien-
tc cercano de nitrédgeno incrgdnico an nitrdgens pro-
td8ico, (11). : = :

[o]
4
[

Se pretende utilizar el proceso de PU en regiones --
donde hay una sobreproduccidn de carbehidratas e in-
fraproduccifn de proteinas, en nuestrd caso especifi

20
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Tabla IX

co €stos son el almiddn, asi que el hongo debe po---
seer capacidad amilolitica. E1 A. niger la posee, -~
tanto gque es una de las fuentes “de obtencidn.de ami-
lasas a nivel industrial, (11),(35).

(9), (32).

Contenido de aminodcidos (g de Aa/100 g de proteina)

na)

leche de
vaca

Fuente Cys-~Ile~-Leu--Lys—--Met--Phe~--Thr--Try~-Tyr-val--
ref. FAO® 2.0 4, 4.8 4.2 2.2 2.8 2. 1.4 2.8 4.

A. niger 1.1 7 5.9 2.6 3.8 S, 3.2 .
bacterias 0.4 3.0 4.7 4.1 1.7 2.4 2,173
levaduras 0.3 110.7 1.4 4.1 4.8 0.5 1.4 5.7
soya(hari~ 1.2 . 7.6 6.6 1.1 4.8 - 1.2 .8 : .

0.9 6.4 9.9 7.8 2.4 4.3 4.6 1.4 5.1 6.9

° FAO (Food and Agriculture Organism).

11) .

Es deseable, no solo obtener proteina en grandes can
tidades, sino gue ademds sea de buena calidad, ésto
significa gue no tenga deficiencias cuanti y/o cua-
litativas de aminodcidos esenciales. Esto lo tene-
mos reflejado en la tabla IX en donde comparamos --
el contenido de aminoicidos del A. niger con otras-
fuentes y la referencia de la FAO, en donde aprecia
mos gue tedricamente se puede obtencr proteina de -
buena calidad a partir del hongo.

Perlman, (32), mencionraestudios hechos con biomasa-
de A. niger, acerca de su poder nitrice, obteniendo
los siguientes resultados:

—--- PER (coeficiente de eficiencia prot@ica) 2.50.
{g. ganados en peso/g de proteina consumida)
contra caseina.



13).

14) .

Takla X

-~ Relacidn de conversidn de alimento (kg/kg de —--~
pesc ganado)= 2.02 (ajustado a un valor de PER
de caselina de 2.50).

Estos estudios se efectuaron en pollitos, no repor-
tédndose toxicologia alguna.

Gray, (11), manifiesta que en estudios calorim@tri-
cos realizados con este hongo, Al niger, se encon--
traron valores de 4.8--5.9 kcal/g, esto es importan
tante si el alimento va a ser utilizado en regiones

con deficiencia caldérica, ademids de protéica.
También es importante conocer el aporte de vitami--

nas gque 44 el hongo tante cuali como cuantitativaw-
mente, Tabla ¥X.

CONTENIDO DE VITAMINAS (ug/ g de peso seco).

microorganismos biotina--riboflavina--piridoxina--ac. pant.--cianocoba

lam.
A. niger - 0.24 6.7 25.4 25 35
Fusarium monili- 0.31 9.5 36.8 25.5 33
Torula sp. 2.3 45 33.4 67 -
Basidiomycetes 0.37-2.32 7-96 . 0.6-98 - 3-52 -
soya{harina) . l

- 3.5 - a5 -

Como vimos al principio en la introduccidn, en los aspec

tos generales de PU, &sta tiene desventajas importantes gue -

deben tomarse en cuenta antes de adoptar una decisidn respec-

to al destino de la biomasa obtenida. Centraremos nuestra a-

tencidn en buscar Si el microorgamismo utilizado presenta al-
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gdn aspecto toxicoldgico y/o patolégico.

Segretain (41) y Alexopolous (2), hacen notar.gque algu--

nas cepas de Aspergillus niger son patdgenas para'ei hombre vy

los animales. Especialmente, las aves demuestran mayor suscep
tibilidad al ataque de este hongo, la micosis gue causa es ¢oO
nocida como aspergilosis, afectando principalmente a los pul-
mones, auncgue a veces infecta los oidos de manera seria. De-
bemos aclarar que en los humanos esta afeccidn no ce pfesenta
regularmente, sino que tiende a ser rara y oportunista. Los-
casos reportados se produjeron después de sensible baja en las
defensas del organismo, exposicidn prolongada a las esporas o
como producto de un tratamiento con esteroides. El cuadro -~
clinico que desarrolla la aspergilosis pulmonar, frecuentemen
te se confunde con la tuberculosos pulmonar, gue invade la ~=-
misma zona, por lo que al tratirsele errdneamente resulta ser

de fatales consecuencias.

Existen maneras de resolver este probléﬁa, una de ellas-
es seleccionar la cepa a utilizarse y probar experimentalmen-
te gue no desarrolla estados patolégicés. Otra es manipuiar—
genéticamente la cepa a utilizar para obtener un mutante esta
ble que no esporule, como el mencionado POE Gregory- (12) Una
mis seria, controlar las condiciones del cultiveo de, tallmahe—
ra, que no se llegara a la fase de esporulacidn ylébéénéflééi,
puro micelic. Afadiende, si es costeable, un-procésé de ‘este
rilizacién. S

El género Aspergillus tiené dentro de sus miembros algu-
nos productores de sustancias téxicas para ei hOmbré v los a-
nimales, llamadas micotoxinas, segin Pore (34); la-concentra-
cibén tdxica es menor a 1mg/kq'derpeso corporal],’ destacindose-
las aflatoxinas y ocratoxinas por su imppr;dncia'econ6mﬁca al
contaminar y echar a .perder grandes cdntidades‘de productos -

agricolas.
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En el momento actual, . la-literaturda no hace mencidn del

Aspergillus niger como productor de algdn compuespé téxico si

milar a los aflatoxinas u ocratoxinas, este microorganismo es
un gran productor de dcido oxdlico, sustancia de usc indus---
trial, tdéxica para los seres vivos, De hecho, existen proce-
sos para obtenerlo a partir del A. niger como variante de los
usados para dcido citrico, Prescott (35). Pero ésto también-
significa, lo dice el mismo autor, que modificandec las condi-
ciones de cultivo en lo gque se refiere al pH y concentracidn,
asi como presencia de, sales minerales podemos hacer que el §
cido dxalico se produzca en cantidades minimas en el medio y-

-0

no "envenenara la biomasa obtenida.

Pero hay que puntualizar lo que subraya Gray (11);. "la -
cantidad de especies productoras de micotoxinas es muy poca -
en comparacién con las que no lo hacen, de tal manera que con

una adecuada seleccidn sarteariamos el problema®.



I1I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

,En:ngestgé_pa$§;ag:§n,par£e'de la. poblacidn tiene que .re
currir al uso de “harinas pobres"‘hﬁtricioﬁéiméﬁééif(eé}dgéir
que su contenido en protefnas es muy bajo y que para cubrir -
la demandé del organismo se tendrian que ingerir en cantida--
des que sobrepasan la capacidad del sistema digestive), para-
satisfacer sus requerimientos alimenticios y los de losfanimg

les ‘que detestan.

Estudios efectuados por Durén Flores (45), revelaﬁ.que -
el porcentaje de consumo diaric de proteinas animales en rela
cidn con las recomendaciones de nutrimentos para la poblaciédn
mexicana era de 36.8% per cipita para las zonas rurales, 47.6%
para las semirurales y de 89.2% para las urbanas. Ahora bien,
este problema se agudiza por las dificultades gue actualmente
soporta el campo, las cuales orillan a la importacidn de ali-
mentos v forrajes, lo gque impacta gravemente sobre la econo--
mia agropecuaria, obligando a poner precios prohibitivoes a las
proteinas animales y no pocas vegetales, guedando de esta ma-

nera lejos del poder adguisitivo de la gente.

Esta situacidn deficitaria no es privativa de nuestro =--=
pals, sino gue se presenta en mayor o menor grado en el mundo,
WHO Cronicle (47), las causas que le han dado origen; en~su -
mayoria, son ajenas a la ciencia y no esti dentro de nuestros
cbjetivcs el analizarlas v/o solucionarlas. Sin‘embargo, la
ciencia como parte de la realidad, de la cual no puedé ex—----
cluirse, ha dado respuesta a este problema. Una de ellas es-
buscar y encontrar fuentes protéicas alternas a las tradicio-
nales, gue sean baratas e industrializables, Luiselli ({22}, -
para cubrir cen creces la demanda, evitando en el futuroc la -

escasez v especulacidn nor causas econdmico-politicas.
Lo que es objeto de nuestro interés .lo constitiye 1a 6b-
tencién de PU, fuente protéica alterna,'bqrata y factible.de~

Cae
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procesarse. a gran escala. Protefna unicelular es un término-
genérico querse aplica al concentrado protéico obtenido a par
tir de microorganismos unicelulares, los cuales pueden culti-
varse en ﬁna gran variedad de medios relativamente abundantes
y baratos, cuyo valor inicial es nulo o escaso, Entonces po-
demos aseverar que las "harinas pobres" con ayu@a microbiana

y la tecnologia adecuada, pedridn tornarse en "harinas enrigug
cidas" (aquéllas gue se les aumenta su contenido de algilin pa-
rdmetro alimenticio), siendo &sto una contribucidn, gque ayude

a aliviar el déficit protéico existente en la actualidad.

L.a meta inmediata es obtener un producto de alta calidad
Yy costo semejante, o menor a2l de los forrajes, que pueda apro
vecharse como alimento para los animales de cria. De esta --

manera conseguiriamos:

- Desviar a consumo humano una importante cantidad de --
proteina vegetal que se utiliza en la preparacidn de -

alimentos balanceados.

- Abatir costos de crfa y manutencifn de animales de pas
toreo, lo que necesariamente rebajaria el precio de --

los productos primarios y derivados de.ellos.. .. ...

- Lograr gque el pais sea autosuficiente en recursos ali-
mentarios, disminuyendo la importacién de granos.y ali

mentos.

- Recuperar y engordar animales que actualmente se sacri

fican por carecer de alimentcos para mantenerlos.

“La mediataseria-probar-el producto para saber: si llena

los requerimientos para su incorpeoracién a la dieta ‘humana.
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IV. OBJETIVOS E HIPOTESIS

OBJETIVO GENERAL:

“En;éste'trabajb se elevara eLféonégnidb'protéico un-

de
maceraddjdé'camote (Ipomoea batatas): ,Eéto'se hard utilizen-
do la capacidad enzimltica que posee el hongo Bspergilius oi-
ger, gue permite, a pértir de carbphidraﬁos del camocte elevar
la cantidad inicial de protefnas del mismo".

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.~ Aislar el Aspergillus niger de sus diferentes habi--
tats conocidos. El aislamiento se hari de suélo, ai
re v frutos citricos que presenten contaminacidn ca-
racteristica. Se usard la técnica de'aislamientot~—
por diluciones o siembra directa, Seqﬁﬁﬂéea elycésa—

y sembrando en agar Rosa de Bengala.

2.- Identificar y caracterizax a las colonias que se soS
peche pertenecen al ¢g8nero que nos interesa, usando-

técnicas de microcultivo y crecimiento’ en placas (<

(3

racteristicas macro y microscdpicas) apoyadas en cre
cimienteo, en medio de Foster, aunque esta prueba no-

eés.concluyente.,

3.~ Efectuar el anflisis bromatoldgicos al camote por m-
tilizar, empleando técnicas apropiadas:; para tener =
los patrones de conmparacidn cuando se obtenga la bio

masa final.

4.~ Encontrar las condiciones &ptimas (cepa, temperatu--
ra, pH, medin, concentracidn de componentes dJal me--
dio) para el proceso. Esto . se hard corriendo cin&si

cas en matraz, (erlenmeyer de 250 ml.).
S5.- Correr cinética de fermentadcr con los valores obte-
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‘nidos. en elipunto, anterio Sacar informacién . sobre~

tblégicq;dé,laibibmﬁsafbbfeni'

HIPOTESIS -

"La fermentacidén en condiciones éptimaé debe producir
un aumento en el contenido protéiép:iniciélwde la ha

rina de camote".



V. DESARROLLO EXPERIMENTAL

desarrollo experimental consistid de:los:siguientes -

Obtencidn, preparacidn’ y.andlisis del camote.'; '

Aislamiento e identificacidn del microorganismo:

Cinéticas en matraz.

Cinética en fermentador.

Anilisis de la biomasa obtenida.

Desglosando tenemos que:

1.

Obtencidn, preparacidn y andlisis del camote:

a).

b).

c).

d) .

el

Aislamiento e identificacidn del microcorganismo

a)’.

Obtencidn: el camote (Ipomoea batatas) se”adgui--

rié en el departamento de legumbres de una tienda

de autoservicio.

Secado: el camote se lavs y cortd en pedazos lo -
md3s fino posible. Se puso a secar en estufa a =--
60°C por 24 horas y al sol. En la estufa tuvimos
problemas de espacio y caramelizacidén del camote,

por lo que se optd mejor por el sequndo método.

Molienda: para moler el camote se utilizd un moli
no de cuchillas marca Arthur H. Thomas and co. --

Scientific apparatus, hasta pasar por malla 60 .

Andlisis bromatoldgico: se efectuaron sobre el ca
mote los siguientes andlisis: % de humedad, % de-
proteina, % de cenizas, % de carbohidratos tota--

les, % de grasa, % de fibra cruda.

Almacenaje: el camote molide v seco, se guardd en

frascos de vidrio limpios, en lugar fresco v seco,

Aislamiento: las cepas se aislaron-de: suelnm,.ai-. .
re y frutos contaminados, estos dltimos-adquiridos-
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b} .

c).

en puestos de jugos localizados alrededor de la -
ENEP/Zaragoza, 2 fepas fueron aportadas por el -
laboratorio de Microbiologia Farmacéutica, gracias
a la Profra. Dora Alicia P&rez Gonzilez. Los me-
dios utilizados fueron el agar Rosa de Bengala y
de Foster. Ya aisladas las cepas, se'transfieren—
a tubos inclinados de agar Czapeck, en espera de -

su identificacién.
Identificacidn:

b.1 Microscdpica: se utilizé la té&cnica de micro-
cultivo. Las preparaciones se fijaron con --
balsamo de Canadd, obteniéndose microfotogra-
ffas con el siguiente equipo:

- microscopio Axiomat/ Carl Zeiss. Lentes ---
25 x y 50 x.

- rollo: Ecktachrome/Asa 200.Kodak/35 mm

b.2 Macroscdpica: se utilizd el método marcado --
por Raper (36). Se tomaron fotcgrafias del -
crecimiento en placa, asi como de otras par--

tes del proceso con el siguiente equipo:

~ cdmara: Minolta pocketpack 440E
- rollo: Fujicolor 24, CN 110, Asa 100, 21 --
DIN.

Preservaciln: una vez identificadas las cepas, --
estas se preservaron en agar Camote Czapeck, re--
sembrdndose cada 3 meses. Se trabajdé con 2 11i---
neas, una llamada de reserva 'y otra de trabajo. Se
tuvieron problemas de adaptacidn del microorganis
mo al medio, manifestdndose esto en una variabi--

lidad de coloracidén de la colonia. Se dejd incu-
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bar mds dias, las cepas que homogeneizaron su co-
lor se conservaron como puras, mientras gque las -
gue no lo hicieron fueron consideradas contamina-

das.

3. cinéticas en matraz.

a).

Seleccién de cepa, temperatura y medio: este blo

.gque de experimentos se conduce bajo un diseiio que

nos permite dilucidar 3 variables en 81l; a saber:
cepa, temperatura y medio. 'Las cepas que se uti-
lizaron en el estudio fueron: $§-I1, S-VI vy S-IX,

que desde este momento se nombraron como: cepa =-—
IXI, cepa I y cepa 11, respectivamente. Estas ~-
presentaron crecimiento abundante y coloracidén u-
niforme en el medioc de mantenimiento. No presen-

taron excrecidn.

Las temperaturas gue se probaron fueron: 37, 45 vy

50°C; ya que segin la bibliografia, Senez (42), -

Gregory (12), Forage (9) y Reed (35), es deseable

‘contar con un microorganismo termotolerante que -

haga innecesaria la integracidn de un sistema de-

enfriamiento en el proceso. De este modo 1los cos

tos rebajarian este rengldn que impacta severamen

te en ellos y como consecuencia, el producto po--
drd tener una rentabilidad mayor que resultaria -
en tener el producto a precios accesibles a la ma

vor porcidn de poblacidn.

La diferencia entre el mediocofy el B, est& en la-

composicidén de la fuente de carbono, que en este

caso, es el camote. En el primero de ellos, alfa,
el camote agregado no tiene c&scaxa y en'beta si-—
la tiene, habiendo entonces un mejor aprovecha---
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b).

c) .

aj) .

e).

miento de este tubérculo. Villé (50), nos dice -
qué en la c8scara se concentra la mayor cantidad-
de sales minerales vy otras sustancias, mientras -
que la porcidén restante es, por decirlo asi, un -
:"aihacén" de carbohidratos, meyoritariamente en ~
forma‘de almidédn. Entonces supusimog, se iban a-

presentar diferencias en los resultados.

Series de corroboracidn: este éexperimento se de-
nomindé "serie de corroboracidn, ya que sirvid ---
para decidir la temperatura utilizada en los- expe
rimentos posteriores. Esa vez se contd con mayor
espacio en la plancha de agitacidn/incubacidn, --
por 1o que se considerd pertinente aumentar el --
tiempo de incubacidn. El indculo sufre una modi-
ficacidn, ya que en vez de agregar micelio, se op

té por adicionar una suspensidén de esporas.

Efecto del pH sobre el crecimiento: se higcieron -
4 variaciones sobre el pH inicial del medio, ‘para
determinar cual de los valores propuestos daba me
jores resultados. Se tuvieron interferencias en

el desarrollo de color en el método dé medieidn -
de crecimiento (determinacifn de desoxipentosas)

por lo gue se decidid cambiar de método y se mon-

té un experimento para probarlo.

Prueba de método de crecimiento: el métods gque sg
e

e
leccionamos fué la determinacidn de fdsforoc total
por medio de molibdato de amonio. Se corrid& una

cin&ética para oktener biomasa en medioet v B, e--

- fectudronse las pruebas y el método no produjo in

terferencias.

Optimizacidn del medio: fuente de carbono: se tra

.32



té de encontrar la concentracidn Gptima de fuente
de carbono en el medio que venlamos manejando, pa
:ra lo. cual variamos la cantidad de camote sgrega-~
do . de 0 a 5 g; las determinaciones se hicieron so
bre la biomasa y filtrado obtenidos a las 96 ho--

ras de crecimiento.

£). Optimizacidén de medio: fuente de nitrdgeno: segui
mos la misma idea gue en el experimento anterior,
variando lo agregado de fuente de nitrdgeno (ni--
trato de amonio) de ¢ a 1.5 g. Las determinacio-
nes se hicieron a las 96 horas de crecimiento, La
férmula del medic tiene incorporada el nuevo va--

lor de fuente de carbono.

"g). Optimizacidn del medio: fuente de fdsforo: nos -~

quedaba por dilucidar la concentracién del Gltimo
componente, se hizo de manera similar a los otros
2 experimentos. Se varid la cantidad de fosfato-
monobdsico de potasio de 0 a 1.5 g. En el medio

se incorporarorn los valores encontrados experimen

talmente en las pruebas anteriores.
Cinética en fermentador.

Se quiso saber ael comportamiento del hongo en el fer
mentadocr con el medic escegido y los parimetros encon
trados experimentalmente. Asi que se montd una cin&ti
ca en fermentador incorporando todos los valores ha--

llados.
Andlisis de la bicmasa.

La biomasa gue se obtuve en la fermentacidn, se anali
z8 para compararla con los resultados que-previamente

se ohtuvicron sobre el camote.
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Los materiales y m&todos se describen a continua-
€idn. El -esquema 1 nos d5 mejor idea del plantea

miento del desarrollo experimental.
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A1)

A.2)

VI. MATERIALES Y METODOS.

Preparacidn de la muestra (24}:

Este deber3 ser representativa de lo que se yay&.d,j
analizar, ya sea el camote & la biomasa. También:dg‘
bera homogeneizarse, utilizando el mortero 6‘e1<mqli
no segin sea el caso, las técnicas dardn una ekpiicg

cidn mis amplia sobre este punto.
Humedad: (24,25,27).

Fundamento: La humedad se determina por la pérdida-
de peso que sufre la muestra cuando &€sta se ve some-
tida a condiciones de temperatura, tales que el agua
retenida por fuerzas no guimicas (agua no esencial)

es eliminada, ya gue su presencia afecta el porcenta’
je de los constituyentes analizados. Joslyn (17), a-
acota que los aziicares sufren descomposicidn arriba-

de 70°C.

Material: estufa desecador

charola de papel alumi pinzas de crisol
nio

balanza analitica

T&cnica: Se colocan las charolas de aluminio dentro

de una estufa a 60°C, durante 3 horas, concluido el
tiempo sSe sacan con ayuda de pinzas, se ponen a en-
friar en el desecador. Se pesan rapidamente. Meter
a la estufa 1 hora m3s, pesando de nueve, repetir -
hasta peso constante. En la charola se pesa 1 ¢g. -~
de muestra (si es el camote,en tiras lo mds fino po
sible y escogidas al azar, la biomasa se muestrea -
representativamente), se¢ deja secande a 60°C, por -
12 horas. Al término de éstas, las charolas se de-
jan enfriar en el desccador, pesdandose rapidamente.
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~%'de humedad: A—

La determinacisnise hace.

Cilculos: - _
. _A<B 7 “A:ngsg1de”muéstra”humeda
A-C B: peso 'de-muestra seca

C: peso de charola, tara
Cenizas: (24,25,17)
Fundamento: Cuandoc los alimentos se incineran a tem
peratura entre los 500-600°C, el agua y otros cons-
tituyentes volitiles se desprenden como vapores, ==
los orgénicos se incineran en presencia del oxigeno

y se van a la atmésfera como CO_, &xido de N, asi-~-

como Hz en el agua.

Se debe evitar la temperatura por arriba de los 550

°C para evitar la volatilizacién de los clorurocs.

Material: balanza analitica tripid
mechero Fisher trifngulo de porcelana
criscoles de porcelana quanies de asbesto
desecador pinzas para crisol
mufla

T&cnica: Los crisoles perfectamente lavados y secos

se ponen a peso constante metiéndolos en la mufla a-
550°C por dos horas. Dejar enfriar a temperatura am
biente en el desecador, pesar rapidamente. En los -
crisoles puestos a peso constante pesar 2 g. de mues
tra seca. Colocar en un tripié& con tridngulc de por
celana, se calienta poco a poco con un mechero hastsa
la carbonizacidén completa de la muestra. Evitar la -
flama directa en la muestra © alguna corriente de aire
que puedan alterar el contehidO(k cenizas, Con ayuda de
las piezas introducir en la mufla e incinerar por 2 -

noras a 550°C o hasta cenizas blancas o grises ho -~



.mogéneas. Transcurrido el tiempo, poner los criso-

A.4)

les en el desecador para que Sse enfrien'a,témpe:atg
tura ambiente, se pesan lo md3s rapidamente posible.

Las determinaciones se hacen por duplicado.

Cidlculos:
% de cenizas: P-R :x100 P: peso de crisol mas ceni-
M zas calcinadas.

R: peso tara de crisol.
M: peso de muestra.

Grasa Cruda (24,25,17).

Fundamento: Esto depende de la diferencia de solubi
lidad de 2 & miAs componentes de un material s&lido-
& semisSlido en un solvente en particular, uno de -
los cuales es mis soluble & se extrae mis ripidamen
te que los otros. Las grasas son solubles en &ter,
este se calienta, veolatiliza y al hacer contacto --
con una superficie fria se condensa pasandoc por la-
muestra arrastrando sustancias solubles. Este pro-
ceso es repetido en forma continua hasta gue no que
den residuos de lo extraible; finalmente el &ter se
destila y recupera guedando un residuo en 21 vaso -

conccido como grasa cruda.

Material: aparato de extraccién Soxhlet estufa
fuente de calor (foco) cartuchos de =
celulosa
balanza analitica pinzas
desecador ) soporte univer
sal

. Reactiveo: &ter etiliceo anhidro

T&cnica: 1. Poner a‘peso constante los metraces del
aparato Soxhlet en una estufa a 60°C. =~

Calentar 2 horas.. Enfriar en desecador
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¥

y pesar rdpidamente. Usar pinzas.

2. Pesar 500 mg de muestra seca, colocar =
en el cartucho de celulosa que tiene --
fondo de fibra de vidrio y se le pone -
una tapa del mismo material.

3. Armar el aparato Soxhlet, poner en el -
matraz 20 ml de éter; colocar el cartu-
cho en su lugaxr. Calentar suavemente, -
extraer por 16 horas.

4. Recuperar el é&ter pocr destilacidn, po--
ner a secar en una estufa los matraces
a 60°C, por 2 horas. Enfriar en deseca
dor a temperatura ambiente, pesar rapi-
damente, manejar con pinzas.

5. El cartucho ponerlo a secar en las mis-
mas condiciones, perc hasta total evapo

racidn del éter. Recuperar la muestra.
Cdlculos:
% de grasa cruda: I - .,F x 100 I: peso del matraz con
M grasa

F: peso tara del matraz
M: peso de la muestra

Fibra cruda: (24,17).

Fundamento: La muestra se somete a un proceso de hi
drélisis, la primera parte de la cual es una en con
diciones &dcidas y la segunda se efectia en condicio
nes bisicas. El residuo de este tratamiento serdn-
entonces loscarbohidratos no degradables en dichas-
condiciones (generalmente celulosa v lignina) de hi

drSlisis.

M3terial: Matraces de digestién crisclas de porcelana
- T matraz kitasato de 1000ml embudos de vidrio
paino de lino estufa
mufla balanza analica



"Reactivos: solucidn de dcido sulfirico al 1.25%
solucién de sosa al 1.25%  alcohol @tilico al 96%
alcohol octilico como antiespumante )
asbesto

Método: Pesar 0.500 g. de muestra molida libre de -~
grasa y humedad, transferirlo a un matraz de diges--

tién; adicionarle 0.250 g de asbesto. Agregar 50 ml

de la solucidn de &dcido sulfidrico hirviendo, unas go

tas de antiespumante y perlas de vidrio, Digerir por
30 minutos, teniendo cuidado de girar el matraz para
evitar que el material se adhiera a las paredes del

mismo. Pasado el tiempo, retirar el vaso del calor,

filtrar la solucidn con tela de lino, lavar el resi-
duo con 4 porciones de 12.5 ml de agua caliente, en-
juagando a su vez el vaso. Pasar el residuo de la -~
tela de lino a un matraz de digestidn, haciendo pa--
sar 50 ml de la solucidn de NaOH caliente por el pa-
fio con objeto de bajar completamente el residuo. Po-
ner a digerir 30 minutos. Retirar del calor, fil---
trar sobre otro pano limpio lavando con 8 ml de Aci-
do sulffirico caliente después con agua hirviendo. Se
debe lavar el wvaso bien para bajar completamente el
residuo, pasando al final alcohol etilico por el va-
so y pafho. El residuo se pasa finalmente a un cri=-=-
sol puesto previamente a peso constante. Se seca =--
por dos horas a 60-62 °C en una estufa de vacio o --
130 °C en una normal. Se enfria en desecador, se -

pesa. Se coloca en la mufla para calcinar el resi--
duo, lo cual se hace a una temperatura de B0OO0°C por

3 horas. Pasado el tiempo, enfriar en desecador a -~

temperatura ambiente, posteriormente pesar.

Cdlculos:

A: peso del crisol ges-

3 de fibra cruda: A - B = 100 pués del secado.
M B: peso del crisol des-

pués de calcinar

M: peso de la muestra
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I B; péso del crisol después de
“ealedinar.. ol

vii My opeso de’la muestra.

A.6) Determinacidn de carbohiératos totales por Antrona:
o (25,17,21,19). L

Fundamento: Es un método espectrofotométrico gue se
basa en la conversidn de los carbohidratos a furfu-
ral o metil furfural, mediante una deshidratacidn -
con dcido sulfirico y la formacidn de un compuesto-
colorido gue se produce al reaccionar el furfural -

con la Antxona.

Material: Matraces Erlenmeyer 125 ml tubos de ensayo

balanza analitica gradilla

pipetas 1 ml, 5ml,10ml espectrofotOmetro:
Spectronic

probetas 20 Bausch & ILob.

Reactivos: a. Antrona: 0.2 g de Antrona en 100 ml.-
de Hp S04 al 95% afadir con cuidado -
y agitar constantemente. La solucién
se descarta si tiene color verde. Se
guarda en frasco dmbar protegido de -
la luz, en refrigeracién.

b. Acido sulflirico-agua: 14 - 6.
c. Solucidn de glucosa; 100 mg/lt

d. agua destilada.

Té&cnica: Pesar 10 mg. de la muestra seca, afadir 20
ml de la mezcla 4dcido sulflrico-agua. Agltar para

solubilizar. Tomar de esta solucién 0.1 ml 0.5 ml y
1.0 ml, lIlevar a 1 ml. Colocar los tubos en un ba-
ho de hielo, afadir por las paredes del tubo 2 mlr-(
del reactivo de Antrona, de modo que las copas se -
estratifiquen y no se mezclen, al cabo de 2 a 2 min,
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agitar paré permitir la mezcla de latAntrona con el—
problema. La solucidn no debe 1
verde, si ésto ocurre descarta:

un bafo de agua hirvienté,fcalent por iO minut04-

exactamente. Enfriar. los tubos, leer la ,absorban--

cia en el espectro a 620 nm.

Curva de calibracidn.- Preparat una soluc1on de glu'

cosa de 100 mg/litro. Desarrollar latte”nlca“de an
trona en c/u.
Determinacidn de proteina cruda por métq@o cqlqt;mé
trico (48,51) T

Fundamento: La muestra es digerida con Acido sulfid-
rico y catalizadores para destruir toda la materia

O6rganica obteniende una sal de amonio; la cual en el
autoanalizador se hace reaccionar con NaOH para li-
brar amcniaco, gue reacciona con el fenol en presen
cia de nitroprusiato de sodio gue es el catalizador
y de hipoclorito de sodio como agente oxidante. Se

forma un complejo de color az{il gque se lee a 660 nm

Material: Autcanalizador II Technicon c¢olorimeter no. 371-

5.C. 74
Balanza Analitica matraces de diges--
tidn.
Digestor tecatox aparato Soxhlet
Agitador Vortex-Genie molino de martillos.
Reactivos:
a. Catalizadores: Sulfato de potagio —=-=- 99.0 g
Oxido de mercurio ———-—— 4.1 g
Sulfato d4e cobre - ----- 0.8 g
" se-mezclan hasta homogeneizar .
Acido sulfirico = ~--=--- 10.0 ml



Para el auto-analizador II de Technitcon:

a. Solucidn de N_OH al 20%:

Hidrdxido de sodio 50% p/v —-—=cwwe-=~ '400 g
Agua destilada =00  meemweecea- iOOO ml
el hidrdxido se disuelve en 600 ml del agua, se-
enfria a temperatura ambiente y se diluye a un -

litro con el agua.

Solucidrn de H_SO-N CL
4 a

Acido sulfﬁriio RA 0 immeem—eao 7.5 ml
Cloruro de sodio '  eweccacaa=- 100.C g
Brij~-35 solucién 30% = ~=ec--e-o- 1.0 ml
Agua destilada =00 m;eeecemee- 1000.0 m1l

se disuelve el cloruro de sodio en aproximadamen
600 ml de agqua y se adiciona posteriormente el -
dcido, antes de aforar al volumen, aifadir 1 ml =

de Briij.

Solucidn stock de tartrato de sodio y potasio al
20%.

Tartrato de sodio y potasio =-==-=== 200.0 g
Agua destilada . . =m=======1000:0 'ml
se disuelve la sal en 600 ml de agua, finalmente

se lleva a volumen.

Solucidn reguladora:

Solucién de tartrato de scdio 'y potasio al 20%

-------- 250 ml
50lucidn de hidrdxido de sodio al 20 %

L e e ——— 250 ml
Brij -~ 3% solucidn al 30 % —ece-—ae- 1 ml
Agua destilada 00 Jeese=- ~=-"1000.0 ml

exactamente medidos se ponen los mililitros de -
las soluciones en un matraz aforado de 1 1lt; a--
gregando antes de aforar, la soluecidn de Brij-~35.

Llevar a volumen con agua.
43



e. Solucidn salicilato de sodio-nitroprusiato de so

dio:

Salicilato de sodio =  =====w~-= : 150 ¢
Nitroprusiato de sodio -—-~==-- 0.3 g
Brij-35 al 30% e ———ee- 1.0 m1
Agua destilada = = = 0 m==-ee- 1000.0 ml

se disuelve primero el salicilato y el nitropru-
sjato en aproximadamente 600 ml de agua, antes -

de aforar al volumen agregar el Brij.

f. Solucidn de hipoclorito de sodio:

Hipoclorito de sodio 5,25% ~-=wee--- 6 ml
Brij-35 al 30% = emmeeeme- 0.1 ml
Agua destilada = =0z 0 @ecmececoao 1000.0 ml

se agrega la solucidn de hipoclorito en 600 ml
de agua, se mezclan y antes de aforar agregarxr el

Brij.

g. Solucidn de sulfato de amonio para la curva pa=-=

trdn:
Sulfato amonio = = @ —--=——---- 236 mg
Agua destilada @~ = = ~--ec--e--- 50 ml

el sulfato de amonio se disuelve en aproximada=-
mente 30 ml de agua y posteriormente se lleva a

un volumen final de 50 ml con agua destilada.

Té&cnica: Se pesan de 30 a 40 mg de muestra, malla-
de 60, previamente desengrasada (4-6 horas con éter)
dentro de un matraz de digestidn. Anadir 1 g de la
mezcla de catalizadores y 2 ml de dcido sul ffirico -
RA . Digerir por 1-2 horas, enfriar, anadir agua ~-
destilada hasta un volumen final de 75 ml, agitar =
en vortex. De este tubo se toma una muesfra, se me
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 se toman las sxgulentes alicuotas.

te - al autbanaliéador:despuéS-de la cufva pa£r6h.f

Curva patron- de la solucxon de. sulfato‘ aZQnio -

‘Alicﬁotas;(mlf7:i A£d;o (nl de agua  fConcentf5ci6n de
B RPN ‘destilada il e Nitrégend
0.1 i 50 ‘ 2% 10 ppm
ovz s - 4 %" "

. 0.4 2 v " n
0.6 : " "
0.8 : st " "
1.2 " "

i [0

1.4 - e

Cilculos: De la curva patrén se .obtien »lﬁipéndiehé
te (b,), y la ordenada al origen (bd)]:sé}sﬁsﬁituye

en la siguiente fdrmula:

‘% de protefina: {(Lectura de la muestra lectura del blanco) m——

2 . . .
b,by x 75 x 6.25 SR

peso de la muestra x. 10

donde: 75 : factor de dilucidn - B B
10 : conversidn de mg a g -
6.25 : factor de conversidn de Nitrdgeno a pro

teinas.
Carbohidratos solubres (método de Dubois) (17).
Fundamento: Los monosacfAridos, oligosacdridos vy
polisacdridos, dan un complejo de color amarillo=-na
ranja estable cuando se trata con fenol y dcido sul
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firico,
Material:

1: eqocoldrimetro Leitz

2. Baho de agua a 25§C '

3. Tubo de ensavyo ‘
4. Pipetas graduadas de 1,2,5.y 10"mi
5. Aparato vortex Genie R

6. Matraces aforados de 50 ml
Reactivos:

1. Fenol al 5% en solucidn acﬁosa:
2. Acido sulfiGrico RA

3. Agua destilada

Técnica:

Del filtrado obtenideo al separar la biomasa del me-
dio de fermentacidn; tomar 0.5 ml de filtrado, depo
sitar en un matraz aforado de 50 ml, llevar a volu-
men con agua destilada y homogeneizar. Tomar 2 ml

de esta solucidn, con pipeta, depositar en los tu--
bos de ensayo. Afadir 1 ml de la solucidén de fenol
y con cuidado 5 ml de dcido sulfirico. Dejar repo-
sar por 10 minutos, agitar para posteriormente po--
ner en el bafio por 15 minutos. Después de eso leer

la absorbancia a 490 nm.

Preparar una curva de calibracidn con pnuntos gue va
van de 0 a 100 ug/ml dc glucosa siguiendo el mismo-
método, graficar contra absorbancia, interpolar los

valores obtenidos en los problemas.

A.9) Determinacién de pH (17)



A.10)

'3.,?i§efa

Fundamento: El almidén forma un complejo con el I

Material:s

1.:Vamﬁ'dé{pfﬁdiﬁfféabéfdélioc'mi”
5. .

PotencidmetrosColeman: Vv

"Reactivos:

1. solucidn Buffer pH 4.0
2. Agua destilada

Técnica:

Ajustar el aparato con la solucidn buffer, cuidando
gque ésta Se encuentre a la misma temperatura que el
filtrado. Tomar 50 ml de este dltimo y en un vaso-
de precipitados proceder a la lectura del pH. Ano-
tar resultado. Si hay mds de un filtrado, ajustar-
el aparato entre cada lectura, Adoptar las precau-
ciones necesarias en el manejo del aparato y ejecu

cién de la técnica.

Determinacidn del porcentaje de almiddn en el caldo

de fermentacidn (17.25).

. 2
de color azul que puede ser leido en el fotccolori-

metro.

Material:

1. Fotocolorimetro Leitsz
2. Pipetas graduadas de 1,2 v 10 ml

3. Tubos de ensayo.

Reactivos:

1. Acido clorhfdrico IN:diluir el Acido concentraldo. RA
T 1:12. ' :
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A.11)

2. Soiucién de Lugol: disoivef;0;3_g_de 1, en‘ldo ml

de‘uﬁa solucidn de KI al 3%,

3. Solucidn de almiddn soluble al{l%.{,f"

T&cnica:

Coiocar un tubo de ensayo 0.2 ﬁl_delrfiltféda {6 --
bien 0.1 ml de la solucidn de almiddn al 1%), afiadir
0.5 ml de HCL vy 0.1 ml de 1ﬁqol, llevar a un volumen

final de 7 ml leer en el fotocolorimetro a 640 nm.

C3lculos:

Calcular la concentracidn del problema a partir del-
valor o obtenido con el testigo aplicando la siguien

te f&rmula:

conc. x={conc.T) (lectura X) conc. X - concentracifén del pro
lectura X blema
conc. T ~ concentracién del tes
tigo
lect. ¥ - lectura del problema
lect. T - lectura del testigo

Determinacidn de s&lidos totales (24,25)

Fundamento: Lo que se pretende es lo mismo que en la
técnica de humedad, se procurard que el material ---
pierda el agua no esencial gue pueda alterar las de-

terminaciones.

Material:

Papel filtro poro mediano Pinzas para crisol
vidrio de reloj Mortero

Estufa . ) Embudo Buchner
Matraz Kitasato ' Bomba de vacio



A.12)

Té&€cnica:

Los papeles filtro se ponen a peso constante en la -
estufa a 60°C por 3 horas. Enfriar el desecador a -
temperatura ambiente, pesar rdpidamente. Estos se ==
usan para recuperar los sélidos obtenidos en la ({(s)-
fermentacidén (es), se filtra en un embudc Buchner --
con ayuda de una bomba de vacio. Lavar perfectamen-
te con agua destilada los sdlides mientras estdn an-
el embudo, ésto con el fin de lavar cualguiey sal 5o
luble gue pudiera interferir en las siguientes deter
minaciones. Pasar el papel filtro con laos s&lidos a
un vidrio de reloj, poner a secar en la estufa a ---
60°C por 3 horas. Pasadeo este tiempo poner en el de
secador, enfriar a temperatura ambiente, pesando ré-
pidamente. Recuperar la biomasa, homogengizar en --
mortero o molino, hasta polvo, guardar en frascos =--
bien tapados en lugar fresco y seco para las siguien

tes determinaciones.

Calculos:

S6lidos totales/volumen de mediop - B A: peso de papel
' ' "7 filtro

B: peso tarz de

papel filtro

Determinacidn de proteina cruda por el método de =---

Messler (17,25).

Funpdamento: ©La muestra se digiere cocn dcido sulfd-

rico y catalizadores para destruir toda materia or-
gdnica, obteniendo una sal de amconio; la cual rea--
cciona con el reactivo de Nessler dando un compleijo

colorido gue se lee a 415 nm.



Material :

Balanza f Hétraées‘éfqrados de 50 ml
Matraces de digestidén E -

Kjeldhal "rFothoiorimétro

Pipetas de 1,2,5 vy lohl Tﬁbos-de ensayo

Fuente de calor
Reactivos:

l. Mezcla digestora:'Zg—dg CuSO4 anhidre
2g de dcido silenioso
100g de Na2 SO4
500ml de agua destilada
500ml de stO4
2. Nessler dilufdo: 300 ml de reactivo de Nessler -
concentrado se diluyen a 1000 ml con NaOH 5N, des

pués se lleva a 2000 ml con agua destilada.

Procedimiento:

Pesar mas o menos 25 mg de la muestra, se colocan en
un matraz de digestidn, adicionar 2 ml de mezcla di-
gestora. Calentar hasta que la muestra dé un colcr -
verde azulade; entonces calentar por 30 minutos mas.
Pasar al contenido cuantitativamente a un matraz afo
rado de 50 nl, diluif a volumen con agua destilada.

Tomar 2 ml de estaz solucidn, colocarlos en un tubo -

de ensavyo; a éstos ahadir 5 ml de reactiveo Nessler,

leer inmediatamente en un fotocolorimetro a 415 nm.

Interpolar lcs dates en una curva tipo de sulfato de

amonio de 0O a 100 ugqg.
Curva=-tipo:
Se prepara una solucidn de sulfato de amonio ‘con una
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A.13)

‘concentracidn final de 100 ug/ml, se preparan alf--

cuotas de 0 a 100 ug, se les afiade 5 ml de Nessler,

se lee a 415 nm en el fotocolorimetro.

Determinacidn de f£&sforo por molibdato de amonio --~
(17,30) . '

Fuhdamento:

‘La muestra se digiere con ‘dcido perclorlco para ‘Pre
'CLQitar el fésforo, que al reaccionar con el molxb—
dato de amonio hace que se forme un complejo de co-

lor azul que puede ser leido al fotocolorimetro.

Material:

Balanza analitica Fuente dérdalo:

- Pipetas 1,2,5 y 10 ml Fotocolorimetro: Leitz

Tubos de ensayo grande

Reactivos:

1, &cido percldrico RA,

2, molibdato de amonio al 5% (p/v)ien Sgua destila-
da S o
3. &cido ascdrbico. al IO%L(p/y)‘en agua destilada

solucidn se guardéjédf;éf?fﬁeiﬁéﬁfrémfélsiéryfa;£;77

varios meses. ’ ® : .

4, &cido aséérbico al'O 02%. Se. prepara a. partlr.‘
de la soluciédn’ . de reserva arrlba descrlta y se
descarta lnmedlatamente (1 ml de 10% en 50 ml deJ

agua destilada).

TEcnica:

a) Poner 25 mg de muestra seca y. homogenenzad&
b) Poner la muestra en tubos de ensayo grand‘
' dir 2 ml de &cido percldrico RAL 7 )
¢) Calentar suavemente al principio péi5 é0€pb£éf7é1
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agua, despu&s con mayor fuerza, hasta obtener un-
digerido incoloro.

d) si persisten particulas carbonizadas; aﬁadif cau-
telosamente 1 6 2 gotas de perdxido de hidrSgeno.
Asegurarse que el reactivo desaparezca toﬁalmente
del medio de reaccidn. »

d) Remover los tubos de la zona de calentamiento. --
Enfriar y llevar a un volumen final de 5 ml.

f) Anadir tubo por tubo en este orden:
1. 0.2 mi de dcido ascdrbico al 0.02 %

2, 0.4 ml de molibdato de amonio al 5%

Agitar vigorosamente después de cada adicidn. Repo--
sar por 10 minutos, leer en el fotocolorimetroc a 640

nm (m8ximo 30 minutos después de la reaccidn).

Curva-patrén:

~Balanza analitica : - Tubos de ensayo

Se corre una curva-patrdn con concentraciones de 0 a

100 mg de f&sforo usando KH, PO se sigue la técnica

274"
desde el paso f. La sal previamente se pone a secar
a 105°C durante 2 horas
Determinacién de DNA (desoxipentosas) (25.5,40)

Fundamento:

El dcido triclorodcetico nos permite extraer el DNA
de las células y su posterior hidrédlisis:; entonces -~
la difenilamina al reaccionar con los azlicares resi-
duales que originalmente estaban unidos a las puri--
nas del DNA nos d&n un complejo coliorido que puede -

ser lefdo en un espectrofotdmetro.

Material:



Pipetas de 1,2,5 vy 20 ml Canicas

iEspectro¢otometzo node-

Equlpo para'bano Maria
o lo Spectronic

»Céntrifuqa clfniéa4 ; : f‘¥f20_de Bausch> &Jlémb"

Reaéﬁivos;

1. Reactivo de difenilamina: 1 g de difenilamina
recristalizada se disuelve en 100 ml dg‘ééido a-
ceticb glacial; anadir 2.75 ml de dcido sulfiri-
co RA Si se ocupa posteriormente gu&rdar en --
frasco obscuro protegido perfcctjmente de la luz
y en el refrigerador. Procurar usar el reactivo

fresco.

2. Acido triclorocacético al 5% de agua destilada --
(TCA)

3.(Acido sulfidrico (RA) ..

Técnicas:

#ésar,zﬁ mg'dé‘La muestra seca y homogeizada; adicig

.ﬁar 5. ml de TCA'S%‘caleutar‘3O minuvtos a 90°C. Fos

terlormente enfrxar, cenﬁtifugar a 3000 rpm, 15 mi-

'?nutos.r Tomar 2 ml ‘del sobrenadante anadiéndoles 4-

ml~de17xeactlvo de,dlfenllamlng, tapar los tubos --

con canicas, calentdar en bafo de agua a ebullicién-

: porllo miﬁutos;‘leer la abscrbancia a 6600 nm,
C4dlculos:

“Usando la siguiente fdrmula se é&ncuentra la concen-

‘txacién de. DNA. g¢xpresada como ug e fdsfcro/ml

. ug de fosforo/ml {pDQ) 600 nm. % dlametrc int. &e'LaTCEida.
0.019 "

Tambi&n en este método se puede hacer uso de una =--
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curva patrén, mediante el siguiente procedimiento.

Curva-patrdn:

La cepa a estudiar se siembra en tubos inclinados -
co agar Czapeck, se incuban a 29°C por 72 horas. -~
Preparar matraces con caldo Czapeck en donde el mi-
croorganismo serd propagado. Usando solucidén sali-
na estéril, inocular los matraces (10%v/v) e incu--

barlos en las siguientes condiciones:

-~=-~ temperatura: 29°C
--—-- agitacidn: 250 rpm

~~-- tiempo de incubacidn: 72 horas

Observar las debidas precauciones de esterilidad, -
los matraces se colocan en una placa de agitacibn.,-
Recuperar el micelio por filtracidn al vacie, lavar
perfectamente con agua destilada. Secar a 60°C, du
rante 12 horas. Recuperar, moler hasta pulverizar.
Seguir el método para determinar desoxipentosas. Se
obtienen grédficas de: Absorbancia contra peso mice-
lial y absorbancia contra ug de f£dsforo/ml (usando-

fSxmula)l.
A.15) Preparacidn del camote (17,25).
Materiales:

Cuchilloe

Estufa de secado

Molino de cuchillas: Arthur H. Thomas &-Co. Scientific
Apparatus ’ e e

Frascos de vidrio

cnica:

143

T

El camote eg adquirido con un mismo proveedor, de =~
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ser posible{ gue lo expenda fdcilmente y en sufi---
ciente cantidad. Efectuar un muestreo al azar evi-
‘tando los gque presenten algin tipo de pudricidn (se
ca & humeda)-. En condiciones higienicas, el camote
se lava, cortiandolo en pedazos lc mids fino posible.
De aqui se hardn dos porciones, pedazos con y sin -
cascara. Se colocan en charolas procediendo a se~-

carlas seglin cualquiera de é€stos dos métodos:

A. Las charolas se introducen en una estufa, se de-

jan secando por 24 horas a 60°C; cuidarVQUejLai-

estufa, tenga buena recirculacién de aire. para -

evitar condensaciones.

B. Las charolas se tapan con gasa, para evitar con=-.

taminacién por moscas etc., se exponen al sol --
hasta que estén completamente secos; mover. de ~-
vez en cuandoc los pedazos para aumentar Area de-

exposicidn,

Los pedazos secos se guardan para la sigﬁieﬂté:eta-

pa de molienda.

Se verifica que el equipo de moliqn@gLé}géidg“e;}é—r

completo y limpio, se procede a armarlo. Si éé'ﬁécg
sario, partir los pedazos secos a un‘tamaﬁd que pue
da pasar por la entrada del molino, leér fecupe——
rindo lo mi3s posible del camote. Guaraar,el_molido
en frascos de vidrio limpios y en.un luqér donde no
les afecte la hdmedad. Preservar ésI hésté é1~mo?—

mento en gue sexrd utilizado.

Para obtener una muestra representativa, utilizar -
el método del cuarteo, un muestreador gue nos permi
ta obtener muestras de diferentes partes del-frasco

4 mezclar el contenido perfectamente.

A.16) Aislamiento, preservacién e identificacién del mi--
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7crcor§§§ismo (2,35,36,49)

A.) Aiélamiento;‘ G
'Méterial:
Gradilla ' ;/ Asa

Tubos de ensaye estériles Matraces erlenmeyer de -
- 100 y 1000 ml

Pipetas de 1 y 5 ml - Estufa de Secado
estériles )
Cajas Petri estériles . Balanza

Tamiz malla # 100

Reactivos:

Solucidén salina (0 9%) estetll'

Agar Rosa de Bengala (ARB) Peptona R I B
Dextrosa ........ 10 g
MgSO,TH,0  ........ 0.5 g
Kh2 Po4 ........ 1l g
Rosa de Bengala (Sigma) 0.35. g
Agar base (Difco) .... 20 g .
Agua destilada ....... 100-ml .

 D1so1ver 51 callente vy ajustar pH a 5.4. Aﬁadir'—éf

100 ug/ml de estreptom1c1na después de esterlllzar.

a.1" ~Frutos comtaminados.’ .
Se'ascogen frutos que tengan colonias sospechosas.
Se preparzn. las cajas con.el ARB corﬁar con un bis-
turi una pedquefia zona de la fruta donde se encuen--
tre el hongo, de preferencia del centro, con todo y
sustrato. Depesitar sobre la superficie del agar,-
tomar 2 & 3 muestras para una misma caja, separéndg
las lc m&s posible. Incubar a temperatura ambiente
durante 4% -72 horas, observar resultados, si no =--
hay crecimiento, dejar mds tiempo, si lo hay seguir

el punto fa.d4).



Airé;
Lasféajés de ARB se abren'al'airgfduréhte~15v4 20 -~

minutos.en las 4reas elegidas, :pasando gse tiempo. se

cierran e incuban a temperatura .ambiente durante 48-

72 horas, observar resultados, .si no hay.crecimiento

incubar mds tiempo, si lo hayfseguir‘e17paso (a.4).
Tierra:

Se toman muestras de la tierra en dreas predetermi--
nadas y que sean superficiales. Si la muestra de --
tierra esti himeda, dejamos que se seque después de-
lo cual cernir en un tamiz malla # 100. Se pesan --
0.5 g de tierra cernida que se vertiran en tubos gue
contienen 4.5 ml de solucidn salina é€steril, de la -
siguiente manera: 0.5 g se agregan al tubo # 1, se-
homogeneiza; con una pipeta é&steril se toman 0.5 -
ml del tubo, se pasan al tubo # 2, homogeneizar y --
continuar asi hasta el tubo # 5, cuyos 0.5 ml se de-
sechan. Las cajas con ARB se tienen ya preparadas,-

pero sin solidificar.

Se numeran éstas con clave, de cada uno de los tubos
tomamos 0.5 71 que se vierten en las cajas (una caja
para cada tubo), sobre la mesa hacemos un ocho para
homogeneizar, dejamos solidificar, metemos a incubar
a temperatura ambiente 48 - 72~ horas, si al fin de
éstas no hay resultados seguimos incubando, si leos -

hay, seguir punto (1.4).

Conservacidn de cepas.

Una vez gue hemos comprobado crecimiento en las ca--
jas y que éste no esté extendido procedemos a sepa--

rarlas. Preparamos tubos con Agar Inclinado, de -g;



B.

)

-esta manera:

NNOg -oesinnes Penesies 3ng
KZHPO4‘......1.-1.‘;..7 1.09
Mg8047H20 svivvendieras 0,59

" KCL -..................~o.5g

'Qp.ng : Medio Agar Camote Czapeck
' (Acc)

SélécciSnaméé 1as cepas que por su morfologia macros
capzca colonial sospechamcs que sen A. niger, segin

Raper (36). Con un asa estéril obtenemcs una muesS-—-
tra de esporas las cuales depositaremos en el fondo-
del tubo, raspando la superficie del agar. Primero-
hacemos una puncidn, el raspado es del fondo a la sa
lida. Incubamos a temperatura ambiente 48 - 72 ho--
ras hasta buena esporulacién. Las cepas una vez iden
tificadas se resiembran cada tres meses si no se u--
tilizan con frecuencia. Se guardan-en el refrigera---
dor para evitar resequedad del medio y crecimiento -

abundante.
IdEntiﬁicaciSﬁ,mécro vy micresc8pica. (2,35,36,41,49)
Méterial;

Ca]as petril Soohe ~Asa recta Balanza

Tridngulos de vidrio Bistur? Aurzoclave
Porta 'y rubre ob]etoq Pinzas
Mechero o . "“Incubadora

- Reactivos:

}

hgar Czapeck (Difcn) Solueién salina (0.9
1 azul

Glicerol al 10% = Azul de lactofenol &
alg>23dn.



b.1-

b.

Vs

Téchica:'

Identlflcaclon macroscoplca-

f-eQ Prepara el ‘agar Czapeck segun las 1nstrucc10—_

nes del proovedor: y esterlllzar a 15 libras.

por 15 ‘minutos. Dejar enfrlar sin solxd1f1~~

car‘para vaciar a las cajas.,

-= Lavar ¥ esterilxzar cajas Petr1 en numero su4

—flClente,'vaCLar el agar, homoqenexzar, dejdr

'solldlflcar perfectamente

:Todo esto en- condl

cxones de esterilldad}

- Tomar con el asa. una’ muestra de 1os tubos que,,

contienen-la cepa-pura,‘transflrxendo la“ o=~
nidias adheridas a posiciones selecc1onadqs -
en el medio sdlido, miximo 3 puntos por caja.:

Observar condiciones de esterilidad.

-~ Incubar las cajas a temperatura ambhiente ———
(23-26°C), ¢ ir observandc el desarrcllo co-
lonial anctando todas las caracteristicas qué
se vayan presentande, ayudindose con una lupa
6 microscdépio de diseccidn, inclusive hasta -
gue la colonia esporule v termine de crecer.
Comparar las observaciones anotadas con. las -
caracteristicas que vienen en la bibliografia;
Raper (36), Prescott(35), Alexopoulous (2), Se-
gretain(41), de esta manera clasificar a2 nues

trog microorganismos.

Identificacidn microscdpica:

-~ Lavar y secar perfectamente &l material a uti

“lizar; 'desengrasandoc con EtOE & ‘acdetona el =~

porta y cubre objetos. Dispaner el materizl
deritre de la caja de Petri como se indica en-

9
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Figura 1

"la figura 1, esterilizar‘a 15 libras poxr 15 -

minutos.

- Por separado preparamos una caja
Petri con agar Czapeck. Esterili
zamos el medio y la caja, vacia-
mos dejando solidificar, vigilar
condiciones de esterilidad., Una

vez sélido cortamos &€ste con un
bisturi estéril, de tal manera -
que lleguemos a obtener cuadros

de 1 cm?.

~ Con ayuda de pinzas flameadas co-
locamos el material de tal manera
que sea fdcil manipulax y con el
minimo de movimientos se pueda -~
sembrar. Con ayuda del bisturi se
parar un cuadrito, sin gue se rom
pa, ponerlo sobre el porta obje—:
tos, ésto en condiciones estéri--
les, sin abrir mucho la caija.

-~ Con el asa recta tomar una muestra del hongo-

problema, hacer una leve puncidén en una de --
las caras del cuadro de agar y a continuacién
frotar esa cara con el asa, hacer lo mismo en

las otras caras, seglin la figura 2.

- Colocar el cubre objetos, con las
@l‘g‘b—g— pinzas flameadas, sobre el cuadro

y presionar un poco para que se -
fijen ambos. Poner de 5-10 ml de
solucidén salina estéril 5 glice--
rol al 10% estéril, para evitar--
raesequedad del medio.

- Poner & incubar a temperatura am-
biente (23-26°C), ohservar a sim-
ple vista el microcultive hasta
que se cbserve el desarrcllo visi
ble fuera del cuadro; entonces a-
gregamos formol al 10% durante 30
minutos para inactivar.



-—- Con ‘las piﬁzé§ separamos e1 cubré-objetos del
cuadro de agar, colocéindolo sobre 'un porta ob
jetos limpio y -desengrasado, usar colorante -
si es necesario.  Quitar el cuadro de agar --
del‘porta objetos, ponerlo sobre el formol, -
sacar el porta objetos ponié&ndole encima un -~
cubre objetos, si es necesario, agregar colo-
rante a la preparacidn., Sellar la preparacio
nes con bilsamo de Canadi. Observar al micros
copio las caracteristicas morfdlogicas compa-
rindolas con las sefialadas en la bibliografié,

que se especificaron en el punto b.l.

Las cepas que hayan sido positivamente iden-
tificadas se rotulan con una clave para su ma
nejo anotando todas sus caracteristicas obser

vadas. Sacarles, si es posible, fotografias.
A.17) Método general de matraces (32,35).

Material:

Matraces erlenmeyer de 250 ml
Plancha de agitacidn-incubacién marca New
Brunswick Sci. Company

Tubos de ensayo Potencidmetro

Asa micolégica Embudo Buchner

Probeta de 100 ml Matraces Kitasato de
500 ml

Bomba de vacfo Balanza analitica

Pipetas Autoclave

Vasos de precipitades Mechero Fisher

Reactivos:

Solucién salina estéril (0.85%)

Buffer pH 4.0 .
Agar base Czapeck, donde la fuente carbono . es
la harina de camote, en vez de la dextrosa (me
dio ACC) : : : K

Técnica: i
3.1 Preparar los tubos de ensayo <on agar base
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) Czapeck cuya fuente de carbono es la hari--

que. serid nuestro inéculo, este-

"de camote,

15 llbras durante 15 minutos.

en condlclones esté@riles, los tu-~

_o: 72 hq;as, en este tlempo.

'seran

OOle en- matraces de 250 ml, tantos éomo?

muestreos se reallzaran,,con_1a.slgglente—

formulacidn:

Camote
KH2P04 : 7
NH NO3 ...
Agua‘destiladaj

'_El pH lnlclal’seraj sta_a:3 5 con HCL, se-

esterlllzai .15 llbras por 15 mlnutos y an

tes: de‘ utlllzarse se enfrlan. Preparar tu

Vboé de solucion sallna, esterlllzarlos, el

_olumen ‘serd el 10% en relacidn al volumen

“de- medlo preparado.

JEn condlciones estériles inocular los,mae-

‘. traces de la siguiente manera:

- Verfer 10 ml de solucidén salina estéril
“en cada uno de los tubos de la (s) cepa-
(s) escogida (s) para su estudio; con a-
vuda de un asa estéril raspar la superfi
Cie del medio hasta obtener una suspen--
sién de esporas, una vez conseguido &sto,
vaciar en los matraces, 1 tubo por matraz.
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.'3.5 Los matraces ya inoculado se ponen éﬁzlé -
~plancha de agitacidn, ajustando larvgloci-Q
.dad “de agitacidn a 250 rpm y la tempéfétﬁ-—

ra a 37°C; sacar los matraces desde 1las o -
i horas hasta las 120 horas, seqin elipian’de—

_muestreo.

3.6 La biomasa se recupera por filtraci&n 'al va
cio usando papel filtro pore mediano, iaﬁa—
“mos perfectamente los sdlidos con agué des-
tilada para que no haya interferencias pos-
rteriores por alguna sal. Una vez lavados,-
secamos en la estufa a 60°C por 12 horas --
(determinacidn de sdlidos totales), poste~=-
riormente recuperamos y homogeneizamos para

efectuarle las determinaciones acordadas.

3.7 E1l filtrado recuperado antes de lavar, cal-
do de fermentacidn, se guarda en frascos =-
estériles, tratando de hacerle las determi-
naciones inmediatamente, si esto no es posi
ble, guardar en el refrigerador. Hééef el-
andlisis lo mds rapidamente posible.

Nota.~- el valor de algin pardmetro puede =--
variar, esto debido al tipo de expe-

rimento que se vaya a efectuar y a -
la informacidn gue se quiera obtener.

A.18) MEtodc general para fermentador (4,12,32,35.42).

Material:

"Tubos de ensayo Matraz erlenmeyer. de
. ) 11t
-:Estufa- oo e : Embudo Buchner .
_Autoclave . .. B . - Matraz Kitasato de -~
o : 250 ml,de 2 1t
Mechero : Bomba de vacio



Potencidmetro Balanza , :
Embudo de talle corto Papel filtro poro me-

X ‘diano . .
Plancha de agitacifn-incubacidn marca New Brun
swick Sci. Co . . -
Fermentador New Brunswick Co Modelo M19 capadidad
5 ltos. o

Reactivos:

Buffer pH=4 s Medio ACC(agar camote Czapeck)

Fenol al 10% .  ~:°" .. CuSO, (solucidn saturada)
Medio de‘féimentaciGnv, .Camote “l.....-....1.5%
‘e indculo . ool KH,PO,  iae.ueaig. 0.35%
' NH.NO. ... ...... 0.5%

273

Procedimiento:

1. Prepérar v e;terilizar tubos de ensayo con
o el heaio aAcc que‘nds servird de preindculo-
para obﬁener las espora. Indculamos, en --
condiciones estériles, con la cepa elegida-

e incubamos a 28°C durante 72 horas.

2. El medio de inoculacidn se hace en relacién
10%(v/v) con respecto al volumen que se va-
va a emplear de medio de fermentacidn, este
rilizamos a 15 libras durante 15 minutos, -
dejamos enfriar. Al mismo tiempo se prepa-
ra solucidn salina estéril que nos servird
para suspender las esporas, tambié&n é&sta --
guarda una proporcidn 10% con respecto al -
volumen de indculo.

3. Manteniendo, condiciones éétériiéé verter
la suspensidn de esporas en_ellmedio de ino
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5.

culacidn siguiendo los pasos de:la técnica -
de matraces. Ponemos en la bléca_dé a&ita-—
cién, colocamos los controles ‘en lo% siguien
tes valores: )

Temperatura: 37°C,; aqgitacidn 250 rpm, déjamos . incy-=-
bando 60 horas. : : TR T R,

Antes de- que se‘cumplan las 6

%El medio de fermentaclon se eFectua como—-_'
fen la tecnica de matraces, con la formula—
Vc1on6anotada ‘arriba, ajustamos el pH 1n1~—
i¢iélfall3;5,con dcido clorhidrico 10%, poi
‘ ter1ormente ensamblamos el fe;mgptadb: me -
itlendolc a esterilizar a 15 libras. durante
'30 minutos, observando las precauciones . =--
'pértinentes, dejamos erfri"r. Una vez gue
'ei”hédio eéte a temperatura amblente, co--
nectamos el aire, agua, etc., dejando ac--~
rear el medio por lo menos una‘hora} La -~

. -
aereacién sera v/v.

Ya.- teniendo listo procedemos a inocular el -

fermentador: En condiciones estériles vacia

‘mos el inSculo en el medio de fermentacidn, -

nos ayudamos con un embude estéril, Esto lo
Hacehos con rapidez y precisidn para evitar-
derrames 8 exposicién prolongada del medio- -
en el exterior. Los valores de los parime---
tyr~ o adinstaran en los encontrados experi-

mentalmente.
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6.

‘equipo esterllxzandolo para ev1taric

Se toma la muestra de To y subsecuentemente

wy

.se tomardn éstas cada 6 horas hasta conple-~-

tar 72 horas. Observar condiciones de este

-rilidad. Las muestras se colectan en fras--

cos est&riles, en un wvolumen igualitarioc y-

representativo que permitirid tener la sufi-

ciente para los analisis a s&lidos y liqui-

dos, (50 ml).

iLolcoléétado-se recupera‘por filtracidn al-~
'vééia, a’ traves de papel flltro -poro media-~
,ﬁbf El.-filtrado guardarlo en frascos esté-
;iiles se -andliza rapldamgnte para.segu}r el

'procesb.'Loérsélidos recuperados - se se--

can a 60°C ‘por 12 horas, analizdndoclos tam-

bidn ripido, seguir el desarrollo de. 1a fer'

mentacidn.

Una.-vez ' qgue se suspende la’ fermentac on,

cuperamos- por flltra01on al vaclo, procesa—‘

mos como en el punto 7. Antes de “Yavar el-.

nacidn.

Anotamos tiempos de muestreo,;bbéervaCLOneS'

v cualquler camblo que le hagamos al»proce-”'
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Los reactivos utilizados en la 'determinacidn analitica,:

_ por. Merck; Mxic: , los reac-
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vII. RESULTADOS ¥ DISCUSION.

I. Obtencidn“del microorganismo a,prueba‘(aislamiento,é

"identificacidén, preservacidn).

CUADRO 1:-
Cepés obtenidas y proéeégn¢ia_

cepa (clave) . = ' . procedencia _...obseérvaciones. . =
S-I suelo (ENEP/Zaragoza campus 1)
$-I1 aire (ENEP/Zaragoza campus I, L-124)
S-IIX aire (ENEP/Zaragoza campus I, L-122)
51V : papaya : "excre¢i5n'
S~V aire (ENEP/Zaragoza campus II) S
S-vI suelo (Microhiologia Farmacéutica) _ [ R
S~ViI limdén (Microbiologia Farmacéutica) excrecidn
S-VIII suelo (pargue de la Col. Gpe. Tepeyac) excrecién
S—IX mandarina ————
S-X naranja ' excrecidn

En el cuadro 1, tenemos las tepas‘que se aislaron v las
fuentes de donde proceden, Vemos que el hongo se encontrd =
en sitios diversos. El aislamiento se hizo en agar Rosa de -
Bengala, las cepas alisladas se transfieren a tubos de gar -
Czapeck hasta las pruebas de identificacién. De las cepas -
aisladas 4 zresentan excrecidén y 2 de estas provienen de -
frutos contcaminados; peroc no tenemos en este trabajo’eviden—
cia como para establecer una relacién entre la produccidn de
la excrecifn y ¢l sustrato. Tampoco poseemos la técnica para

dilucidar la composicibén de la excrecidén.



Cuadro 2

' Ideﬁtifiééé 6h1y'presérvédién de’las cépas™

cepa(cldvé)

Identificacidn  ~ colofadiénﬂ~'colorac1on conta

-an ‘ACC?®: i (12 dlas) minacidn
S5-I _‘k,:f 3 Aséérg}llus niger variable uniforme "'(%)}7
s-II ‘ Aspergillus ﬁiger variable uniforme - . (=)
S-III © Aspergillus niger variable variable LAY
S-IV Aspergillus niger variable variable ,X{),
S~V Aspergillus niger variable uniforme . - (=)
S-VI Aspergillus niger variable uniforme (=)
S-VIL Aspergillus niger variable variable LAY
S~-VIII Aspergillus niger variable variable ‘: (#)
S-IX Aspergillus niger variable uniforme . k—),
S-X Aspergillus niger variable uniformé" ﬁ k¥)

El cuadro 2 nos presenta los resultados,de'lﬁ,identifif

cacidén macro y microscépica de las. cepas aisladas:. - Las 10 -

se caracterizan- como Asperglllus niger,- ya%qﬁe—tieneh~ilena~
®ios los reqULSltos senalados por Raper ﬁ36)7y-A1exopolous -

(2) para este hongo.—

Una vez identificadas 1askcépas-se transfieren a’ tubos
con agar Camote Czapeck (segﬁhfférmulé,del método) , resem—--
brandelas cada 3 meses y guardéndoias en el refrigerador. Se
toman microfotografias de las preﬁaraciones y fotos a las =--
cajas con el hongo aislado,* Vemos también gque al transferir
el hongo al medio de mantenimiento se presentd coloracidn vg
riable; que pensamos se podia deber a 3 causas: contamina---
cién, adaptacidn o sensibilidad a la ausencia de algin ele--

mento mineral en el medio, (36), (2), (35); de tal manera -~
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alargamos el periIodo de incubacidén hasta obtener celoracién
uniforme del hongo. A los 12 dias, 6 cepas uniformaron su -
color y 4 permanecieron igual. Se volvieron a tomar mues--
tras para microcultivo, observdndolas al microscopio, vién-
dose que las 6 estaban puras; y las otras 4 contaminadas. -
Este fendmeno de variabilidad no se volvié a presentdr en- -
las etapas posteriores de ekperimentaciéh; ain- cuando ia‘rg

siembra era frecuente. La razdn de la variacifn-fue la adap

tacidn al medio.
II. Preparacidn del sustrato- (secado, molienda;
racién y anflisis bromatoldgico del camote)

Cuadro 3

Andlisis bromatoldgicos (% en base seéa)?CAMbTE:

%humedad—-%prots.——%grasas-—%fibra4—$cenizaée'%é{h;légéihiaén-—referencia

70.9 1.575 0-76"~'  ‘---- experimental
———— 1.0 - 0.4 ———— (14)
68.5 - 1.8 007w

= 2002 (28)

En el éhad£6'3;‘téhemos los resultados del andlisis bro
matoldgicos del éamote, las cuales servirin para contrastar
con los‘que se obtendr&n sobre la biomasa, para ver en que -
grado se cumpliercn los objetivos planteados. Junto a los -
datos experimentales pusimos los resultados obtenidos en M&xi
co (14) y E.U.A.(28), para situar los valores experimentales.
Vemos que éstos no estin muy diétantes de los tedricos. Cons
tatamos la preeminencia de los cafbpﬁidraéos sobre las propei
nas y que la mayor parte de,ésﬁosﬂse encuentran en forma de -

almidén.

Se utilizaron 2 métodos ‘de secado, el primero fue en es-
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tufa, pero se tuvieron problemas de espacio, ademids el cama-
te se oscurecid, presentando caramelizacidén de algunos tro-=~
zos. Por lo tanto, se optd por secarlo al sol, .en donde-no -

tuvimos estos problemas.

La molienda se efectud sin problemas, guardando’el @Q}E

do en frascos ‘de vidrio ‘en lugar fresco y secd.

cepa I
Tiempolmedio o= B Pcﬂg R L oA ¢ Temperatura
horas s A B
0 0.1508 ~0.1382 0.1998  0.1875 00,1803 0.1036
12 0.6769 0.6966 0.6227 .0.6545 0.7297 0.5920 37 oo
24 0.9605 1.1067 ~0.7631 0.8496 0.5190 0.9707 ” >
48 1.0861 1.1091 1.0824 1.1448 (.9689 0.9121
72 ) 1.1621 11,1872 1.2142 1.2274 1.5090 1.5410
0 0.0681 0.,0714 - 0.0629 0.0561 0.1368 0.2429
12 0.0963 0.0792 0.1071 0.0980 0.1640 6.2770
24 0.1489 0.0986 0.1630 0.1778 0.8382 0.3806 45.°C
48 0.8173 0.8588 0.8116 0.8564 0.3824 0.0094
72 0.9022 0.9541 1.1491 0.0946 1.1678 1.1497
0 0.0463 0.0646 0.0920 0.0520 0.02f3 0D.0711
12 0.1682 0.1617 0.1264 0.1225 D.1492 0.1447
24 0.3714 0.4385 0.4294 0.4598 (.4375 0.4832 50. °C
48 0.6306 0.6527 0.5897 0.3954 0.6257 0.6971
72 0.6727 0.6880 0.6529 0.6051 0.6884 0.6%47

En este.cuadro tenemos los resultadeos del incremento de
sélidos'tqtales con respecto al tiempo. Vemos gue los ﬁeig
res se inclinan hacia la cepa III en todas las temperaturas;
de &stas la gue demostrd mejores resultados fu@d la de 37°C.
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Con respects al medio no hay una definicidn clara, aungue. =-
los valores mias .altos, de todos, los observamos con el medio
B. Sin embargo; hay que integrar &stos resultados con los - -

demds para obtener Llas conclusiones pertinentes.

Cuadro 5
Fésforo (desoxipentosas) ug/ml.
. cepa I 1I IIX
trempo medio O B - CAL B o B Temperatura
hora
o] 442.10 236.84 300.00 205.36 300.00 157.89
12 489.47 457.89 489.47 236.84 442.10 236.84
24 552.63 552.63 552.63 300.00 489.47 394,73 37°C
48 572.44 157.89 647.36 615.78 547.36 489.47
72 . 489.47 600.00 710.52 552.63 615.78 631.57
0 205.26 173.68 17.78 173.68 75.94 142.10
12 : 331.57 457.5 159.47 236.84 142.10 300,00 - S
24 300.00 331.57 394.73 159.47 473.68 489.47. 45°C:
48 331.57 331.57 489.47 505.26 584.21 505.26 T

72 ) 394.73 615.57 631.57 805.26 615.785552.63

Aqui.se'presentan los resultados del increhentdtde 1as—
desoxipentosas, expresadas comeo £dsforo, con respecto al ---
tiempo. No hay una clara definicidn de una tendencia especi-
fica gue seflale un valor en especial de cualguier parametro;
por lo gue hay que esperar el anilisis de los demds resulta-
dos. En el cuadroc 6 tenemos lo mismo, pero esta vez restan-
do el valor de To de los demis, para sefialar como se ven las

curvas de &se modo.



Cuadro 6

Fésforo (desoxipentosas) (tx-To) ug/ml.

cepa I 11 Y ILLC
tiempo| medio o B e B el B temperatura
horas R - R

0 0.00 0.00 ..7:0.00 0.00 0.00 0.00
12 47.36 221.05  189.47 31.58 142.10° 78.95
24 110.52 315.79 252.63 94.74  189.47 236.85 ., .,
48 ~- o a= 347,36 410,25 347.36 . 331.58 T °
72 47.36- 36336 -~ 410.52 347,35 315,78 ..473.68

0 C0.00 0.00 0.00 0,00 0.00° . 0.00
12 126.31 283.82 143.68- 63.24 66.10 157.89 .
24 24.74 157.89 348.95  —w-w—~ . 397,73 347.42 45 °C
48 126.31 ————-- 473.68 331.58 508.25 363.15
72 189.47 442.10 615.79 = 631.58 410.62

539.78

Cuadro 7

% de protélnafcrudé (ng/100 mg)

cepa I R LIiT

tiempo [medio =L, S B oy B ¢ B  temperatura
72 21.24 ©20.65  29.96 23.86 29.94 37 °C
72 24.89 ©.19.09 © 33.31° 26.90 21.60 45 °C
72 14.31  15.4 8.58 9.32 50 °C

Se presentan los resultados de
las muestras de 72 hHoras. ‘Como 'vemo
cepa II, medio B en 37 .y 45 °C.—

“%. de ‘proteina-cruda”
s los mejores se.dan



Cuadro 8

Resultados individuales de cepa II a 37 0C.

tiempo--medio-- vol. de crec.-=~ c. h. solubles~«pro£s. soiublese— pH --

0 == 5.9 ~92.63 35.16 4.3
12 ok 6.2 o 53.27 52.30 3.5
24 oL 8.7 43,14 €0.35 3.35.
48 ot 20.0. - 29.58 48.28 3.39
72 oA £29..0 L 17467 43 .85 31

0 B 92,32 52.30
12 B 51.18 ; =
24 B L40 .40
48 -B= ©= 28,58 -

72 B 118,06 -
horas Llag/ml
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Con reépecto a los resultados obtenidos, vemos . que éstés
no nos definen gué& temperatura utilizax entfé las de 37 y 45 -
°C, aungque la de 50°C se descarta por valores bajos en todas -
las determinaciones. En el cuadro 4, observamos, en sé&lidos -
tetales, gue la mayoria de los valores mas altos los tenemos -
en 37°C, lo que corroboramos en grafica A. Por el contrario,
los valores de f6sforo no siguen el mismo comportamientc,gte—-
niendo una distribucidn de los valores m8s altos en ambas tem=~
reraturas; ya graficados, el crecimiento mé&s regular'lornbtpvi
mos en las cinéticas corridas a 37°C, graficas By C. :PefFo 'sg
pre todo al ver los valores de proteina, cuadre 7 y grédfica E,
nos podrfamos inclinar por usar 45°C, va gue ahi aparece:ei'vé
lor m3s alto de % de proteina, empero el de 37° no estd muy le
jano; por este con los resultados anteriores, tenemos necesi--

dad de aclarar cual de las 2 temperaturas se usardn. Hay gque

{u

fadir la blsqueda de lo variable de las curwvas de crecimiento,
entoncesS hay gue montar un experimento gue despeje estas du---

Las.

En relacidn al medio, la mayoria de los resultados sefia-
lan nacia el usc de B como el adecuado, con €s5to reforzamos la
idea de aprovechar; en esta Elase'de pfocesoé[ éllsuétrato es~-
czoegido integralmente. También se comprobéd, eﬂ cierta medida,
yue la clscara permite el crecimiento del hongo .no descubrien-

do algin efecto inhibitorio por parte de la misma.

Los resultados obtenidos sefalan a la cepa . lI como la --
indicada para usarsz, va gue tuvo el porcentaje mis alto de =«
eroteiras, buenos valores de sélidos totales ¢ regularidad en
su curva de crecimiento; el factor de dgcisién 5 fiel de ia'bg
tanza para decidir uszr esta capa fué el‘contenido de prdtei;;

ias.,

Por leo tanto, 2.de las 3 variables buscadas, tienen’ vaw
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lor asignado ya, guedando pendiente la tercera: temperatura, a
ser dilucidada en el siguiente experimento. Como tenemos me--—
dio en suspensidn y no soluble, los sdlidos totales se compo--
nen de miceiio y particulas gue no han sido degradadas, por =--
eso se busca un método alterno para medir crecimiento, ya gque-
peso seco se verla interferido por esas particulas, no pudien-
do garantizar gue lo obtenido sea puro micelio, reflejo fiel -

del crecimiento.

Los métodos a utilizarse en loé_siguieﬁtés e2périmént§é
se prueban en los matraces de la cinética déTEépé;iiféj37°Cdr
En cuanto a protefnas solubles, es notorio un'incremghto y de-
cremento de ellas, como vemos en grafica Q, 1a explicacidn mas
plausible, es que se debe a la excrecidn de exoenzimas degra--
dantes que permiten aprovechar las particulas del medio al hon
go. En esa misma grafica vemos los resultados de otros méto-=
dos; carbohidratos solubles refleja la disminucidn de &stos en
el medio, sehal del aprovechamiento de €stos por el hongo. El
volumen de crecimiento se descarta como método de crecimiento,
vya que resultd ser inexacto por las caracteristicas del mice--
lio gue no se compactd al centrifugar,le que did pie a suspica
cias de su eficiencia. Vemos que el pH baja conforme transcu-

rre la fermentacidn.



VI. Series de corroboracifn:’

Cuadro 9

. “Resultados’de series de corroboracidn.

tiempo—--pH---peso seco --- fdsforo —-- c. h. ,'ffi_prott“'

« temperatura
horas , " soluble’ . cruda @’ N

0 4.2 0.,7871 0.00 797.38 9€.717 "
12 3.85 0.8331 130,52 907.89 62.34. 0
24 3.25 0.B886 157.89 955.26 41.58 %
48 3.20 1.0669 332.19  1136.84 27.63-

72 3.05 1.3799 488.64  1286,05 18.84
96 3.00 1.3825 615.79  1413.53 5.
120 3.05 1.4282 647.37  1444.73

0 4,25 0.6451 0.00 621.05
12 4.20 0.6651 50.00 671.05
24 4.20 '0.6833 16.57 637.625
48 4,00 0.7163 34.21 655.26
72 3.80 0.7309 26.31 647.36 .

96 3.60 0.9709 302.63 923.68
120 3.50 1.0634 444,58  1028,33

{(g/100 ml) ug/mlocc

En el cuadro ¢ y grifica F, G, H;Léodémcs;apreciar la” 4%
ferencia en los resultados oftéh1&5§%5J§7féi§:Zggb;aéiéﬁdbﬁmg
jores aquéllos resultantes de emplear 37°C. Las curvas de --
crecimientoc se observan mds regulares que en el experimento an
terior y en este caso, guardan cierta similitud con las de s&li
dos totales, especialmente las de 37°C. Vemos gque la curva de
crecimiento a 45 °C nos indica que la fase de adaptacidn es mi
yor que a 37 °C y a las 120 horas; tcdavia nos encontramos en
fase de crecimiento, le quérm ccurre en 37 gradoes, donde podemos
considerar las 96 horas <omo el punto en“el cual “la curva se a
cuesta y entra en fase estacionaria,‘pér lo que eh los siguieg
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tes experimentos este va a ser nuestxo tiempqrmeimo d§.iﬁ¢d—
bacidn. k . k

Es de comentar la capacidad qﬁe tiene el hongo,para bé——
jar el pH del medio. Se ajusta a 3.5 antes de esterilizar --
y tenemos qgue el pH sube después de esta operacidn. A 1lo lar
go de la fermentacidn el hongo produce &dcidos (citrico princi
palmente) gue bajan el pH del medio. Esta haja en los valo--
res fué mas notoria a 37 que a 45 °C. E1l valor de proteina -
obtenido a los 37°C es m&s alto que a 45 °C. Come &ste para-
metro es el fiel de la balanza nos la inclina definitivamente
a utilizar 37°C como temperatura de incubacidén en el resto --

del proyecto.

Este experimento se denomind: "series de corroboracion”,
ya que Sirvid para decidir la temperatura a utilizar en los -
futuros experimentos. Esta vez se contd con mayor espacio -
en la plancha de agitacidn, por lo que se aumentd el tiempo-
de incubaci®n a 120 horas. Hay que hacer notar gue en el ex
perimento hay un cambio resped&o al anterior en lo gue se re
fiere al indculo. Este se propagaba en un medio especial -~
(Hoyer}ly se agregaba un cierto volumen de micelio (10% v/v)
al matraz de fermentacidn. Como lo que se adicionaba era po
co, s2 tenian problemas de manejo, especialmente variabili--
dad en la cantidad de micelio agregado. Posiblemente esto -
causd la irregularidadgque presentaban algunas curvas de cre-
cimiento. Esta ocasidn lo gue hicimos fue utilizar las espo
ras como indculo, tal cual lo sefiala el método general de ma

traces.
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V. Efecto.del pH sobte el crecimiento..

Cuadro 10

Resultados

experimentales

sélidos totales (g/100 ml) oH
tiempofpH 2.5 3.5 4.5 6.0 2.5 3.5 4.5 6.0
{horas
0 0.3576 0.3029 0.2194 0.2962 3.47 4.5 4.7 5.85
12 0.7773 0.8206 0.8923 0.6428 3.00 3.31 3.45 3.8
24 0.38537 1.0043 1.0627 1.0079 2.85 3.45 131.51 3.5
48 1.1279 1.2127 1.13%9 1.0728 3.05 3.1 3.1 3.25
72 1.1417 1.2175 1.2667 1.2258 2.75 3.0% 3.11 3.19
92 1.1788 1.2066 1.1870 1.1386 2.8 3.2 3.2 3.3
En este cuadro tenemos los

la variacidén del pH inicial del

dientes a sélidos totales

Cuadro 1

1

v pH.

resultados experimentales de

medio,

vemos los

Resultados experimentales

correspon-

carbohidratos solubles

f&sforo (ug/ml)

tiempo/pH 2.5 3.5 4.5 £.0 2.5 3.5 4.5 6.0

thorad Lgslul)

[¢] 93.73 92.43 89.51 88.39 1215.78 892.10 B876.31 844.73
12 80.54 79.5 65,14 58.37 8468.83 31€5.72 4776.31  T997.34
24 E2.132 64,84 59.99 60.33 1547.36 2778.94 1839.46 1736.84
43 53.49 52.03 49.73 51.25 1042.10 1468.41 222,94 2313.15
72 43.93 38.65 41.73 40.48 210S.60 3434.20 2257.89 3268.41
22 22.83 16.15 20.45 23.76 4073.68 2652.,62 2115.78  1957.89

ug/ml :
Aqul vemcs al consumo de carbohidratos solubles, y por =~

otro. lado el comportamiento de las desoxipentosas . repcortadas

como Fé&sfcrs.



Cuadré 12 °

L de Prétﬁina_ptuaé'(ﬁg/ibo:ﬁgf-ﬁi,

tiempo/pH:

haras
72 2007 23.41

En este experimento, se hacen 4 variaciornes sobre7e1,pH
inicial del medio para determinar cual de los valores propues

tos es el que da mejores resultados.

En el .cuadro 10 y grdfica I vemos, el compertamientoc de
los sdlidos totales, A 2.5 de pH, éstos continuan aumentando
a las 92 horas,lo que en 3.5 se nota como un estancamiento y
en los valores superiores de pH una franca disminucidn de s&-
lidos en el mismo tiempo. Tenemos, asi mismec, los resultados
de proteinas, cuadro 12, obteniendo 21 valor m&s alto en pH --
3.5, que es el gue se habia manejado desde el principio con -
lo gque confirmamos su uso sSubsecuente. Comparada con otros =
experimentos, la cantidad de proteinas es menor, &€sto puede -
deberse a que entre las 12 a las 24 horas, se disminuyd la ve
locidad de agitacién, restableciéndose la correcta (250 rpm}

a partir de ese tiempo.

Sigue mostrando el hongo su capacidad de produccidn de-
dcidos, y seqln vemos en el cuadroe 10, al aumentar el pH ini-
cial, al parecer se incrementa la eficiencia de sintesis vy ex
crecidn de &dcidos para bajar el pH del medio a valores alrede-
dor de 3.0. Los carbohidratos solubles se consumen y decrece
su goncentracidn, cuadro 11 y grdfica J, pero todavia queda -
un remanente al momento gque la curva se acuesta como en los =

experimentos pasados, ademds, de sélidos sin desgrasar, ---
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cosas gue peodrian ser aprovechadas en otro tipo de ferrmenta-

- :3 . . 3
cién y nos hace sospechar que el nutriente limlitante es otro
diferente a la fuente de carbono. En cuadrec 11 v gri3fica L,

vemos que sSe volvidé a mostrar irregularidad en los resulta-

dos de fSsforo, destacindose el valor a las 12 horas, que —--—

estd muy por encima de los demas. Se hicieron varias modifi

caciones al método de desoxipentosas, basindonos en los arti
culos originales, (5) y (40), pero no desaparecid la interfe
rencia. Se observé que en los tubos de desarrollo de color-
correspondientes a 12 horas, se presentaba un cclor diferen-
te al dé los démés, aparte de ser mis intenso; por lo que se
dedicid cambiar de método para determinacién de crecimiento,

montindose un experimento para probarlo.
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VI.- Prueba de método de crecimiento.

Cuadro 13

SResultadoé'experimentales

pH U s8lidos totales ‘- c¢.h. solubles fésforo
tiempo/medio g B B B

o 0.1693 0.1807 91.34 96.49 1.5 2.7
12 0.3088 0.3423 77.45 79.35 6.7 7.5
24 0.5578 0.6093 52.14 68.33 12.1 12.8
48 - 007563 0.7512 47 .12 51.48 15.2 15.5
72 ©.-0.8911 1.1535 39.53 37.86 18.5 . 20,2
96 "1151997 20733 17.77 19.9 22.4

En cuadro 13 'y grificas
las cinéticas gue nos permitieron
probar el método -de: crecimiento

al de las desoxipentdéas{ ”

(ug/ml).

Este consiste en la determinaéién~de:ESSférQ;fotal por-

el método de molibdato. -

Como se observa-en las griaficas, el

problema de la interferencia gue tenfamos con el método ante

rior desaparecsd, logrando ademis curvas con trazado’regular.

Para ver el comportamiento se efect@an. pruebas con biomasa -

en medio @f Yy B.

Aparte se volvidé a comprobar la.conveniencia de utili--

zar el medic B como fuente de nutrientes para nuestro hongo,

va que, seglin cuadro y gréficas ya citados, se obtienen ma--

vor cantidad de sdlidos totales, presentando la curva dg cre

c¢cimiento valores mas

paso de la digestién en dcido perclérico,

altos en medio B.

Pensamos gue en el -

namos la probable causa de la interferencia, &sta podria

un pigmento gque conforme avanza la

es en donde elimi-

ser

fermentacidn desaparece,=-

pern gue aln a las 12 horas se encuentra en cantidad aprecia
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ble como ser extrafdo por el‘ﬁétodo7ahteribr”y sé7féfleja con

la interferencia"
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'VIIJF'Optimizaciéh‘dermedio:~‘fuénte de ‘carbono..

Cuadro 14: 

Resultadoé Experimentales}

peso de camote-- s8lidos tots.-- pH =- % proteinas-Z¢iH sdluplés

0.00 0.176 3.8 ————ee et
0.5 0.1853 5.2 19.25 Gl
0.8 0.2921 4.9 19,43 L7
1.0 0.3828 4.1 20.00-" 8.3,
1.5 0.5461 4.2 20.75 e 4.8
2.0 0.7411 2.6 20.25 32,0 70 2g0
2.5 0.9186 3.2 20.37 61.0 T aatn
3.0 1.2443 3.1 21.06 75.00 26,2
3.5 2.1999 3.3 16.12 79.00 RIS E
4.0 1,4665 3.4 19,23 86.00 14,1
4.5 1.3116 3.1 18.94 105.00 “13.0
5.0 1.2349 3.05 16.95 134.00" 70

{g/100ml) (g/100 ml) mg/100 ng ug/ml U ug/ml

En cuadro 14 y graficas P,Q,R, y S, tenembé“}bé{tééultg

dos del primer experimentc de optimizacidn-de
.

caso se trata de la fuente de carbono, 1la cualgfdé;

diferentes concentraciones para encontrar la Gptima.’

Los valores experimentales sefalan gque..a una éohcehf:a-
cién de 3g/100 ml se obtienen los mejores resulﬁédés,»ﬁahté ~
en proteinas como en fdsforo, pero si observamos cbn»mayo} de
tenimiento, vemons gue los resultados en el rango 1.0 4 2.5 g
esn muy cercanos a los de 3.0; destacdndose 1.5 como el wtis-
préximo. Es decir, con la mitad de la éoncéntré¢16h ofiginal
de fuente de carbono obtenemos una cantidad de proteinas muy
cercana. Ahora bien, €ste intervalo de concentraciones de -

tfuente de carboroen donde hay resultados similares, nos 4a -
. 96



oportunidad a tener opciones,en'cuanto_Al“manejﬁ‘del camote,

por ejem.: alto contenido de protéfnaéVEn\muéhds sélidos‘to—
tales, buen porcentaje de protexnas en baja CGntxdad de soll
dos totales, etc. Todo esto a’ consecuencma de los requerl—-
mientos del proceso, la demanda y el modo de utilizacidn de

la biomasa.

En el matraz con 0 g de camote no hubo crecimiento apre
ciable, lo que era de esperarse. Los sdlidos repeortados co-
rresponden seguramente al indculo, pues no se agregd ninguna
otra sustancia insoluble. Se observa una clara disminucidn -
en la curva de proteinas y f6sforo a partir de la concentra-
cién de 3.5 g/100 ml, sufriendo este punto una depresidn mis
alld de 1o esperado, Recordemos que cada matraz es un siste
ma aparte, inico e independiente de los otros dgue, aiin cuando
se trata de tener condiciones uniformes en todos, tenemos di-
ferencias, pensamos que el indculo es la causa del bajo apro-

vechamiento del medio, lo que nos d3 los resultados oktznidos

Los carbohidratos solubles wvan aumentando conforme se -
incrementa la fuente de carbono, &sto es obvio, va que mayor
disponibilidad de almiddén para gue el microorganismo lo hi--
drolize, apareciendo los carbohidratos en el medio como consg
cuencia. Es de notar, también, la coincidencia en el trazado
de las curvas de proteina y f8sforo presentando las mismas --

variaciones y picos.

En los experimentos subsSecuentes se usardn 1.5 g/100 m]

de camote como fuente de carbono en el medio de crecimiento.
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VIII;éfopﬁimi;agiGntdELrﬁedib ntefae,nitrégeho "

Cuadro 15 .

‘fésforo.

F. de Na--Solé.totales-—“pH“

0.000 0.2216 3.85 ) 2.3
0.100 0.4927 4,5 85 B2
0.150 0.4682 4.45 M ‘1 504
0.200 0.4777 4.4 20.34 L1 10.2 -
0.250 0.4606 4.1 20.63 °10.1 10.52
0.300 0.4849 3.75 20.42 9.14 9.8
0.350 0.4794 3.6 21.059 t7.94 10.2
0.400 0.4903 3.8 22.75 6.93 10.4
0.500 0.4672 3.8 24.9 4.52 10.¢
0.800 0.4401 3.5 19.25 18.37 6.4
1.000 0.4088 3.89 16.18 - 23.58 2.2
1.500 0.3784 4.4 15.86 24.89 2.4
g/100 ml g/100 ml mg/100 mg ug/ml - oug/mbo

En el cuadro 15 y graficas T, U, V, W; tenemos los re--
sultados del siguiente experimento en la serie-de optimiza=-"
¢idn del medio. En este caso, conocer la concentracién més -

adecuada de la fuente de nitrdgeno (nitrato de amonio).

Fijandonos en &stos, vemos gque los mejores resultados,-
tanto en proteinas, como en f&sforo los obtuvimos con 500 mg/
100 ml, es decir, se tuvo gque aumentar la cantidad suplemen-
tada de nitrégeno al doble de la originalmente usada para ob
tener una leve mejoria en el contenido de proteinas de la --.
biomasa, comparado con lo reportado en el exberimento ante--
rior. Segin vemos en las graficas T y U, los puntos de fés%,
foro y proteinas después de 500 mg/100 ml manifiestan una ba.

ja, lo mas probable debido a que llegamos a concentraciones

@ .. 100



gue producen efectos inhibitorios en el crecimiento. Esto se
ve, corroborando en la curva de carbohidratos, en donde se ve
el menor aprovechamiento de ésto, a partir de valores mayo-

res del anteriormente senalado.

Volvemos a tener la gran similitud en las curvas de fés-
foro y proteinas que, como observamos, presentan las mismas -
depresiones y picos; Ahora también se agrega la de carbohi--
dratos solubles gque presentan un trazado semejante, pero en -
forma decreciente. Lo s&lidos totales son menores que los -
obtenidos en experimentos anteriores, é&€sto ya se habia antici
pade al escoger una menor cantidad de fuente de carbono. Tam
bién se habia visto gue con la nueva concentracidén de camote-
el pH no bajaba de 4.0, pero con la adicién de mds fuente de
nitrégenoc vy al haber mejor aprovechamiento de los carbohidra-

tos, este ya bajd de valor.

El matraz en donde no se agregd fuente de nitrdgenc, ma-~
nifiesta crecimiento y aumento en el contenido de proteinas -
de la biomasa. Lo que significa que el aporte dado por el ca
mote, en cuanto a nitrdgeno, es aprovechado por el hongo, re-
sultado ademds suficiepte para llegar a los valores obtenidos,
pero si quisi&ramos incrementar mis éstos, se hace necesario

suplementar fuente de nitrdgeno al medio de crecimiento.
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IX. - Optimizaciﬁn'dei1mé§i6“'?uénte;dé,fésfoiu.

Cuadro 16

F.dePh --- sols.tots,-=- pH~-§&eip§pt° ; almiddn

16.58 02902

0.000 0.4551 4.85 :

0.100 0.4827 4.5 19.175. “07 0.0344
0.150 0.5290 4.0 20.61 =7 70,1042
0.200 0.4957 4,59 20.925 0.1724
0.250 0.5257 4.0 21.027 0.0344
0.300 0.5280 4.3 21.431 '0.1724
0.350 0.5315 4.4 22.141 0.3103
0.400 0.5213 4.3 21.645 . D.0E83
0.500 0.5187 3.9 20.500 10.50 0.0344
0.800 0.5167 4.1 20.100 7.1 0.0344
g/100ml §/100 ml mg/100 mg ug/mil ..o ma/100mg

En €l cuadroc 16 y graficas X,Y,2 y QL;TtEHQﬁQS los resul

tados de la Gltima parte de la serie de experiméﬁtcs sobre o

[§e.

timizacidn del medio, la que se refiere a . la concentracidn 4

“m

la fuente de fésforo.

Como apreciamos en la grifica, esta vez las cuyrvas de -~
fésforo y proteinas no senalan los mismos midximos, aungue ---
éstos se encuentren cerca. El criterio que prevalecid en 1la
seleccidn fué el de contenido de proteinas, miSno gue se ha -
manejado en todc el proyecto. Por ‘1e tante, el punto que did
mis alto porcentaje de proteinas se escogid como la cohcentrg
cifn Sptima de fuente de fdsforo. Pezpects al medio original,.

aumentd en 100mo.

El pH en el punto escogido estd por. encima de 4.0, lo -~

gque nos hace pensar en tener mas cuidado con-este factor.en -
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el siguiente éxPerimenﬁof Esto porgue a. pH's altos, el hongo
produce &dcido oxdlico, Prescott (35%), sustancia que no desea-
mos en la biomasa. Esta vez el valor mas alto de proteinas -
corresponde con el de sdlidos totales. En vez de cuantificar

carbohidratos totales, lo que se hizo fué probar la técnica -

para determinar el % de almiddn en el medio de cultive. Como
vemos en cuadro 16 y grd3fica = , &ste ha desaparecido comple
tamente, casi, del medio. La grdfica parece ensefiar una gran

variacidn en los resultados obtenidos, pero hay que fijarse -~

gque la gr&fica va de 0~--0.3 %.

En el matraz que hay 0% de f&sforo; tenemos registrado-
crecimiento y un contenido de proteinas mds alto que cuando -

no se agregd camote o nitrdgeno.
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X. Fermentacién. . . .iloo
Cuadro 17

. Result

tiempo~-pH~- SOlS.tots.--% de-al

o 3.65  0.0893 13,15 0 7 766,00 9,601

3.9 24.49
6 3.60 0.0954 11.92- ST B0GST 16.196 5.4 27.21
12 3.30 0.1525 9.12 - - 77.5 ©720.311 6.0 .28.97
24 3.20 0.2190 0.701" ¢« 65.0 22.97 7.1 35.78
30 3.10 0.2535 0.264 62.1 23.52 9.0 45.00
36 3.4 0.2639 0.175 . ..35.0 25.37 11.6 57.08
50 3.20 0.2789 0.087 . 35.5 . 23.38 14.4 70.58
52 3.10 0.2796 0.087 33.0 23.78 15.2 72.59
horas g/50 ml de mg/100 mg ug/ml mg/100mg ug/ml ug/25mg
muestra de
) mues
tra

En el cuadro 17 y graficas @ Yy b’ , tenemcs los resulta-
dos de la fermentacifn, en donde se usan los wvalores obteni-
dos en anteriores experimentos recalcamos gue se tomaron ---

mue stras de 50 ml.

Uno de los puntos de interés en este coxperimento era ob
servar el comportamiento del pH, y= que como sefialamos en la
fundamentacidn, se debe procurar manteney un pH bajo desde -
el inicio para evitar la formacidn de dcido oxilico, Pres---
catt (35), y tambi&n prevenir contaminaciones de otros micro
arganismos, Ahondando un poco mas en lo referente a la pro-
duccidn de micotoxinas, podemos dersir que seglin la literatu-
ra revisada, Pore (34), Ciegler (7), Rosiles y Pérez (37), =
el A. niger tiene reportada la produccidn de una sustancia -

de este tipo ya sefialado: el &dcido oxdlico. :
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De antemano encontramos que el pH Sptimo de crecimiento’
del hongo es 3.5, siendo reforzado el buscar tener este va--
lor inicial en el medio, por la razdn antes citada. Enton--
ces establecimos condiciones tales en nuestro proceso, basa-
dos en la bibliograffa presentada, gue nos permitan suponer-
que el dcido ox8lico se encuentra ausente, casi, del caldo y
la biomasa. Como vemos en la tabla y grdfica, ademds en los
experimentos en donde también tenemos pH contra tiempo, si -
logramos un pH inicial de 3.5 o cercano, se hace innecesario
agregar &acido durante la fermentacidn para controlar el pH,-
va gue el microorgamismo se encarga de bajar é&ste y mantener
lo. Obviamente, ademds en la literatura se reporta, el hon-
go produce &cidos orgédnicos para lograr este propdsito incli
nindonos a pensar por los antecedentes gue tenemos, que den-
tro de Estos, el gue se encuentra en mayor proporcién es el-
8cido citrico. Esto nos 43 una nueva posibilidad de aprove-
chamiento del proceso, investigando la capacidad productora
de dcido citrico, usando como sustrato camote, del Aspergi--

llus niger.

La curva de s51idos totales nos muestra un aumento regu
lar en estos, sin tener puntos gue se salgan del trazado, --
como ocurria en otros experimentos, especialmente los prime-
ros. El valor gue obtenemos de é&stos en la muestra tomada -
se equipara con lo obtenido desde que se optd por usar una -
concentracidén de 1.5% de fuente de carbono. Ya habilamos copn
signado que sacrificdbamos sélidos totales para tener simi--
lar cantidad de protelinas que si usaramos el doble de fuente
de carbono, como se hacla en los primeroS experimentos. Por
supuesto gue si deseamos mayor cantidad de sSlidos totales -
regresamos al valor original (3% de fuente de carbono). Por
el incremento de la biomasa se hizo patente lz necesidad de

aumentar la velocidad de agitacidn durante el proceso. Al -
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inicio eran 250 RPM y se concluyd en 450 RPM. ' Debido i gue-
se vela, a pdrtir de las 24 horas, que la velocidad inicial-
no era suficiente para mezclar adecuadamente el conteniao:del
fermentador. Esto implica que la viscosidad del ﬁédid fue' --
cambiado conforme pasaba el tiempo y se desarrollabazél'hon—r

Jue el

go. Entonces para contrarestar este aumento y permitir’
microorganismo recibiera la aereacidn pertinente, 'aprovechan
do los nutrientes completamente, se subid la velocidad .deagi

tacidn.

Los carbehidratos que proparcionan el camote al medio e
cultivo se encuentran en forma de almiddn, de tal manera que
el hongo tiene que degradarlo primeroc para poder utilizarlos.
Este hecho lo vemos representado en la grafica¥ v cuadro 17,
gque nos dice gue el porcentaje de almiddn en el medio baja =~-
con el tiempo, siendo menor al 1% en 24 horas. Estc se refle
ja en la concentracién de corbohidratos solubles, donde vemnos
gque hay un aumento en el lapsc de 0-~-6 horas, a continunciéh
la curva declina como signo de aprovechamiento de &stos por -
el hongo. Esto significa gue las amilasas del hongo degra--
dan el almidén, cuyos productos. se'-inccrporan al'médidf}wpdas
mos aventurar que este aumento se debe a que: la velocidad de
degradacién del almidén es mayor que la de aprecvechamiento de
carbohidratos por el hongo. Aﬁemés, si nos fijamos con dete-
nimiento en la gr&fica, s8lo hasta las 24 horas la ccncentra-
cidén de carbohidratos solubles se encuentra por debajo de ‘la
que se regiuztrd a tiempo 0, &3tc coincide ‘con que & las 24
horas el almidén ha desaparecidc casi completamente del me~--
dio. Es decir, la reserva no existe v no héy carbehidratecs
que se incorporen ai medio supliendo a los yue ya se han =—--
aprovechado. Este hecho, tedéricamente lo sabiamos, nos.indi—

ca gue el almidén es la fuente principal de carbnhidratos, --
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pero no se utiliza directamente. El Aspergillus niger es pro

ductor de amilasas, lo que le petmité aprovechar el almiddn.
Entonces surge la pregunta: éQu& tanta actividad tienen las:' -
enzimas del hongo? Por lo tanto tenemos otro puntq'de apr0vg

chamiento del proceso, la produccidn de amilasas.

Ahora pasando a la revisidn de los resultados de lééiﬁré
teinas, tenemos que el punto midximo lo observamos a las 36 hg
ras, pero que la curva de fésforo indica gue el crecimiento -
no ha concluido. Este valor médximo estd dentro del rango que
se ha venido obteniendo en los experimentos. anteriocres. Las~-
curvas de f6sforo se reportan de dos maneras diferentes, con-
el fin de ver como es el trazado de las mismas. En la repre-
sentacidn gr&fica vemos qQque ambas formas son similares cuali-
tativamente, distinguiéndose las fases: lag, no muy claramen-
te, de crecimiento y estacionaria. Lo mismo acontece c¢on la-
de sdlidos totales, perc yz hablamos anotado que éstos no in-
dicakban el crecimiento real por contener particulas de camote

nc degradado, adem@s de biomasa.

Una de las cosas que se tiene en mente es la posibilidad de -
gque el hongo sintetize alguna sustancia t&8xica. Generalmente

Estas son productos del metabolismo secundario, m&aifiesto en
la fase estacionaria del crecimiento. El1 tener la posibilidad
de suspender la fermentacién alrededor de las 36 horas y en -
plena fase de crecimiento agrega un sequro mas al proceso; =--
pues vemos gue se llega al cbjetivo; % de proteinas aumentan-
do antes de la fase en gque se reporté la produccidn de mico-=-
toxinas. Hasta la actualidad, el A. niger no tiene reporta--
das micotoxinas diferentes a1l &dcido oxilico, pero nunca Se -~
puede descartar la posibilidad de gque las sintetize, va sea -
por mutaciones, sustrato empleado o porque las técnicas de ~--

andlisis no sean lo precisas y especificas gue se necesita, -
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entonces entre m&s prevencidn se tenga es mejor. Hay gue =---
agregar gue en la bibiiografia citamos un trabajo de Bean & =~
McFall (3); en donde se menciona que cuando el‘AsEergillus ni-

ger crece junto con Aspergillus flavus o Aspergillus parasi--

ticus inhibe la produccidn de aflatoxinas,
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RESULTADOS FINALES.

A). Andlisis de 1la biomasa“obfehida'é

shumedad $prots.

camote 70.9 3.83 2720 -
‘biomasa 90.43 | 25.47 14125 °

{% en base seca

B). Coeficiente de aumento de proteina:

proteina inicial 25.37 _
= T : = 6.62
proteina final

3,83

C). Rendimientos: se utlllzan resultados de ta fermentaclon
para efectuar los calculos. .

c.1 Rendimiento sobre el sustrato

g de sblidos totales ~ 10.33
g de camote agregado’  45.00

= 0.229

¢.2 Rendimiento sobre fuente de nitrégeno;(nitraté de
amonio) : ) . : :

g de sdélidos totales 10.33 = 0,68
g de nitrato de amonio’'15.00

¢.3 Rendimiento de proteinas sobre fuenté‘de hitrégend:

g de proteinas obtenidas _ (10.33) (0.2537  2.62 : 0.174
g de fuente de nitrdgeno ' ... .15 T L B

Tenemos los resultados del an8lisis de biomasa én‘contra§

te con los del camote; vemos que en casi todos los renglones -
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hay un aumento. La humedad parece alta, pcro recordemos que
la biomasa se recupera de un medio lfguido, aparte de la hu-
medad natural del hongo hay que sumar la que proporciona el-
medio. El valor de proteinas estd arriba de la 9btenida>pot

Senez (42) y Deschamps (8).

Vemos la disminucién de carbohidratos totales, lo que -
explica el aumento de proteinas y grasas. Cenizas y grasas.

caen dentro de los valores reportados por Kihlberg (20).

El % de proteina cruda se incrementa 6.62 veces, a par
tir de la cantidad inicial; este datoc es mayor del obtenide

por Gray (11}, gque fue de 4x.

Los rendimientos obtenidos pueden mejorarse si aumenta-
mos la cantidad de sustrato agregado como vimos en el experi

mento de optimizacidn de fuente de carbono.

e 14
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yvyrrr., CONCLUSIONES

I.- Conclusiones
'1). Como fruto de los exp realizados se obtuvie

ron ‘pardmetros del proceso:

R témperathia:'f37;fé
g pH (inicial): 3.5
------ volumen de indculo: 10% (v/v)
# ——m——— medio: B (camote Integro, con ciscara)
# cm———- %+ de fuente de carbonoc: 1.5-{g/100 ml)
# e ——— % de fuente de nitrdgeno: 0.5% (g/100 ml)
# - % de fuente de fésforo: 0.35% (g/100 ml)
# ~m——— tiempo de fermentacidn 52 horas (con posibi

lidades de suspender a las 36 horas).
—————— aereacidn: v/v ( 3 lts de 02/minuto//3 1t
de medio}.
—————— agitacién: 250 -- 450 RPM

------ cepa: Aspergillus niger (aislado de mandari
# na) .

Los valores seleccionados eran incorporados en el mg
todo para desarrollar el experimento siguiente. Los marcados
con un asterisco son los obtenidos experimentalmente.

v
2). Se obtuvo un incremento en el valor de proteina de -
6.62 veces sobre el contenido inicial del sustrato utilizado.
El % de proteina cruda obtenida por nosotros es mayor a lo a-
notado por Senez (42), 19--20%, pero menor a lo reportado por

Perlman (32) y Gregory (12), 50 y 44% respectivamente.

3). La cepa utilizada demostrd ser termoteolerante, ya --
que afin cuando su temperatura Sptima de crecimiento reportada
es de 26 °C, Raper (36), crecid bien a 37 °C. Coincidiendo -
con la temperatura utilizada por Senez (42), Perlman (32} y -
Gregory (12), aunque éste d4ltimo sefala una temperatura mis -
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4) . E1 sustrato limitante del medio es la fuente de ni-
trégeno, ya que &sta tuvo gque sSer aumentada con respecto al-
medio original. Al terminar la fermentacidn tenemos una con
centracidn de carbohidratos solubles alrededor de 30 ug/ml.
Esto nos lleva a pensar en que el caldo recuperado puede uti
lizarse en un proceso de fermentacidén mixta con algin otro -
microorganismo, de esta manera, se aprovecha hasta lo filtimo,

la fuente de carbono aportada por el camote.

5). La ventaja del medio B, estriba en el aprovechamien-
to integral del camote, no generindose con ello basura o des-
perdicio del mismo; ademds, de evitar la molestia de tener --
gque despojar al tubérculo de su ciscara, operacidn que eleva-
ria los costos. Hay gque acotar que la ciascara d3i el mayor --

aporte de sales minerales y vitaminas que contiene el camote.

6). El proceso no necesita de un control de pH con adi--
cidn de 3cido & &dlcali, ya que el microorgamismo se encarga -
de bajar el pH por medio de la produccidn de acidos orgdni---
cos. Se plantea la recomendacidn de profundizar en el estu--
dio de este hecho, cualificar y cuantificar los Adcidos produ-

cidos.

7). Se tiene un intervalo de % de fuente de carbono, 1 a
3%, gque nos posibilita tener semejantes porcentajes de protei
na, pero con diferencia en sdlidos totales. Esto nos permite
tener, a voluntad, buen contenido de proteina en ﬂmuchoé" o -
"pocos" sdlidos. El proceso es flexible en cuanfo a‘la con--~

centracidn de fuente de carbono.

8). El hongo presenta cepacidad paré.dégfadAf:y aétove-—
char el almidén del camote, fuente de carbonofpfimé;ia en el
proceso. En la literatura, se reporta al,ﬁ}?nigéf'como pro=--
ductor de enzimas amiloliticas, por lovténto;fsé-sugiere ahon
dar en la investigacidén de este punto: aQué enzimas se produ-
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cen y cuantaactividad tienén?j,:‘v

9). E1l tiempo que se dejéAel”pfdééso abarcé,'en el fer-
mentador, 52 horas, pero se v1o que el valor miAximo de protel
nas se alcanza a las 36 horas; pudlendo detenerse el proceso
alrededor de &ste tiempo y eV1tar llegar a la Ease estaciona-
rig en donde se producen los metabolltos secundarlos, entre -

ellos las micotoxinas,

10). El camote es un medio de crecimiento complejo que a-
porta suficientes elementos para soportar el crecimiento del
hongo por si solo. Pero como se vid en los experimentos co--
rrespondientes, es necesario suplementar con fuente de nitrd-

geno y f0sforo para optimizar el crecimiento y llegar a los -

resultados esperados.

11). Las técnicas analiticas y experimentales empleadas -
sufrieron cambios de como se reportan en la literatura, con -

el fin de adecuarlas arlaé condiciones del provecto.

1I. Recomendaciones:
.

a.- Concluir con los estudios del proceso en las varia--
bles faltantes del mismo: concentracién dél inéculo, fuehtes
alternas de nitrdgeno y/o fdsforo mas baratas; condiciones --
de aereacidn, velocidad de agitacidn, viscosidad del medio, -
etc. Una vez determinados é&stos, pasar a la siguiente etapa:
las pruebas en planta piloto y comenzar los estudios de facti

bilidad del proceso, asi comoc las rutas de comercializacibn,

distribucidn y abasto de materias primas.

b.- Efectuar las pruebas nutricionales con 1la baomasa ok
tenida: digestibilidad, aprovechamiento vy toleranc;a por el -

organismo, % de proteina verdadera, contenido y calidad de --
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los aminod8cidos. -

_ q.f'pievax a cabollosrestudios toxicolSgicos pertinentes:
rastreoydé po$ib1es micotoxinas o Zcido oxdlico en productob—
final v durante el proceso; contenido de &cido nucléicos, to-
lerancia al producto por parte de las especies animales a las
cuales se les piensa dar; rastreo y bisgqueda de signos patolé

gicos (aspergilosis) en los animales de prueba.
d.- El producto obtenide en la fermentacidn puede usarse

~- Desviar a consumo humano una gran cantidad de --
proteina vegetal que se utiliza en la preparacidn

de alimentos balanceados,

-- Abatir costos de cria y manutencién de animales -~
de pastoreo, lo que necesariamente rebajaria el -~

préciéfaewibs productos primarios y derivados de

~- Lograr,que. el pais sea autosuficiente en recursos

‘alimentarios, disminuyendo la importacién de gra-

‘ nos'y ‘alimentos.
‘-<“Recuperar y ‘engordar animales''que ;actualmente se
‘sacrifican por carecer de alimentos para maritener

los.

-- Prbbar,que,el'prdducto.bara-saber si llena los re
querimientos ‘para. su incorporacién a la dieta hu-

mana.
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