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I. !NTRODUCCION 

La imaginación, talento, empuje y creatividad del hombre 

no conoce límite, menos aGn, cuando se trata de solucionar al 

guna cuesti-ón _que amenace su confort o existencia. -Esto se ha 

comprobado a lo largo de su devenir histórico_, siendo tiempo­

de qtie la humanidad vuelva a ocupar sus capacidades y respon­

da al reto actual. 

La escasez endémica de proteínas¡ la reducción en la caE 

tura de algunas especies pesqueras; la alta tasa de crecimie~ 

to dernográf ico; la inflación y los incrementos en los precios 

de las fuentes tradicionales de proteínas, tanto para consumo 

humano como animal, han desembocado en crisis y tensiones mu~ 

diales. De ista forma·, investigadores de varios países en --

cooperación con organismos internacionales, (FAO/OMS), están­

considerando estas situaciones, encontrándose en camino de -­

buscar y ofrecer fuentes alternas de proteínas a las tradicio 

nales. 

Corno acota Kihlberg (20): Ernil Fischer, gran químico ale 

mán, expresó en 1907 unas palabras que en su tiempo sonaron 

como pertenecientes a la ficción científica, fueron: 

"Durante los Gltirnos SO afies, se ha acostumbrado, tante­

a los excelentes resultados producidos por la industria quírnl 

ca, que la consideran capaz de todo y de esta manera se piensa 

en las proteínas sintiticas corno el alimento del futuro comGn 

y barato, ademús. 

Este deseo se ilustró en papel bajo el título ·~utrien­

tcs del carbón", en una esplendida pintura que ensefiaba la -­

conversión del carbón en varios platillos muy deliciosos, es­

to en un restaurant muy elegante conectado a una mina de este 

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

Si en ese tiempo tales palabras sonaban a fantasía pura, 

en la actualidad podemos decir que la predicción se cumplió, 

no siendo la Química quien dió la respuesta, sino que ésta -­

partió del campo microbiológico, especialmente en su rama in­

dustrial. 

En la actualidad, existe un gran número de microbiólogos 

que no vacilarían en dibujar una mina de carbón o una refine­

ría conectadas a un restaurant por medio de una combinación -

de tecnologías alimentarias y fermentativas. Los problemas -

de ingeniería relacionados con la realización 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: petró­

leo y derivados, gas natural, materias celulósicas, desechos­

agrícolas y otros. Existen todavía, problemas a discutir de­

tipo sanitario antes de usar esta fuente como alimento huma-­

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

Esta búsqueda por proteínas no convencionales de ninguna 

manera constituye un palo de ciego, Gray (11) y un reporte p~ 

blicado en WHO Cronicle (47), hacen un estudio de la situa--­

ción y sobre todo en el primero, se llega a la conclusión de­

que en un futuro no lejano, la Tierra, a pesar de los avances 

en la ciencia agrícola, habrá llegado a su límite agrícola m~ 

xim~ siendo incapaz entonces de mantener a su población. A -

la escasez artificial, producido de la especulación y los in­

tereses políticos, se sumará una terriblemente, real, debido-

al agotamiento de los suelos. Es por ésto que una de las so-

luciones presentadas para esta situación es la pro<lucción de­

prote{nas pro microorganismos unicelulares a los que se deno-
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mina PU. (proteína unicelular) o SCP (single cell protein). 

Aunque inconscientemente, el hombre ingiere proteínas de 

orígen microbiológico desde tiempos inmemoriales al ingerir -

consumir vino, vinagre, yogurt, salchichas, kefir, queso, le-

vadura, etc. Los intentos de aprovechamiento racional y con~ 

ciente de PU, comenzaron a principios de siglo cuando los al~ 

manes en la I guerra mundial llegaron a producir hasta 15000-

toneladas anuales de ella, repitiendo la experiencia enla II-

guerra mundial, con similar éxito. Los que retomaron la in--

vestigación de este problema, en época posterior y por casua­

lidad fueron los petroleros; quienes al experimentar con mi-­

croorganismos para eliminar la parafina y el azufre del petr~ 

leo crudo, notaron que obtenían un producto que al ser anali­

zado le encontraron más del 50% de proteína de alta calidad,­

que además podía ser aprovechado para incorporarlo en la die­

ta de animales y/o humanos. A partir de entonces, se derivan 

las demás investigaciones en este campo, ampliando éstas ha-­

cía la utilización de otro tipo de sustratos. (11, (18), (20), 

( 23) , (32) • 
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II. FUNDAMENTACION 

Proteína unicelular (PU) o single cell protein {SCP), es 

un término acuñado por el Dr. Wilson del Massachusets Instit~ 

te of Technology (MIT), (20), que se usa para designar un CO.!!_ 

centrado proteínico obtenido a partir de microorganismos uni­

celulares (levaduras, hongos, algas y bacterias), los cuales­

pueden ser cultivados en medios relativamente abundantes y b~ 

ratoG, como: aquas negras, residuos del. petróleo, gas natu--

ral, melazas, celulosa, desechos amiláceos y muchos otros más. 

Este término tiene un cierto valor psicológico, ya que al cu­

brir el orígen de las proteínas, evitan aversiones y reticen­

cias que podrían surgir por este concepto si dijésemos: pro-­

teína fGngica, proteína bacteriana, etc. 

Son muchas cualidades que posee la PU, que la hacen ser­

un interesante objeto de investigación, produciéndose con mu-

cho éxito en varios países. Entonces 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), lo siguiente: 

a). Los microorganismos pueden ser modificados fácilmen­
te en su genética. Las mutaciones, inducidas por mé 
todos físicos o químicos y bajo un programa de scre; 
ning, darán variantes con las características desea= 
das, por ejem.: mayor velocidad de crecimiento, so-­
brevivir a temperaturas altas, deficiencias en la ar 
quitectura de la pared celular, modificación enzimá= 
tica para incidir en la composición de aminoácidos -
y tener alguno'que nos interese de manera especial. 

b). Los microorganismos poseen un tiempo de generación -
muy corto, que se refleja en un rápido incremento <le 
la masa superior a cualquier otro organismo, como -
vemos en las tablas I y II. 

c). El contenido de proteínas de los microorganismos es­
alto, como vemos en la tabla III, aGn en peso seco y 
haciendo la corrección del nitrógeno aportado por o­
tros componentes celulares nitrogenados. 
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d). la producción de PU puede basarse en materias primas 
baratas y fácilmente asequibles en el área donde se­
piense establecer la industria, además podemos aseve 
rar un abasto prolongado y abundante. 

* screening: pruebas de selección. 

TIEMPO DE DUPLICACION DE MICROORGANISMOS (20) 

'l'abla I 

Microorganismos 

bacterias 

levaduras 

hongos 

algas 

Tiempo de duplicación. (horas) 

a.. s--2 
1--3 

2--6 

4--12 

TIEMPO DE DUPLICACION DE VARIOS ORGANISMOS (10) 

Tabla II 

organism;< 

bacterias y levaduras 

algas y hongos 

alfalfa 

pollos 

porcinos 

bovinos 

Tiempo de duplicación. 

10--120 minutos 

2--6 horas 

1--2 semanas 

2--4 semanas 

4--6 semanas 

1--2 meses 
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CONTENIDO DE PROTEiNAS DE. VARIOS •ORGA~:l:sMo~.~ (lS), ·. (23). 

Tabla III 

Organismos 

bacterias 

levaduras 

algas 

hongos 

harina de 
pescado 

harina de soya 

leche 

carne 

huevo 

arroz 

harina de trigo 

maíz 

sustrato 

metano! 

metano 

parafinas 

Kerosinas 

etanol. 

co
2 

carbohidratos 

ini ti'ó~<~ri'~5·0 ~;~ %~~-i>teína cruda 
~-::.:{/:f>c e'.;,~-,j.-~.:,'..")- •• ji':-• 

3.5-4.<i 

13-14.4 

5.6 

1 •. 2-1.4 

1.6-2.2 

1.1-1. 5 

80 

60 
60 

69 

54 

45-60 

35-60 

60-65 

50-45 

22-25 

81-90 

35 

7.5-9.0 

9.8-13.5 

7.0-9.4 
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e) El cultivo contínuo puede ser un proceso a seguir, 
lo cual hace independiente de cambies climáticos e 
intensidad lumínica a la producción de PU, además se 
requiere de un área relativamente pequeña en campar~ 
cion con la que se necesitaría para producir una can 
tidad i~ual de proteína ccnvencional. El problema -
de basura es mínimc, en comparaci0n coP otros proce­
sos de alimentos. 

f). Aunque el personal requerido necesita tener un grado 
de estudios técnicos, éste se emple3 en corto número, 
ejem: para producir 1.2 millones de coneladas de pes 
cado en la INDIA se necesitan de l ~il16n de perso-= 
nas, mientras que la petrolera ASS~~ podría propor-­
cionar la misma cantidad de ?U con !00 ticnicos. 

g). El costo de la PU es semejante o menor que el de la­
contenida en otros ali~entos, tabla IV, claro que 
esto depende del microorganismo y s~strato maneja--­
dos, como vemos tambiin en tabla V. 

h). Frazer (10), nos muestra un b'1lance de materia, car­
bono-nitrógeno, general para el proceso, de la si--­
guiente man<:>ra: 

carbohidratos + º2 ----- PU + co., + 2700 cal. 
l kg de carbono 1.31 kg o.s kg de c2 -1.a kg 

fosfato de diamoni0 --- PU + efluente 
J. kg de nitrógeno 0.9 kg de N2 0.1 kg de N2 

Estas ecuaciones muestran que la mayor parte del ni­
tr6geno se queda retenido en el prcducto, pero la m! 
tad del carbono se pierde, siendo usado como energi­
tico para la síntesis de macromolic~las biol6qioas 
de alto orden. Sin embargo, en los sustratos hay de­
sechos que de otro modo se quemarían, enterrarían o­
descargarran a riG~ y mares. Entonces el 50% de la­
recuperaci6n en un proceso de PU rerresenta un incre 
mento de carbono disponible para el sistema alimenti 
cio, obtenido a expensas de una pequefia cantidad de: 
nitrógeno fijado. De m3nera slmilar se puede compa­
rar la suma de e:-,trada de ener~1ía con el ~ontenirlo e­
n€rgetico de la proteína microbiana r<:>cuperada. Las 
entradas de encrgia son: el consumo de la planta por 
este concepto m&s el ccntoni¿o de energ[a de la sal-
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COSTO DE PROTEINA EN VARIOS PRODUCTOS. (20) 

Tabla IV 

fuente 

soya 

algodón (aceite) 

costo prod.(11) 

8.9 

8.9 

soya (harina desgrasada)l5.5 

harina de pescado 40.0 

levadura de tórula 37.7 

cacahu.:ite (harina) 55.4 

caseína 88.6 

leche en polvo 44.4 

(# de centavos de dolar por kgJ 

% de prct. costo 

44 20 

41 22 

50 31 

80 50 

48 79 

60 72 

95 93 

37 120 

prot. (#) 

amonio. La suma de éstas entradas es de aproximada­
mente 3000 cal/g. Así pués, ignorando la ene gía ata 
da como planta ;· la usada como labor manual , hay una 
ganancia neta de 2500 cal/g. en la PU. 

Equilibrando la situaci6n y siendo justos, debemos con--

signar también los inconvenientes que la PU tiene. La inves-

tigación, en consecuencia, debe efectuarse con sumo cuidado 

y a fondo para asegurar la inocuidad del producto obtenido, 

entonces podemos decir que los estudios, citados por Kihlberg 

(20) y Kharatyan (18), r.i&s intensamente hechos hasta la fecha 

son los efectuados con PU proveniente de levadur.:is crecidas -

sobre fracciones crudas de petróleo, aunaue Gltir.iamente, 6s--

tos se han extendido a otro tino de microcro~nisnos y sustra­

tos, habiéndose encontradc' !1ast;-~ 2h0ra los sj_qui€=ntes in:;onve 

nientes: 

1.- Baja digestibilidad: esto significa que no es fácil­
acceder, por parte de los nrganismos superior~s. a -
la proteína microbiana y ¡sto por dos razones, hasta 
ahora : la pared celular y factores antinutriciona--

8 



Tabla V 

les que son propios de los microorganismos. 

La primera es una barrera natural protectora que en-­
vuelve a los microorganismos, compuesta principalmen 
te por: peptidogluconos, fosfolípidos, ácido teicoi-::­
co, lipopolisacáridos; que no es destruída fácilmen­
te por el sistema digestivo, haciendo díficil aprov~ 
char las proteínas celulares que nos interesan; auna 
do a esto, en bacilos Gram (+) la pared" aporta fact~ 

COSTOS DE PROTEINA DE VARIOS SUSTRATOS. (20) 

sustrato organismo costo prod. (#) -costo-prot. 
- . <-il) . -

carbohidratos levadura 15-20. 

12.6 

14.2. 

14.2 

17.1 

gas bacteria 

n-alcanos 

gas levaduras 

n-alcanos levaduras 

metano bacterias 

metano bacterias 

metano bacterias 

metano! bacterias 

metano! bacterias 

17.5 

13.3-22.l -

52.7 

43.0 

25 

'21 

24 

28' 

34 

29 

-- -22-37 

88 

72 

aguas negras algas 6. 7-20.0 

66.5 

42 

13-40 

133 co
2

-N
2 

algas 

(#) centavos de dolar/kg. 

res antigénicos. Las sustancias antinutricionales -
son generalmente metabolitos secundarios que impiden 
la digesti6n de algGn alimento y su consiguiente no­
aprovechamiento; a ésto hay que agregarle que causan­
trastornos gastr.oentéricos como diarrea y/o flatulen 
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cias, por el esfuerzo en tratar de aprovechar el ali 
mento por parte del sistema digestivo. 

2.- Presencia de sustancias que raramente son ingeridas­
causando diversos trastornos, entre éstas tenemos -­
pigmentos, lípidos, esteroides, carbohidratos no u-­
suales; icidos grasos de cadena impar; tiamina e his 
tamina, causantes de reacciones alérgicas; endo y e= 
xotoxinas (ejem.: aflatoxinas, ocratoxinas, etc.) 
compuestos aromáticos con actividad carcinogénica; 
sustancias productoras de necrosis hepitica. Este 
problema ,puede ser sorteado mediante una selecci6n 
escrupulosa del microorganismo, ayudindose ademis 
con un manipuleo genético tendiente a inhibir la 
producción de estas sustancias. 

3.- En lo general la PU ofrece una relación Ca/P de 0.01 
que es más baja de la presente en alimentos conven-­
cionales, siendo ésta muy importante en organismos 
en crecimiento; por lo cual, si la PU será alimento­
único, hay que considerar este detalle y dar suple-­
mento de estos dos elementos. 

4.- Las celúlas de rápido crecimiento presentan un elev~ 
do contenido de icidos nucléicos, especialmence RNA 
lo que las hace ser un riesgo si van a ser utiliza-­
das corno alimento, por las consecuencias que aca---­
rrean. El porcentaje que encontramos es de 8-25 g 
de AN/100 g de proteína, mayor que el ofrecido por 
los alimentos convencionales, ejem.: s.:irdina 2.2-5.7 g 
de AN/100 g de proteína. El resultado orgánico de 
una alta ingesti6n de 5ci<los nuclcícos se manifiesta 
por una aparición de ácidn Grico en gran concentra-­
cion en la sangre, que propicia la presencia de una 
enfermedad conocida como gota, así como la propen-­
sión a cálculos renales y biliares. Esto tiene espe 
cial inter&s, ya que el hombre durante su evolución 
perdió la enzima uratoxidasa que metaboliza el &cido 
Grico a alantoína, hecho que impide a los humanos 
puedan metaboliz~r el 5cido Grico y este no les cau­
se daño. Las investjgaciones tienen como derivación 
secundaria el encontr~r un m6todo eficiente y barato 
para remover los ácidos nucl6icos sin afectar el con 
tenido proteico de la PU. 

5.- Se ha encontrado que los resultados obtenidos al ex­
perimentar con animales no pueden ser extrapolados a 
seres humanos, ya que no responde igual nuestro org~ 
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nismo y el de ellos, ante la misma fuente protéica,­
es decir, existe diferente tolerancia a las proteí-­
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-­
niendo buenos resultados y no presentándose compli-­
caci6n alguna, pero al experimentarse en hu~anos, a­
parecieron diversos trastornes como v6mito, diarrea, 
nauseas, dolor de cabeza y trastornos 3lérgicos; por 
lo que estas fuentes se descartaron para alimenta--­
ción, quedando como alimento para animales. 

Una vez abordados los aspectos generales de la PU, parti­

cularizaremos en los elementos que conforman el presente trab~ 

jo, haciendo una revisión de ellos y de las propiedades que 

nos serán útiles para alcanzar el fin que se persigue en el 

proyecto. 

Lo primero que analizaremos será el sustrato que se utili 

zará para obtener la PU. El camote, cuyo nombre científico 

es Ipomoea batatas, es una planta faner6gama, angiosperma, di-

cotiled6nea de la familia de las Convolvuláceas. La planta 

es una guía rastrera muy sensible a las heladas. Sus raíces 

tuberosas, variables en cuanto a color y tamafio, según la va-­

riedad que se cultiva, se usan corno legumbres, para produc----

ci6n de dulces o como alimento para animales. Es originario, 

según parece, de la parte central de Am6rica de donde se ha 

extendido a casi todo el continente. Crece mejor en climas -

calientes húmedos, que 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 ~ arcillosas. 

planta que resiste bien la sequía, pudiendo producir una cose­

cha con menos agua que otra planta hortaliza. 

En nuestro país se cultiva principalmente en los estados 
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de Jalisco, Puebla, Michoacán, Vcracruz, Tabasco y Colima. Ac 

tualmente, su producción no es la suficiente como para satis­

facer alguna demanda industrial, las razones son el empleo de 

t6cnicas anticuadas para su cultivo y la poca demanda existen 

te en el mercado en comparación con otros 

ble uso corno sustrato a nivel industrial, 

productos. Su posi_ 

podría desembocar -

en un aumento de su producción, pudiendo extenderse su culti­

vo a regiqnes donde la precipitación pluvial escasea y no pu~ 

de mantener a otras siembras, así mismo, los campesinos ten-­

dr[an otra opción para darle utilidad a sus tierras y tener -

una fuente alterna de ingresos. 

En la tabla VI, observarnos la composición del ~amate, 

llamándonos la atención dos casilleros principalmente, cante-

nido de proteínas y almid6~. De lo primero observ~~os un po~ 

centaje baj~ lo cual hace que sea un alimento de esc~so valor 

nutritivo, en contraste, ofrece una alta existencia de alrni--

d6n, que puede ser usano co~0 sustr0to. Según w¡-, i taker ( 46) : 

"El almidón es hidrolizado más rápidamente que la celulosa v existe el P9. 

tencial. para fenr.entarlo directa:c.ente ¡:ior honqos amilolíticos e:-: un pro­

ceso contínuo; una alternativa aproximada es usar un cultivo mixto para 

u.lrr•idón de, desperdicio. El alr.:idón puene ser de particular interés en á 

COMPOSICION DEL CAMOTE (28) 

Tabla VI 

alimento '!.agua :;;prot. '!.grasa %ceniza '•e. h. tots. if ibr~ %azucares 

camote 68.5 l.8 o. 7 1.07 27.9 

ali.mento %almidón Ca(mg) ¡:;¡; (rr,g) Fe(mgJ Vit.A(UI) Ti~~ina (mg) 

camote 20.2 30 49 0.7 7700 0.1 

a~i.mento n iac fr. o ( ,,-,g) ribo fl,,., ina (rng) :ic .asc6rbi::::o (nic¡) enérqi a (cal /lOOq) 

.'). 7 0.06 22 125 
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.. 
reas sub y tropicales, en donde se producen en gran cantidad raíces y· -"-

frutos feculentos que pueden ser acumulados de manera económica para un­

proceso industrial". 

Si utilizamos un microorganismo apropiado y usando el 

procedimiento correcto, obtendremos un alimento con alto va-­

lor nutritivo aprovechable por algún miembro de la cadena al! 

menticia que finalice en el hombre, ó por él mismo; ésto usan 

do como sustrato un vegetal pobre en cualidades nutricionales. 

Aunado a ésto, el camote como vemos en tabla VI, ofrece otros 

elementos como sales minerales y vitaminas que pueden ser a-­

provechables, ésto impactaría en utilizar un medio sencillo y 

barato para el crecimiento¡ tendemos a sólo utilizar fuente 

de carbono, nitrógeno y lo menos posible factores de creci--­

miento. 

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

fuente de carbono seleccionando Cladosporium :!E· en un proce-

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

sintetizada/lt de medio) de 5.87. De 100 q de camote se obtu 

vieron 81.29 de producto seco (micelio más camote sin usar) 

conteniendo 31.6 g de proteína. Inicialmente en los 100 g de 

de camote se tenía 6.9 g de proteína, la proteína total se in 

crementó en 4.8x. Tal proceso puede ser de un qran valor en-

países en donde la reserva de alimentos altamente protéicos 

es corta y el potencial para producir camote es alta, ejem.: 

Egipto, México, Malasia, Tanzania, PerG, etc. 

Los carbohidratos son acumulados por una gran variedad -

de plantas, están ampliamente distribuidos y se producen en -

gran tonelaje. La agricultura, incluyendo la parte forestal, 

sinteti;!a más o menos 10 billones de ch/año, la mitad de los -

cuales est¡n en forma de celulosa, 1.5 billones de toneladas 

de almid6n grado alimenticio y una pequeña proporci6n conver-



tida en aceites vegetales. Posiblemente el 75% de carbohidra 

tos producidos por esta vía se regresan al ambien~e como bas~ 

ra, mucha de la cual es potencialmente utilizable como sustra 

to microbiano. 

Después de la celulosa, el almidón es el carbohidrato -­

mas ampliamente y abundante encontrado en el reino vegetal. 

En la naturaleza casi siempre se haya en forma de gránulos. 

La forma y el tamaño de ellos son característicos de e/varie­

dad de plantas. El a~álisis químico nos dice que este se com 

pone de 44.4% de carbón, 6.2% de hidrógeno y 49.4% de oxígeno. 

El monómero que lo conforma es la o~glucosa que se agrupa en­

dos diferentes glucógenos: la amilosa que es una cadena li--­

neal y la amilopectina que es ramificada, encontrándose en -­

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

Muchas de las enzimas que actuán sobre el almidón se cla 

sifican como amilasas, sus acciones sobre el almidón dan lu-­

gar a la formación de productos de bajo molecular y cadena a-

bierta reductora llamados dextrinas. Las enzimas que hidrol! 

zan el almidón se denominan alfa-amilasas y las sacarifican--

tes como B-amilasas. Otras enzimas atacan al almidón cerno --

las forilasas y amiloglucosidasas, pero no producen dextrinas. 

fosforilasas. 

La palabra Aspergillus fue usada por primera vez en ---

1729 en un escrito de Micheli que la utilizó para denominar -

una etapa asexual de ciertas especies de hongos comunes. Has 

ta nuestro días este nombre se aplica a un género en el cual­

no todas las especies presentan fase ascospórica, pero eso no 

se ha tomado como punto decisivo para 

género si reune otras características 

que un hongo entre al -

pedidas. Raper(36) men 

ciona que no todos los micólogos están de acuerdo con este --

procedimiento. De este modo, y para tener la oosición corres 
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ta del Aspergillus entre los hongos, se pre_senta un_a clasifi­

cación en donde situamos al Aspergillus d~ntr~ d~'ro~ Ascomy­

cetes y los Fungi Imperfecti: 

CLASIFICACION DEL 

Tabla VII 

Clase: Ascomycetes · -· · ·· -

Subclase: Euascomycetidae. (serie: Pleétq~ycetes) 
Orden: Eurotiales 

Familia: Eurotiaceae 

Especies: niger 

Clase: Deuteromycetes 

Orden:Moniliales 

Familia: Moniliaceae 

Género: Aspergillus 

Especie: niger 

,_;·_,~:,:· 

En sus estudios,_ Raper y Thom (36), reconocen 78 espe--­

cies diferentes de este género. El grupo vinculado al ~­

gillus niger está formado por hongos que comunmente llamamos 

hongos negros. El género tiene amplia distribución, desde --

los tr6picos a las regiones frias. El aire, en todas parces, 

p~rece transportar de estos organismos, como se puede apreciar 

exponiendo al airo por pocos minutos una caja Petri que con--

tenga un Medio de cultivo apropiad0. ?or su ~ntente actividad 

en zit:~:í..t..i.ca, los AspEgillu_:::. sen parte fundamental en muer.os -

procesos industriales; entre los cuales podemos mencio~ar la 

producción de ácido cítrico, glucónico y otros ácidos orgáni-­

cos, tr.:insformación de esteroides, obtención de enzimas , manu 
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facturas de bebidas y alimentos fermentados, antibióticos, 

etc. 

Particularizando, los aspergilos negros son, con toda -­

probabilidad, más comunes que cualquier otro grupo del género. 

Su distribución es muy a~plia en el medio ambiente, aprove--­

chando una gran variedad de sustratos para crecer entre los 

que incluímos: granos, forrajes, frutos.y vegetale~ podridos, 

fibras de algodón, cuerc, sustratos ricos en proteínas, folla 

je y ramas de los bosques. Son abundantes en todos los suelos 

examinados, particularmente en los provenientes de las áreas­

sub y tropicales. Con la posible excepción del grupo de As-­

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

grupo de los aspergilos ~egros, es sin duda, el más ampliame~ 

~e usado en la industria que cualquier otro grupo de hongos. 

Ahora pasaremos al terreno de la descripción morfológica 

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

hongos. Las hifas bien desarrolladas, tabicadas, hialinas, 

están muy ramificadas. Sus células por lo general son multi-

nucleadas. Cuando todav!a está joven y vigoroso, el micelio-

produce abundantes conidióforos (de hialino a café, típicame~ 

te suaves, pero en algunas sspecies ligeramente granular o -

puntuado, usualmente de paredes gruesas). Estos no se orga--

nizan de algGn modo, sino que nacen aislados directamente de­

l as hifas somáticas. La :élula hifal que se ram)fica para dar 

lugar al conidiÓforo, se llama célula basal. Los conidiófo--

ros, son hifas largas, erguidas, cada una terminada en una ca-

beza llamad3 vesícula (globos~ 0 parecidas ~. hialinas o c0lo­

readas en sombras de café oscuro a pálido). 

Sobre toda la superficie de la vesícula multinucleada, se 

desarrolla una gran cant!dad de esterigmas (en general, profun 
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damente coloreadas o llenas de un pigmento) que la cubren com 

pletamente. Según la especie pueden producir uno o dos estra 

tos de esterigmas. Raper (36) llama primarios a los esterig-­

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 esteriqmas que llevan 

los conidios, sean primarioso secundarios, tienen típicamente 

forma de botella. A medida .que los esterigmas van madurando, 

empiezan a formarse conidios en sus extremos, uno debajo de 

otro, en cadenas. Los conidios son globosos y unicelulares,-

con paredes rugosas en su exterior. Al principio uninuclea--

dos, en muchas especies, por divisiones nucleares sucesivas.­

pronto se hacen multinucleares; sin embarg~ en la mayoría de­

las especies los conidios permanecen uninucleados. 

Los conidios del i\spergillus ~ se forman dentro del­

extre~o del esterigma que en realidad es un tubo. En el ex-­

tremo del esterigma, un tabiqua transversal delimita una por­

ci6n del protoplasma con un nacleo. El protoplasto se redon­

dea, segrega una pared propia dentro del esterigma tubular y 

desarrolla un conidio. La pared conidial puede fusionarse 

parcial o completamente con la pared del nsterigmd. Entre tan 

to, un segundo protoplasto, debajo del primero, se desarrolla 

para formar otra espora y empuja la antiormente formada hacia­

afuera, de tal modo que se forma una cadena de esporas a medi 

da que el protoplasma del esterigma continua creciendo y nue­

vos conidios se organizan, uno debajo del otro. La esclero-­

tia es una estructura de forma globosa a subglobosa que es de 

colo~ 1.;rema, en su et.:ipü jover1 '! posteriormente Sr)bre un fondo 

caf~ ~dquiere tintes rosSccos Como los conidi6foros y los 

conidios se producen en gran abundancia, es su color el que -

predomina sobre la colonia que cubren. De tul modo las colo-

nias del Aspergillus parecen ser negr;:is (nige_E.), custañas, a-
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marillas, verdosas, etc. 

Profundizando un poco mas en la utilización en la indus-­

tria, de los hongos, podemos decir seg6n Whitaker & Tannenbaum 

y Forage & Righelato, (46) y (49), que los hongos filamentosos 

se han usado en alimentos por siglos, habiéndose cultivado in­

dustrialmente por mucho tiempo para obtener diversos productos 

tales como: leidos org&nicos, enzimas, antibi6ticos, amino&di-

dos, esteroides, etc. Con frecuencia el micelio obtenido de 

esas fermentaciones se lava, se seca y es vendido como forraj~ 

Pero hasta el día de hoy, no han sido considerados muy seria-­

mente para usarse en procesos industriales de obtenci6n de PU. 

Generalmente se ha creído que la velocidad de crecimiento de 

los hongos es sustancialmente menor qu la de las levaduras, 

que su con tenido de proteínas es mas bajo y que no son apropiado_s 

paz;a cultivo sumergido, debido a su morfología filamentosa o -

de bolas lo que aumenta la viscosidad del medio de fermenta--­

ci6n con el consiguiente r~traso en el crecimiento y la autdli 

sis. Pero, en afies recientes, se han descubierto y obtenido -­

hongos con velocidades específicas de crecimiento comparables­

con las levadura~ presentando. así mismo, un contenido de 50%­

de proteínas crudas de buena calidad, como vemos en tabla VIII. 

La morfología rie los hongos es un resultado de la frecuen 

cia de la ramificaci6n de las hifas, pudiendo ser controlada -

por una buena selecci6n de las condiciones del cultivo y cepa­

ª utilizar. En la actualidad, el cultivo contínuo es una herra 

mienta comGn en la investigaci6n y desarrollo de procesos de -

PU, en general las cin€ticas observadas en bacterias y levadu­

ras son aplicables a los hongos filamentosos. 

Una vez dado un vistazo a las características de los hon­

gos, en general, que justifican su participaci6n en procesos -

de producci6n de PU, pasaremos a revisar las que presentan el 
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Aspergillus niger. 

COMPARACION ENTRE LEVADURAS Y HONGOS 

Tabla VIII. 

Microorganismo sustrato 

Aspergillus niger 

Aspergillus niger extracto de 
alubias 

Aspergillus Fumigatus casava 

Aspergillus nidulans 

Fusarium moniliforme 

Penicillium chryso­
genum. 

cándida utilis 

Rhodotorula glutinis 

sacharomyces cerevi­
siae. 

%proteíil"a cruda .• v~1; ae . ·• . 
·.·.·· créé. ih~ 1 > . 

48 

45 

44 

51 

42 

so 

·-- ~~ 

-~;:~ ~~·_:·-;-::.:~--'~' ., 

0;20 ~·-·. 

0'.25 

0.36 

0.31 

o .11-0. 30 

0.5 

0.158-0.211 

0.20-0.25 

9) 

3:!) 

11) 

9) 

9) 

'J} 

9} 

32} 

32) 

1). Muchas especies de hongos, entre la.s cuales se encuen 
tran el ~· niger, tienen propiedades ideales para pr~ 
cesas de PU que utilizan como materia prima, materia­
les de desechu. Están disefiados para i~vadir tejidos 
vegetales debido a su extenso y potente equipo enzirná 
tico, ~~e incluye una qran v~riedad de polisacárid~ = 
hidrr:>lüsas, l.ipD.s.:1s, proter~sas: por lo tanto, están c,:i 
p.)citudos !?ara -:lp1·ovechar 1:.1 :-:':ezcl,:t de materia] es con­
siderados como desperdicios. De hcch~ ellos son los­
principQl~s productores de enzimas en procesos indus­
triales. (32), (45). 

2). Alquncis especies de hongos son termotolerCJntesr capa­
ces de crecer en form~ satisfactoria en el rango de -
t:.0rnperatur~Js de ~5-60 ºC, 1 o cuo l bnjn c::_,stos por cn­
f r i. ami en to e E l ,; . a i. q_~ se i ne luye da n t ro de e s te - -
g r. •J p o . ( 1 2) ' ( 4 2 ) . 

1 9 



3). t.os hongos se ¡:iueden desarrollar en ;::>H s de 1. 5 a --
4. 0, lo que los confiere una ventaja selectiva muy -
fuerte sobre posibles contaminantes, pudiendo ser p~ 
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 -;;:;-u;:;- artículo, (42), Senez­
lleg6 a trabajar en condiciones no est~rile~ sin que 
llegara a presentarse contaminación en el producto. 

4). Los hongos se desarrollan de manera filamentosa, e's­
tá su naturaleza bien controlada,hace posible recupe 
rar el micelio con una simple operación de filtra--~ 
ción sin que tengamos grandes pérdidas celulares, a­
dem.'is, de ser fácil y rápida de llevarse a cabo, (9), 

( 20) ' ( 4 2) • 

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

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

7}. Uno de los objetivos del nroceso de ?U es la preser­
vación de las tierras de ~ultivo para fines agríco-­
las y no para industriales, entonces los hongos de-­
ben ser capaces de crecer en cultivo sumergido, ade­
más de aprovechar una sola fuente de carbono y desa­
rrolarse en medios baratos y abundantes. ( 11). 

8). Como ya vimos en la tabla VIII, el ;,spergillus niger 
presenta una buena velocidad de crecimiento compara­
ble a la de las levaduras, que puede incrementarse, -
aun más si l<l economía del proceso así lo requ.iere,­
(32),(9),(11). 

9). El r.spergillus niger a utilizéirse en el proceso1 debe 
convertir con ef icienci~ el Garbono del sustrato e~­

carbon0 tisular acomr·"1ñando 2 ésto ur. ar;rovech~mien­

to cercano de nitr6qeno 1n0ra&nico en nitr6geno pro­
té i C".). ( l l) . 

10). Se pretende utilizar el proceso de PU en regiones 
donde hay una sobreproducci6n ~e carbohidratos e in­
~raproducci6n de prote{nas, en nuestro c~so espec{f! 
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co ~stos son el almidón, así que el hongo debe po--­
seer capacidad amilolítica, El~· ~~la posee, 
tanto que es una de las fuentes de obtención de ami­
lasas a nivel industrial, (11), (35). 

Tabla IX ( 9) ' ( 3 2) . 

Contenido de aminoácidos (g de Aa/100 g de proteína) 

Fuente Cys--Ile--Leu--Lys--Met--Phe--Thr--Try--Tyr-Val--

ref. FAOº 2.0 4.2 4.8 4.2 2.2 2.B 2.8 1.4 2.8 4.2 

~· niger 1.1 4.2 5.7 5.9 2.6 3.8 5.0 2.1 3.2 5.2 

bacterias 0.4 3.0 4.7 4.1 l. 7 ~.4 3.2 0.6 2.1 3.6 

levaduras 0.3 7.3 8.1 10.7 l".4 4.1. 4.8 o.5 1.4 5.7 

soya(hari- 1.2 5.8 7,6 6.6 1.1 4.8 3.9 l. 2 5.8 3.2 
na) 

leche 
vaca 

° FAO 

de 0.9 6.4 9.9 7.8 2.4 4.9 4.6 1.4 5.1 6.9 

(Food and Agriculture Organism). 

11). Es deseable, no solo obtener proteína en grandes can 
tidades, sino que además sea de buena calidad, ésto 
significa que no tenga deficiencias cuanti y/o cua­
litativas de aminoácidos esencialei. Esto lo tene­
mos reflejado en la tabla IX en donde comparamos -­
el contenido de aminoácidos del A. niger con otras­
fuentes y l.•1 referencia de la FAO, en donde aprecia 
mas que te6ricamcnte se puede obtener proteína de = 
buena calidad n partir del hongo. 

12). Perlmun, (32), men.: i.:ina 0studios hechos con biomasa­
de A. niqer, acercu de su poder ndtrico, obteniend0 
los sigui~ntcs re'.'.'~ult0dn~:;: 

PER (coeficiente de eficiencia protéica) 2.50. 
(g. ganados en peso/g de proteína consumida) 
contra caseína. 
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Relaci6n de conversi6n de alimento (kg/kg de --­
peso ganado)= 2.02 _(ajustado a un valor de PER 
de caseína de 2. 50) . 

Estos estudios se efectuaron en pollitos, no repor­
tándose toxicología alguna. 

13). Gray, (11), manifiesta que e:1 estudios calorimétri­
cos realizados con este hongo, A. nige~, se encon-­
traron valores de 4.8--5.9 kcal/g,---estQ es importan 
tante si el alimento va a ser utilizado en regionei 
con deficiencia calórica, además de protéica. 

14). También es importante conocer el aporte de vitami-­
nas que d~ el hongo tanto cuali corno cuantitativa-­
mente, Tabla X. 

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

mi croo rg ani smos 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 
forme 

To rula .:'.E.· 2.3 45 33.4 ~7 

Basidiomycetes 0.37-2.32 7-96 0.6-98 3-52 

soya (harina) 3.5 15 

Como vimos al principio en la introducci6n, en los aspe~ 

tos generales de PU, ésta tiene desventajas importantes que -

deben tomarse en cuenta antes de adoptar una decisión respec-

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

tención en buscar si el microorgamismo utilizado presenta al-
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gún aspecto toxicol6gico y/o patológico. 

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

nas cepas de Aspergillus niger son patógenas para el hombre y 

los animales. Especialmente, las aves demuestran mayor susceE_ 

tibilidad al ataque de este hongo, la micosis que causa es c~ 

nacida como aspergilosi3, afectando principalmente a los pul­

mones, aunque a veces infecta los oídos de manera seria. De­

bemos aclarar que en los humanos esta afección no se presenta 

regularmente, sino que tiende a ser rara y oportunista. Los-

casos reportados se produjeron después de sensible baja en las 

defensas del organismo, exposición prolongada a las esporas o 

como producto de un tratamiento con esteroides. El cuadro 

clínico que desarrolla la aspergilosis pulmonar, frecuentemen 

te se confunde con la tuberculosos pulmonar, que invade la 

misma zona, por lo que al tratársele erróneamente resulta ser 

de fatales consecuencias. 

Existen maneras de resolver este problema, una de ellas­

es seleccionar la cepa a utilizarse y probar expetimentalmen-

te que no desarrolla estados patológicos, Otra es manipular-

genéticamente la cepa a utilizar para obtener un mutante est~ 

ble que no esporule, como el mencionado pb~ Gregary (12)~ Una 

más sería, controlar las condiciones del cultivo d~ tal mane­

r~ que no se llegara a la fase de esporulación y obtener así, 

puro micelio. 

rilización. 

Añadiendo, si es costeable, un proceso de este 

El género Aspergillus tiene dentro de sus miembros algu­

nos productores de sustancias tóxicas para el hombre y los a­

nimales, llamadas micotoxinas, según Pare (34), la concentra­

ción tóxica es menor a 1 mg /kg de peso <::orporal ~- dést¡¡cándose­

l¡¡s afl¡¡toxinas y ocratoxinas por su importancia económica al 

contaminar y echar a per<ler grandes cantidades de productos -

ü<:Jr.Íc0l as. 



En el momento actual, la literatur~ no hace menr.ión del 

Aspergillus niger como productor de algún compuesto tóxico si 

milar a los aflatoxinas u ocratoxinas, este microorganismo es 

un gran productor de &cido oxálico, sustancia de uso indus---

trial, tóxica para los seres vivos. De hecho, existen proce-

sos para obtenerlo a partir del ~· niger como variante de los 

usados para ácido cítrico, Prescott (35). Pero ésto también-

significa, lo dice el mismo autor, que modificando las condi­

ciones de cultivo en lo que se refiere al pH y concentración, 

así como presencia de, sales minerales podemos hacer que el ~ 

cido óxalico se produzca en cantidades mínimas en el medio y­

no "envenenará" la biornasa obtenida. 

Pero hay que puntualizar lo que sub!:"aya Gray (11); "la -

cantidad de especies productoras de micotoxinas es muy poca -

en comparación con las que no lo hacen, de tal manera que con 

una adecuada selección sortearíamos el problema". 
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En nuestro país, gran parte de la población tiene que r~ 

currir al uso de "harinas pobres" nutricionalme~te; (es decir 

que su contenido en proteínas es muy bajo y que para cubrir -

la demanda del organismo se tendrían que inqerir en cantida-­

des que sobrepasan la capacidad del sistema digestivo), para­

satisfacer sus requerimientos alimenticios y los de los anima 

les'que detestan. 

Estudios efectuados por Durán Flores (45), revelan.que -

el porcentaje de consumo diaric de proteínas animales en rel~ 

ción con las recomendaciones de nutrimentos para la población 

mexicana era de 36.8% per cápita 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 que ~ctu~lmente 

soporta el campo, las cuales orillan a la importación de ali­

mentos y forrajes, lo que impacta gravemente sobre la ccono-­

mía agropecuaria, obligando a poner precios prohibitivos a las 

proteínas animales y no pocas vegetales, quedando de esta ma­

nera lejos del poder adquisitivo de la gente. 

Esta situación deficitaria no es privativa de nuestro -­

país, sino que se presenta en mayor o menor grado en el ~und~ 

WHO Cronicle (47), las causas que le han dado orígen¡ ~n su -

mayor[a, son ajenas a la ciencia y no est& dentro de nuestros 

objetives el analizarlas y/o solucionarlas. Sin embargo, la 

ciencia como parte de la realidad, de la cual no puede ex----

cluirse, ha dado respuesta a este problema. Una de ellas es-

buscar y encontrar fuentes protéicas alternas a las tradicio­

nales, que sean baratas e industrializables, Luiselli (23), 

para cubrir con creces la demanda, evitando en el futuro Ja 

escasez y especulación por causas econ6mico-políticas. 

Lo que es objeto de nuestro interés lo constituye la 6b­

tencién de PU, fuente protéica alterna, barata y factible de-



procesarse a gran escala. Proteína unicelular es un término-

genérico que se aplica al concentrado proteico obtenido a pa~ 

tir de microorganismos unicelulares, los cuales pueden culti­

varse en una gran variedad de medios relativamente abundantes 

y baratos, cuyo valor inicial es nulo o escaso. Entonces po-

demos aseverar que las "harinas pobres" con ayuda microbiana 

y la tecnología adecuada, podr5n tornarse en "harinas enriqu~ 

cidas" (aquéllas que se les aumenta su contenido de algún pa­

r&metro alimenticio), siendo ésto una contribuci6n, que ayude 

a aliviar el déficit protéico existente en la actualidad. 

La meta inmediata es obtener un producto de alta calidad 

y costo semejante, o menor al de los forrajes, que pueda apr~ 

vecharse como alimento para los animales de cr(a. 

manera conseguiríamos: 

De esta 

- Desviar a consumo humano una importante cantidad de 

proteína vegetal que se utiliza en la preparaci6n de -

alimentos balanceados. 

- Abatir costos de cría y manutención de animales de pa~ 

toreo, lo que necesariamente rebajaría el precio de -­

los productos primarios y derivados de ellos. 

- Lograr que el país sea autosuficiente en recursos ali­

mentarios, disminuyendo la importación de granos y ali 

mentes. 

- Recuperar y engordar animales que actualmente se sacri 

fican por carecer de alimentos para mantenerlos. 

La mediata sería probar el producto para saber si llena 

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

OBJETIVO GENERAL: 

"En éste trabajo se elevará e~ con¿enido p~ot&icc de un­

macerado de camote (Ipomoea batatas). Esto se har& utilizan­

do la capacidad enzimática que posee el hongo ..aJieerg;11us .!U.­
~, que permite, a partir de carbohidratos del camote elevar 

la cantidad inicial de proteínas del mismo". 

OBJETIVOS ESPECIFICOS: 

1.- Aislar el Aspergillus niger de sus diferentes habi-­

tats conocidos. El aislamiento se hará de suelo, ai 

re y frutos cítricos que presenten contaminación e~-

racterística. Se usará la t&cnica de aislamiento --

por diluciones o siembra directa, según sea el caso­

y sembrando en agar Rosa de Bengala. 

2.- Identificar y caracterizar a las colonias que se so~ 

peche pertenecen al glnero que nos interesa, usan¿o­

tlcnicas de microcultivo y crecimiento en placas (ca 

racterísticas macro y microscópicas) apoyadas en ere 

cimiento, en medio de Foster, aunque esta prueba nc­

es concluyente. 

3.- Efectuar el análisis bromatológicos al camo~e por u­

tilizar, empleando t'cnicas apropiadas: para tener -

los patrones de comparación cuando se obtenga la bio 

masa final. 

4.- Encontrar las condiciones óptimas (cepa, temperatu-­

ra, pH, medio, concentración de componentes ~el me--

dio) para el proceso. Esto se hará corriendo ciné~i 

cas en matraz, (erlenmeyer de 250 ml.). 

5.- Correr cin,tica de fermentador con los val0=~s obte-
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nidos. en e1 pún:i:o. anterior.º sacar intormac.ión sob.re-

1a cinética d;li:horigo. > 

6. - Hacer el aniú'is.f~:Yb'f6~a;i.6i·Ó~ko de la biomasa obteni 

da cie la ürmentacl\s~<>. · · 

HIPOTESIS 

"La fermentación en condiciones óptimas deb~ producir 

un aumento en el contenido protéico inicial de la ha 

rina de camote". 
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V. DES~RROLLO EXPERIMENTAL 

El desarrollo experimental consistii5 de -los siguientes -

pasos: 

1. Obtención, preparación y análisis del. camote. 

2. Aislamiento e identificación ~el microorganismo; 

3. Cinéticas en matraz. 

4. Cinética en fermentador. 

5. Análisis de la biomasa obtenida. 

Desglosando tenemos que: 

l. Obtención, preparación y análisis del camote: 

a). Obtención: el camote (Ipomoea batatas) se adqui-­

rió en el departamento de legumbres de una tienda 

de autoservicio. 

b). Secado: el camote se lavó y cortó en pedazos lo -

más fino posible. Se puso a secar en estufa a --

60ºC por 24 horas y al sol. En la estufa tuvimos 

problemas de espacio y caramelización del camote, 

por lo que se optó mejor por el segundo método. 

e). Molienda: para moler el camote se utilizó un mol~ 

no de cuchillas marca Arthur H. Thomas and co. 

Scientific apparatus, hasta pasar por malla 60. 

d). Análisis bromatológico: se efectuaron sobre el ca 

mote los siguientes análisis: % de humedad, % de­

proteína, % de ceniz¿¡s, 't de carbohidratos tota-­

les, % de grasa, i de fibra eruela. 

e). Almac0naje: el camote molido '! seco, se guardó en 

frascos de vidrio limpios, en lugar fresco y seco. 

2. Aislamiento e icler.tificación del microorganisin-o·. 

a). Aislamiento: las cepas se aislaron de: suelo, ai.-. 

re y frutos contaminados, estos Últimos adquiridos 
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en puestos d~ jugos localizados alrededor de la -

ENEP/Zaragoza, 2 cepas fueron aportadas por el -

laboratorio de Microbiología Farmacéutic~ gracias 

a la Profra. Dora Alicia Pérez González. Los me-

dios utilizados fueron el agar Rosa de Bengala y 

de Foster. Ya aisladas las cepas, se transfieren­

ª tubos inclinados de agar Czapec~ en espera de -

su identificación. 

b). Identificación: 

b.l Microscópica: se utilizó la técnica de micro-

cultivo. Las preparaciones se fijaron con --

bálsamo de Canadá, obteniéndose microfotogra­

fías con el siguiente equipo: 

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

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

b.2 Macroscópica: se utilizó el método marcado --

por Raper (36). Se tomaron fotografías del -

crecimiento en placa, así como de otras par-­

tes del proceso con el siguiente equipo: 

cámara: Minolta pocketpack 440E 

rollo: Fujicolor 24, CN 110, Asa 100, 21 -­

DIN. 

c). Preservación: una vez identificadas las cepas, 

estas se preservaron en aqar Camote Czapeck, re--

sembrándose cada 3 meses. Se trabajó con 2 lí---

neas, una llamada ª'' reserva ·y ot!.'"a de traba jo. Se 

tuvieron problemas de adaptación del microorgani~ 

mo al medio, manifestándose esto en una variabi--

lidad de color.aci6n de la colonia. Se dejó incu-
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bar más días, las cepas que homogeneizaron su co­

lor se conservaron como puras, mientras que las -

que no lo hicieron fueron consideradas contamina­

das. 

3. Cinéticas en matraz. 

a). Selección de cepa, temperatura y medio: este bl~ 

que de experimentos se conduce bajo un diseño que 

nos permite dilucidar 3 variables en él; a saber: 

cepa, temperatura y medio. Las cepas que se uti­

lizaron en el estudio fueron: S-II, S-VI y S-IX, 

que desde este momento se nombraron como: cepa 

III, cepa I y cepa Il, respectivamente. Estas 

presentaron crecimiento abundante y coloración u-

niforme en el medio de mantenimiento. 

taren excreción. 

No presen-

Las temperaturas que se probaron fueron: 37, 45 y 

50ºC; ya que según la bibliografía, Senez (4 2), 

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

contar con un microorganismo terrnotolerante que -

haga innecesaria la integración de un sistema de­

enfriamiento en el proceso. De este modo los cos 

tos rebajarían este renglón que impacta severame~ 

te en ellos y como consecuencia, el producto po-­

drá ·tener una rentabilidad mayor que resultaría -

en tener el producto a precios accesibles a la ma 

yor porción de población. 

La. diferencia entre el medioo.t.y el B, está en la­

composición de la fuente de carbono, que en este 

caso, es el camote. En e 1 p r i rn ero de e 11 os , al fa, 

el camote agregado no tiene cáscara y en beta si­

la tiene, habiendo entonces un mejor aprovecha---
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miento de este tubérculo. Villé (50), nos dice -

que en la cáscara se concentra la mayor cantidad­

de sales minerales y otras sustancias, mientras -

que la porción restante es, por decirlo así, un -

"almacén" de carbohidratos, mayoritariamente en -

forma de almidón. Entonces supusimos, se iban a-

presentar diferencias en los resultados. 

b). Series de corroboración: este experimento se de-

nominó "serie de corroboración, ya que sirvió 

para decidir la temperatura utilizada en los exp~ 

rimentos posteriores. Esa vez se contó con mayor 

espacio en la plancha de agitación/incubación, 

por lo que se consideró pertinente aumentar el 

tiempo de incubación. El inóculo sufre una modi-

ficación, ya que en vez de agregar micelio, se o~ 

té por adicionar una suspensión de esporas. 

c). Efecto del pH sobre el crecimiento: se hicieron -

4 variaciones sobre el pH inicial del medio, para 

determinar cual de los valores propuestos daba m~ 

jores resultados. Se tuvieron interferencias en 

el desarrollo de color en el método de medición -

de crecimiento (determinación de desoxipentosas) 

por lo que se decidió cambiar de método y se mon­

tó un experimento para probarlo. 

d). Prueba de método de crecimiento: el método que s~ 

leccionamos fu¡ la determinación de fósforo total 

por medio de molibdato de amonio. Se corri0 una 

cinética para obtener biomasa en medio~ y B, e-­

fectuáronse las pruebas y el método no produjo in 

terferencias. 

e). Optimización del medio: fuente de carbono: se tra 
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tó de encontrar la concentración Óptima de fuente 

de carbono en el medio que ventamos manejando, p~ 

ra lo cual variamos la cantidad de camote agrega­

do de O a 5 g; las determinaciones se hicieron so 

bre la biomasa y filtrado obtenidos a las 96 ho-­

ras de crecimiento. 

f). Optimización de medio: fuente de nitrógeno: segu! 

mos la misma idea que en el experimento anterior, 

variando lo agregado de fuente de nitrógeno (ni--

trato de amonio) de O a 1. 5 g. Las determinacio-

nes se hicieron a las 96 horas de crecimiento. La 

fórmula del medio tiene incorporada el nuevo va-­

lor de fuente de carbono. 

g). Optimización del medio: fuente de fósforo: nos -­

quedaba por dilusidar la concentración del Gltimo 

componente, se hizo de manera similar a los otros 

2 experimentos. Se varió la cantidad de fosfato-

monobásico de potasio de O a 1.5 g. En el medio 

se incorporara~ los valores encontrados experime~ 

talmente en las pruebas anteriores. 

4. Cinética en fermentador. 

Se quiso saber del comportamiento del hongo en el fe~ 

mentador con el medio escogido y los parámetros enco~ 

trados experimentalmente. Así que se montó una cinéti 

ca en fermencador incorporando todos los valores ha-­

llados. 

5. Análisis del~ blo~asa. 

La biomasa que se obtuvo en la fermentaci6n, ~e anrili 

z6 para compararla con los resultados que previamente 

se obtu•.:i.~ron svbrr: el c:.:.r.iQte~ 
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Los materiales y métodos se describen a continua­

ción. El esquema 1 nos dá mejor idea del plante~ 

miento del desarrollo experimental. 
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VI. MATERIALES Y METODOS. 

A1) Preparaci6n de la muestra (24): 

Este deberá ser representativa de lo que se vaya a 

analizar, ya sea el camote ó la biomasa. También d~ 

ber¡ homogeneizarse, utilizando el mortero ó el mol! 

no según sea el caso, las técnicas darán una explic~ 

ción más amplia sobre este punto. 

A.2) Humedad: (24,25,27). 

fundamento: La humedad se determina por la pérdida-

de peso que sufre la muestra cuando ésta se ve some­

tida a condiciones de temperatura, tales que el agua 

retenida por fuerzas no químicas (agua no esencial) 

es eliminada, ya que su presencia afecta el porcent~ 

je de los constituyentes analizados. Joslyn (17), a­

acota que los azúcares sufren descomposición arriba­

de 70°C. 

Material: estufa 

charola de papel alumi 
nio 

balanza analítica 

desecador 

pinzas de crisol 

Técnica: Se colocan las charolas de aluminio dentro 

de una estufa a 60ºC, durante 3 horas, concluido el 

tiempo se sacan con ayuda de pinzas, se ponen a en-

friar en el desecador. Se pesan rápidamente. Meter 

a la estufa 1 hora más, pesando de nuevo, repetir -

hasta peso constante. En la charola se pesa 1 g. 

de muestra (si es el camote,en tiras lo más fino p~ 

sible y escogidas al azar, la biomasa se muestrea -

representativamente), se deja secando a 60ºC, por -

12 horas. Al término de éstas, las charolas se de-

jan enfriar en el desecador, pes5ndose rápidamente. 
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La determináción·se !láce por~dupli.cado. 

Cálculos: 

% de humedad: A-B 
A-C 

A.3) Cenizas: (24,25,17) 

A: pesci demuestra humeda 
B: peso de ~uestra seca 
C: peso de charola, tara 

Fundamento: Cuando los alimentos se incineran a tem 

peratura entre los 500-600°C, el agua y otros cons­

tituyentes volátiles se desprenden como vapores, 

los orgánicos se incineran en presencia del oxígeno 

y se van a la atmósfera como co
2

, 6xido de N
2

, así­

como H2 en el agua. 

Se debe evitar la temperatura por arriba de los 550 

ºC para evitar la volatilización de los cloruros. 

Material: balanza analítica 
mechero Fisher 
crisoles de porcelana 
desecador 
muflil 

tripié 
triángulo de ¡::orcelana 
guanles de asbesto 
pinzas para crisol 

Técnica: Los crisoles perfectamente lavados y secos 

se ponen a peso constante metiéndolos en la ~ufle a-

550ºC por dos horas. Dejar enfriar a temperatura am 

biente en el desecador, pesar rápidamente. En los -

crisoles puestos a peso constante pesar 2 g. de mue~ 

tra seca. Colocar en un tripié con triángulc de PºE 
celana, se calienta poco a p~co con un mechero hasta 

la carbonización completa de la muestra. Evitar la -

flama directa cm la muestra o alguna corriente de aire 

que puedan al ter.:ir el cont.enido de cenizas. Con ayuda de 

las piezas introducir en la mufla e incinerar por 2 -

horas a 550ºC o husta cenizas blancas o grises ho--
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rnogéneas. Transcurrido el tiempo, poner los criso-

les en el desecador para que se enfríen a .temperat~ 

tura ambiente, se pesan lo más rápidamente posible. 

Las determinaciones se hacen por duplicado. 

Cálculos: 

% de cenizas: P-R 
M 

:xlOO 

A.4) Grasa Cruda (24,25,17). 

P: peso de crisol más ceni­
zas calcinadas. 

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

Fundamento: Esto depende de la diferencia de solubi 

lidad de 2 ó más componentes de un material sólido­

ó semisólido en un solvente en particular, uno de -

los cuales es más soluble 6 se extrae más rSpidame~ 

te que los otros. Las grasas son solubles en éter, 

este se calienta, volatiliza y al hacer contacto -­

con una superficie fría se condensa pasando por la-

muestra arrastrando sustancias solubles. Este pro-

ceso es repetido en forma continua hasta que no qu~ 

den res1duos de lo extraible; finalmente el éter se 

destila y recupera quedando un residuo en el vaso -

conocido como grasa cruda. 

Material: aparato de extracción Soxhlet 
fuente de calor (foco) 

Reactivo: 

balanza analítica 
desecador 

éter etílico anhidro 

estufa 
cartuchos de -
celulosa 
pinzas 
soporte univer 
sal 

Técnica: 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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Cálculos: 

y pesar rápidamente. 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 lugar. Calentar suavemente,­
extraer por 16 horas. 

4. Recuperar el éter par destilaci6n, po-­
ner a secar en una estufa los matraces 
a 60ºC, por 2 horas. Enfriar en deseca 
dor a temperatura ambiente, pesar rári= 
damente, manejar con pinzas. 

5. El cartucho ponerlo a secar en las mis­
mas condiciones, pero hasta total evap~ 
ración del éter. Recuperar la muestra. 

i de grasa cruda: I - .F x 100 I: peso del matraz con 
grasa 

M 

A.5) Fibra cruda: (24,17). 

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

Fundamento: La muestra se somete a un proceso de h! 
drólisis, la primera parte de la cual es una en con 

diciones ácidas y la segunda se efectúa en condicio 

nes básicas. El residuo de este tratamiento serán-

entonces loscarbohidratos no degradablcs en dichas­

concliciones (generalmente celulosa'/ liqnina) de hi. 

drólisis. 

Máterial: Matraces de digestión 
matraz kitasato de lOOOml 
paño de lino 
mufla 

crisolas de porcelana 
embudos de vidrio 
estufa 
balanza anulíca 
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Reactivos: solución de ácido sulfúrico al 1.25% 
solución de sosa al 1.25% alcohol étilico al 96% 
alcohol octílico como antiespumante 
asbesto 

Método: Pesar 0.500 g. de muestra molida libre de -­

grasa y humedad, transferirlo a un matraz de diges-­

tión; adicionarle 0.250 g de asbesto. Agregar 50 ml 

de la solución de ácido sulfúrico hirviendo, unas g~ 

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 solución 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 digestión, haciendo pa-­

sar 50 ml de la solución de NaOH caliente por el pa­

ño con objeto de bajar completamente el residuo. Po-

ner a digerir 30 minutos. Retirar del calor, fil---

trar sobre otro paño limpio lavando con 8 ml de áci­

do sulfúrico caliente después con agua hirviendo. Se 

debe lavar el vaso bien para bajar completamente el 

residuo, pasando al final alcohol etílico por el va-

so y paño. El residuo se pasa finalmente a un cri--

sol puesto previamente a peso constante. Se seca 

por dos horas a 60-62 ºC en una estufa de vacío o 

130 ºC en una normal. Se enfría en desecador, se -

pesa. Se coloca en la mufla para calcinar el resi--

duo, lo cual se hace a una temperatura de soo•c por 

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

temperatura ambiente, posteriormente pesar. 

Cálculos: 

% de fibra cruda: A - B x 100 
M 

A: peso del crisol des­
pués del secado. 

B: peso del crisol des­
pués de cal~inar 

M: peso de lo muestra 
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.B: péso del crisol después de 
calcinar. 

M: peso de la muestra. 

A.6) Determinación de carbohidratos totales por Antrona: 

(25,17,21,19). 

Fundamento: Es un método espectrofotométrico que se 

basa en la conversión de los carbohidratos a furfu­

ral o metil furfural, mediante una deshidratación -

con ácido sulfúrico y la formación de un compuesto­

colorido que se produce al reaccionar el furfural -

con la Antrona. 

Material: Matraces Erlenmeyer 125 rnl 
balanza analítica 
pipetas 1 rnl, 5rnl,10ml 

probetas 

tubos de ensayo 
gradilla 
espectrofotómetro: 
Spectronic 
20 Bausch & Lob. 

Reactivos: a. Antrona: 0.2 g de Antrona en 100 ml 
de H2 S04 al 95~ añadir con cuidado -
y agitar constantemente. La solución 
se descarta si tiene color verde. Se 
guarda en frasco ámbar protegido de -
la luz, en refrigeración. 

b. Acido sulfúrico-agua: 14 - 6. 

c. Solución de glucosa; 100 rng/lt 

d. agua destilada. 

Técnica: Pesar 10 mg. de la muestra seca, añadir 20 

ml de la mezcla &cido sulfúrico-agua. Agitar para 

solubilizar. Tornar de esta solución 0.1 ml 0.5 rnl y 

1.0 rnl, llevar al ml. Colocar los tubos en un ba-

ño de hielo, añadir por las paredes del tubo 2 ml 

del reactivo de Antrona, de modo que las copas se -

estratifiquen y no se mezclen, al cabo de 2 a 3 min. 
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agitar para permitir la mezcla de la_Antrona ~on_ el­

problema. La solución no debe-,adqu·fri-r i:fo· color 

verde, si ésto ocurre descartar. L-1~~•/ar-_los tubos a 

un baño de agua hirviente, calentar:pof_ l_O-miriutos­

exactamente. Enfriar los tubos, l~e ~--1~ a_hsorban-­

c ia en el espectro a 620 nm. 

Curva de calibración.- Preparar una_sol'u<:ión·de gl!:!_ 

cosa de 100 mg/litro. 

trona en c/u. 

Desarrollar l~~tédni6~ de An 

A. 7) Determinación de proteína cruda -por 'mé'to'do 

trico (48,51) 

Fundamento: La muestra es digerida con &cido sulifi­

rico y cat~lizadores para destruir toda la materia 

órganica obteniendo una sal de amonio; la cual en el 

autoanalizador se hace reaccionar con NaOH para li­

brar amoniaco, que reacciona con el fenol en prese~ 

cia de nitroprusiato de sodio que es el catalizador 

y de hipoclorito de sodio como agente oxidante. Se 

forma un complejo de color az61 que se lee a 660 nm. 

Materia 1 : Autoanal izador II Technicon 
s.c. 

colorirneter no. 371-
74 

Reactivos: 

Balanza Analítica 

Digestor tecator 
Agitador Vortex-Genie 

matraces de diges-­
tión. 
aparato Soxhlet 
molino de martillos. 

a. catalizadores: Sulfato de potasio 
Oxido de mercurio 
Sulfato de cobre 

99.0 g 
4.1 9 
o.a g 

se mezclan hasta homogeneizar 
Acido sulf6rico 10.0 ml 
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Para el auto-analizador II de Technicon: 

a. Solución de N OH al 20%: 
a 

b. 

Hidróxido de sodio 50% p/v ---------

Agua destilada 

400 g 

1000 ml 

el hidróxido se disuelve en 600 ml del agua, se­

enfría a temperatura ambiente y se diluye a un -

litro con el agua. 

Solució~. de H 2 s~-NaCL 
Acido sulfúrico RA 

Cloruro de sodio 

Brij-35 solución 30% 

Agua destilada 

---------
---------
---------
---------

7. 5 ml 

100.0 g 

l .o ml 

1000.0 ml 

se disuelve el cloruro de sodio en aproxima<lame~ 

600 ml de agua y se adiciona posteriormente el -

ácido, antes de aforar al volumen, añadir 1 ml -

de Brij. 

c. Solución stock de tartrato de sodio y potasio al 

20%. 

-------- 200.0 g Tartrato de sodio y potasio 

Agua destilada -------- 1000.0 ml 

se disuelve la sal en 600 ml de agua, finalmente 

se lleva a volumen. 

d. Solución reguladora: 

Solución de tartratq de sodio y potasio al 20% 
-------- 250 ml 

Solución de hidróxido de sodio al 20 % 

-------- 250 ml 
Brij - 35 solución al 30 ~ -------- 1 ml 
!\gua destilada -------- 1000.0 ml 

exactamente medidos se ponen Jos mililitros de -

las soluciones en un matraz aforado de l lt; a--

gregando antes de aforar, la solución de Brij-35. 

Llevar a volumen con agua. 
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e. Soluci6n salicilato de sodio-nitrb~rusiato de so 

dio: 

Salicilato de sodio 

Nitroprusiato de sodio 

Brij-35 al 30% 

Agua destilada 

-------
-------
- ------
-------

150 g 

o. 3 g 

l. o ml 

1000.0 ml 

$e disuelve primero el salicilato y el nitropru­

siato en aproximadamente 600 ml de agua, antes -

de aforar al volumen agregar el Brij. 

f. Solución de hipoclorito de sodio: 

Hipoclorito de sodio 5.25% 

Brij-35 al 30'!. 

Agua destilada 

6 ml 

---------0.1 ml 

--------- 1000.0 ml 

se agrega la solución de hipoclorito en 600 ml 

de agua, se mezclan y antes de aforar agregar el 

Brij. 

g. Solución de sulfato de amonio para la curva pa-­

trón: 

Sulfato amonio 

Agua destilada 

236 mg 

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. 

Técnica: Se pesan de 30 a 40 mg de muestra, malla-

de 60, previamente desengrasada (4-6 horas con éter) 

dentro de un matraz de digesti6n . . l\ñadir 1 g de la 

mezcla de catalizadores y 2 ml de ácido sulfúrico -

RA. Digerir por 1-2 horas, enfriar, añadir agua -­

destilada hasta un volumen final de 75 ml, agitar -

en vortex. De este tubo se toma una muestra, se me 
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te al autoanalizador despu€s de la cuiva patrón. 

Curva patrón: de la solución de 

se toman las sigu~entes alícuotas: 

Alícuotas (ml) Aforo (ml de agua 
destilada 

Concentración de 
Nitrógeno 

0.1 50 2 X 10 ppm 

0;'2 4 X 

0.4 8 X 

0.6 12 X 

0.8 16 X 

1.0 20 X 

1.2 24 X 

1.4 28 X 

Cálculos: De la curva patrón se obtien";_ la. pendien'­

te (b 1 ), y la ordenada al origen (bol ·se sustituye 

en la siguiente fórmula: 

i de proteína: (Lectura de la muestra-lectura·del-blanco) 
blbO K 75 X 6.25 ~ 

peso de la muestra K 10 

donde: 75 factor de dilución 

10 conversión de mg a g 

6.25 factor de conversión de Nitrógeno a pro 

teínas. 

A.8) Carbohidratos salubres (método de D.ubois) (17). 

Fundamento: Los monosacáridos, oligosacáridos y 

polis~c&ridos, dan un complejo de color amarillo-n~ 

ranja estable cuando se trata con fenol y ¡cido sul 
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fúrico. 

Materiál: 

l. Fotocolorí:metro Leitz 

2. Baño de agua a 25°C 

3. Tubo de ensayo 

4. Pipetas graduadas de 1,2,5 y 10 ml 

s. Aparato vortex Genie 

6. Matraces aforados de 50 ml 

Reactivos: 

l. Fenol al 5% en solución acuosa 

2. Acido sulfúrico RA 

3. Agua destiJada 

Técnica: 

Del filtrado obtenido al separar la biomasa del me­

dio de fermentación; tornar 0.5 rnl de filtrado, dep~ 

sitar en un matraz aforado de 50 rnl, llevar a volu-

men con agua destilada y homogeneizar. 1'oma r 2 rnl 

de esta solución, con pipeta, depositar en los tu--

bos de ensayo. Añadir 1 ml de la solución de fenal 

y con cuidado 5 ml de ácido sulfúrico. Dejar repo-

sar por 10 minutos, agitar para posteriormente po--

ner en el baño por 15 minutos. 

la absorbancia a 490 nm. 

Despu~s de eso leer 

Preparar una curva de calibración con puntos que v~ 

yan de O a 100 ug/ml de glucosa siguiendo el misrno­

método, graficar contra absorbancia, interpolar los 

valores obtenidos en los problemas. 

A.9) Determinación de pH (17) 
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Material: 
.. -

1. Vasos de pr.ecipitados de 100 ml 

2. Potenciófuetro· Colem~n 

3 •. Pi ce ta 

Reactivos: 

l. Solucióh Buffer pH 4.o 

2. Agua destilada 

Técnica: 

Ajustar el aparato con la solución buffer, cuidando 

que ésta se encuentre a la misma temperatura que el 

filtrado. Tomar 50 ml de este Gltimo y en un vaso-

de precipitados proceder ~ la lectura del pH. Ano-

tar resultado. Si hay más de un filtrado, ajustar-

el aparato entre cada lectura. Adoptar las precau-

cienes necesarias en el manejo del aparato y ejec~ 

ción de la técnica. 

A.10) Determinación del porcenta1e de almidón en el caldo 

de fermentación (17. 25) 

Fundamento: El almidón forma un compl~jo con el r 2 
de color azul que puede ser leído en el fotocolorí­

metro. 

Material: 

l. Fotocolorímetro Leitz 

2. Pipetas graduadas de 1,2 y 10 ml 

3, Tubos de ensayo. 

Reactivos: 

l. Acido clorhídrico IN:diluir el ácido concentr¿¡do RA 
1 :12. 
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2. Solución de Lugol: disolver 0.3. g de r
2 

en 100 ml 

de una soluGi6n de KI al 3%. 

3. Solución de almidón soluble al 1%. 

Técnica: 

Colocar un tubo de ensayo 0.2 ml del filtrado (o -­

bien 0.1 ml de la solución de almidón al 1'1.), añadir 

0.5 ml de HCl y 0.1 ml de lugol, llevar a un volumen 

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

Cálculos: 

Calcular la concentración del problema a partir del­

valor o obtenido con el testigo aplicando la siguie~ 

te fórmula: 

conc. x=(conc.T) {lectura X) 
lectura X 

conc. X - concentración del pr~ 
blema 

conc. T - concentración del tes 
tigo 

lect. X - lectura del problema 
lect. T - lectura del testigo 

A.11) Determinación de sólidos totales (24,25) 

Fundamento: Lo que se pretende es lo mismo que en la 

técnica de humedad, se procurará que el material 

pierda el agua no esencial que pueda alterar las de­

terminaciones. 

Material: 

Papel filtro poro mediano 

Vidrio de reloj 

Estufa 

Matraz Kitasato 

Pinzas para crisol 

Mortero 

Embudo Buchner 

Bomba de vacío 
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Técnica: ----
Los papeles filtro se ponen a peso constante en la -

estufa a 60ºC por ] horas. Enfriar el desecador a -

temperatura ambiente, pesar rápidamente. Estos se 

usan para recuperar los sólidos obtenidos en la (s)­

fermentación (es), se filtra en un embudo Buchner 

con ayuda de una bomba de vacío. Lavar perfectarr.en-

te con agua destilada los sólidos mientras están en­

el embudo, &sto con el fin de lavar cualquier sal so 

luble que pudiera interferir en las siguientes deteE 

minaciones. Pasar el papel filtro con los sólidos a 

un vidrio de reloj, poner a secar en la estufa a ---

60ºC por 3 horas. Pasado este tiernp0 poner en el de 

secador, enfriar a temperatura ambiente, pesando rá-

pidamente. Recuperar la biomasa, hon0gencizar en 

mortero o molino, hasta polvo, guardar en frascos 

bien tapados en lugar fresco y seco para las siguie~ 

tes determinaciones. 

Cálculos: 

Sólidos tot.'.lles/volumen de medio TI - B A: peso de papel 
filtro 

B: peso tara de 
papel filtro 

A.12) Determinación de proteína cruda por el mltodo de --­

Nesslcr (17,25). 

Fundamento: La muestra se digiere con ácido sulfG-

rico y catalizadores para destruir toda materia or­

gánica, obteniendo una sal de amonio~ la cual rea-­

cciona con el reactivo de Nessler dando un complejo 

colorido que se lee a 415 nrn. 
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Material: 

Balanza 

Matraces de digestión 

Kjeldhal 

Matraces aforados de 50 ml 

Foto colorímetro 

Pipetas de 1,2,5 y lOml Tubos·de ensayo 

Fuente de calor 

Reactivos: 

l. Mezcla digestora: 2g de cuso 4 anhidro 

2g de ácido silenioso 

lOOg de Na
2 504 

500ml de agua destilada 

500ml de H
2
so

4 

2. Nessler diluído: 300 ml de reactivo de Nessler -

concentrado se diluyen a 1000 ml con NaOH 5N, des 

pués se lleva a 2000 rnl con agua destilada. 

Procedimiento: 

Pesar mas o menos 25 mg de la muestra, se colocan en 

un matraz de digestión, adicionar 2 rnl de mezcla di­

gestora. Calentar hasta que la muestra dé un color -

verde azulado; entonces calentar por JO minutos más. 

Pasar al contenido cuantitativamente a un matraz afo 

rado de 50 ml, diluir a volumen con agua destilada. 

Tomar 2 rnl de esta solución, colocarlos en un tubo -

de ensayo; a éstos añadir 5 rnl de reactivo Nessler, 

leer inmediatamente en un fotocolorímetro a 415 nrn. 

Interpolar les datos en una curva tipo de sulfato de 

amonio de O a 100 ug. 

Curva-tipo: 

Se prepara una solución ~e sulfato de amonio con una 
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concentraci6n final de 100 ug/ml, se preparan alí-­

cuotas de O a 100 ug, se les añade 5 ml de Nessler, 

se lee a 415 nm en el fotocolorímetro. 

A.13) Determinaci6n de fósforo por molibdato de amonio 

(17 ,30). 

Fundamento: 

La muestra se digiere con ácido percl6rico para pr~ 

cipitar el fósforo, que al reaccionar con el molib­

dato de amonio hace que se forme un complejo de co­

lor azul que puede ser leído al fotocolorímetro. 

Material: 

Balanza analítica 

Pipetas 1,2,5 y 10 ml 

Tubos de ensayo grande 

Reactivos: 

l. ácido perclórico RA 

Fuente de calor 

Fotocolorímetro Leitz 

2. molibdato de amonio al 5% (p/v1 en ~gua destila­
da 

3. ácido ascórbico al 10% (p/v) en agua destilada 

solución se guarda en réfrTgerador a 2--SºC y dura 
.¡p. 

va:z;ios meses. 

4. ácido ascórbico al 0.02%. Se prepara a partir 

de la solución de reser~a arriba descrita y se 

descarta inmediatamente (1 ml de 10% eti 50 ml d~ 

agua destilada) 

Técnica: 
'. : •• :,·_ j 

a) Poner 25 mg de muestra seca y homogeneiz~d~< 
b) Poner la muestra en tubos de ensayo 

dir 2 ml de ácido perclórir.o RA. 

c) Calentar suavemente al principio p~ra e~aporai el 
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agua, después con mayor fuerza, hasta obtener un­

digerido incoloro. 

d) Si persisten partículas carbonizadas; añadir cau­

telosamente 1 ó 2 gotas de peróxido de hidrógeno. 

Asegurarse que el reactivo desaparezca totalmente 

del medio de reacción. 

d) Remover los tubos de la zona de calentamiento. 

Enfriar y llevar a un.volumen final de S ml. 

f) Añadir tubo por tubo en este orden: 

l. 0.2 ml de ácido ascórbico al 0.02 % 

2. 0.4 ml de molibdato de amonio al si 

Agitar vigorosamente después de cada adición. Repo-­

sar por 10 minutos, leer en el. fotocolorímetro a 640 

nm (máximo 30 minutos después de la reacción) 

Curva-patrón: 

Se corre una curva-patrón con concentraciones de O a 

100 mg de fósforo usando KH
2

Po
4

, se sigue la técnica 

desde el paso f. La sal previamente se pone a secar 

a lOSºC durante 2 horas 

A.14) Determinación de DNA (desoxipentosas) (25.5,40) 

Fundamento: 

El ácido tricloroácetico nos permite extraer el DNA 

de las células y su posterior hi-'lrólisis; entonces -­

la difenilamina al reaccionar con los azúcares resi-

duales que originalmente estaban unidos a las puri-­

nas del DNA nos dán un complejo colorido que puede -

ser leído en un espectrofotómetro. 

Material: 

Balanza analítica - Tubos de ensayo 
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Pipetas de 1,2,5 y 20 rnl 

Equipo para baño María 

Centrífuga clfnica. 

Reactivos, 

- Canicas 

- Espectrofotómetro mode­
lo Spectronic 

- 20 de Ba\Jsch & .lomb 

l. Reactivo de difenilamina: 1 g de difenilamina 

recristalizada se disuelve en 100 ml de'lcido a­

cetico glacial¡ añadir 2.75 ml de ácido sulfúri-

co RA. Si se ocupa posteriormente guardar en --

frasco obscuro protegido perfect~mente de la luz 

y en el refrigerador. 

fresco. 

Procurar usar el reactivo 

2. Acido tricloroacético al 5% de ~qua destilada --

(TCA) 

3. Acido sulfúrico (RA). 

Técnicas: 

Pesar 25 mg de la muestra seca y homogeizada; adicio 

nar 5 ml de TCA 5% calentar 30 minutoa a 00ªC. ?os 

teriormente enfriar, centrifugar a 3000 rpm, 15 mi-

nutos. Tomar 2 ml del sobrenadante añadiéndoles 4-

ml del reactivo de difenilamina, tapar los tubos 

con canicas, calentar en baño de agua a ebullición­

por 10 minutos; leer la abscrbancia a 600 nm. 

Cálculos: 

Usando la siguiente fórmula se éncuentra la concen­

tración de DNA expresada como ug ~e ~6sfcro/rnl 

ug de fósforo/ml=(DO) 600 nm. x diámetro int. de la celda. 
0.019 

.. --

También en este método se puede hacer uso de una 

53 



curva patrón, mediante el :ii_guiente procedimiento. 

curva-patrón: 

La cepa a estudiar se siembra en tubos inclinados -

co agar Czapeck, se incuban a 29ºC por 72 horas. 

Preparar matraces con caldo Czapeck en donde el mi-

croorganismo será propagado. Usando solución sali-

na estéril, inocular los matraces (10%v/v) e incu-­

barlos en las siguientes condiciones: 

temperatura: 29°C 

agitación: 250 rpm 

tiempo de incubación: 72 horas 

Observar las debidas precauciones de esterilidad, 

los matraces se colocan en una placa de agitación.­

Recuperar el micelio por filtración al vacío, lavar 

perfectamente con agua destilada. Secar a GOºC, du 

rante 12 horas. Recuperar, moler hasta pulverizar. 

Seguir el método para determinar desoxipentosas. Se 

obtienen gráficas de: Absorbancia contra peso mice­

lial y absorbancia contra ug de fósforo/ml (usando­

fórmula). 

A.15) Preparación del camote (17,25). 

Materiales: 

Cuchillo 

Estufa de secado 

Molino de cuchillas: Arthur H. Thomas & Co. Scientific 

Apparatus 

Frascos de vidrio 

Técnica: 

El camote es adquirido con un mismo proveedor, de -
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ser posible, que lo expenda fácilmente y en sufi---

ciente cantidad. Efectuar un muestreo al azar evi-

tando los que presenten algún tipo de pudrición (s~ 

ca ó humeda). En condiciones higienicas, el camote 

se lava, cortándolo en pedazos lo más fino posible. 

De aquí se harán dos porciones, pedazos con y sin -

cascara. Se colocan en charolas procediendo a se--

carlas según cualquiera de éstos dos métodos: 

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

jan secando por 2 4 horas a 60 º C; cuidar que- la· -

estufa, tenga buena recirculaciún de aire para -

evitar condensaciones. 

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

taminación por moscas etc., se exponen al sol 

hasta que estén completamente secos; mover de 

vez en cuando los pedazos para aumentar área de­

exposición. 

Los pedazos secos se guardan para la siguie~t• eta­

pa de molienda. 

Se verifica que el equipo de molienda elegic:lp_ ~!;;té­

completo y limpio, se procede a armarlo. Si es nece 

sario, partir los pedazos secos a un tamaño que pu~ 

da pasar por la entrada del molino. Moler recupe--

rándo 10 más posible del camote. Guardar el molido 

en frascos de vidrio limpios y en un lugar donde no 

les afecte la húmedad. Preservar así hasta el mo--

mento en que será utilizado. 

Para obtener una muestra representativa, utilizar -

el método del cuarteo, un muestreador que nos perro! 

ta obtener muestras de diferentes partes.del frasco; 

ó mezclar el contenido perfectamente. 

A.16) Aislamiento, preservación e identificación del mi--
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croorgamis:;:;o (2,35,36,49) 

A.) Aislamiento: 

Material: 

Gradilla Asa 
Tubos de ensaye estériles Matraces erlenmeyer de -

100 y 1000 ml 
Pipetas de 1 y 5 ml Estufa de Secado 
estériles · 
Cajas Petzi estériles 
Tamiz malla # 100 

Reactivos: 

Balanza 

Solución salina (0.9%) ésteril 

Agar Rosa de Bengala (ARE) : Peptona 
Dextrosa 

MgS0
4

7H
2

0 
KH

2 
P0

4 

5 g 
10 g 
0.5 g 

1 g 

Rosa de Bengala (Sigma) 0.35 g 
Agar base (Difco) ..•• 20 g 

Agua destilada ....••• 100 ml 

Disolver .en caliente y ajustar pH a 5.4. Añadir --'º 

100 ug/ml d~ estreptomicina después de esterilizar. 

a.1 Frut6s contaminados. 

Se escogen frutos que tengan colonias sospechosas. 

Se preparan las cajas con el ARB cortar con un bis­

turí una ?equeña zona de la fruta donde se encuen-­

tre el hongo, de preferencia del centro, con todo y 

sustrato. Depositar sobre la superficie del agar,-

tomar 2 ó 3 muestras para una misma cuja, separánd~ 

las lo más posible. Incuba!· a temperatura ambiente 

durante 4B -72 horas, observar resultados, si no --
hay creciDiento, dejar m5s tiempo, si lo hay seguir 

el punto la.4). 
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a.2 Aire: 

Las caja~ de ARB s~ abien al aire dutante 15 - 20 

minutos en las áreas elegidas, pasando ese tiempo se 

cierran e incuban a temperatura~~ambiente durante 48-

72 horas, observar resultados, si no hay crecimiento 

incubar más tiempo, si lo hay seguir el paso (a.4). 

a.3 Tierra: 

Se toman muestras de la tierra en áreas predeterrni--

nadas y que sean superficiales. Si la muestra de --

tierra está húmeda, dejarnos que se seque después de-

lo cual cernir en un tamiz malla # 100. Se pesan --

0.5 g de tierra cernida que se vertirán en tubos que 

contienen 4.5 ml de soluci6n salina ésteril, de la -

siguiente manerc: 

homogeneiza¡ con 

0.5 g se agregan al tubo # 1, se-

una pipeta ésteril se toman 0.5 -

ml del tubo, se pasan al tubo # 2, homogeneizar y -­

continuar así hasta el tubo ~ S, 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,,:-il 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 los -

hay, seguir punto (1. 4). 

a.4 Conservación de cepas. 

Una vez que hemos comprobado crecimiento en las ca-­

jas y que éste no esté extendido procedernos a sepa--

rarl¿is. Prepar<lmos tubos con Agar Inclinado, de 
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esta manera: 

NaN0 3 •.•.•...••..•.••. 3 .Og 

K
2 

HPO 
4 

• • • • . • • • • • • • • • • • 1 • Og 

Mgso
4

7H
2

0 ••••••••• ., •• O.Sg 

KCL •••••••••••••••• _ ••• O.Sg 

Feso
4

7tt
2
o ...... , ... ; .. O.Olg 

Harina de _camote •• ; : ; ; 20. o g 

Dextrosa " •.••...•...•• 10 g 

Agar .•.. ~ ..• , ••••. ~· •• . :w g 
- - -

Agua destítada .. }; • •. ;1000 ml-

Medio Agar Camote Czapeck 
(ACC) 

Seleccion~rnos las cepas que por su morfología macros 

cópica colonial sospechamos que son ~· niger, según 

Raper ( 36) • Con un asa est€ril obtenemos una mues--

tra de esporas las cuales depositaremos en el fondo-

del tubo, raspando la superficie del agar. Primero-

hacemos una punci6n, el raspado es del fondo a la sa 

1 idil. Incubamos a temperatura ambiente 48 - 72 ho--

ras hasta buena esporulacié~. Las cepas una vez iden 

tificadas se resiembran cada tres meses si no se u-­

tilizan con frecuencia. Se guardan en el refrigera-­

dar para evitar resequedad del medio y crecimiento -

abundante. 

B.) Identificación macro y microscópica (2,35,36,41,49) 

Mater.ial: ------
Cajas petri 
Triángulos de vidrio 
Porta y cubre objetos 
Mechero 

Reactivos: 

r,gar Czapeck (Difco) 
Glicerol al 10\ 

Asa ?:e eta 
Bisturí 
Pinzas 
Incuba.éora 

Balanza 
Aut:ocla\•e 

Solución salina (!).S·) 
Azul 1e lactofenol 6 azul 
a 1 g·?dón 
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Técnic~: 

b.l Identificación macroscópica: 

b -. . ~ 

Prepara el agar Czapeck según las instruccio­

nes del proovedor y esterilizar a 15 libras -

~or 15 minutos. Dejar enfriar sin solidifi-­

car para vaciar a las cajas. 

Lavar_ y esterilizar cajas Petri en número su­

ficiente, vaciar ·e-1 agar, homogeneizar• dejar 

solidificar perféctamente,:, Todo esto en- cond!_ 

ciones de esterilidad. 

Tomar con el asa una muestra de los tubos que 

contienen la cepa pur~¡ transfiriendo las co~ 

nidias adheridas a posiciones seleccionadas -

en el medio sólido, máximo 3 puntos por caja. 

Observar condiciones de esterilidad. 

Incubar las cajas a temperatura ambiente 

(23-26ºC), c. i,.- observando el desarrollo co-

lonial anotando todas las características que 

se vayan presentando, ayudándose con una lupa 

ó microscópio de disección, inclusive hasta -

qu~ la colonia esporule y termine de crecer. 

Comparar las observaciones anotadas con las -

características que vienen en la bibliografía; 

Raper(36), Prescott (35), Alexopoulous (2), Se­

gretain {41), de esta manera clasificar a nues 

tras microorganismos. 

Idat:ti:lcación micr0scópica: 

Lavar y secar perfectamente el material a uti 

lizar; desengrasando con EtOH 6 acetona el 

porta y cubre objetos. Disponer el rnat6rial 

dentro de la caja de Petri como se indica en-
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Figura 1 

Figura 2 

la figura 1, esterilizar a 15 libras por 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 sólido cortamos éste con un 
bisturí estéril, de tal manera -
que lleguemos a obtener cuadros 
de 1 cm2. 

- Con ayuda de pinzas flameadas co­
locamos el material de tal manera 
que sea fácil manipular y con el 
mínimo de movimientos se pueda -
sembrar. Con ayuda del bisturís~ 
parar un cuadrito, sin que se rom 
pa, ponerlo sobre el porta obje-= 
tos, ésto en condiciones estéri-­
les, sin abrir mucho la caja. 

Con el asa recta tomar una muestra del hongo­

problema, hacer una leve punción en una de 

las caras del cuadro de agar y a continuación 

frotar esa cara con el asa, hacer lo mismo en 

las otras caras, según la figura 2. 

- Colocar el cubre objetos, con las 
pinzas flameadas, sobre el cuadro 
y presionar un poco para que se -
fijen ambos. Poner de 5-10 ml de 
solución salina estéril 6 glice-­
rol al 10% estéril, para evitar-­
resequedad del medio. 

- Poner a incubar a temperatura am­
biente (23-26ºC), observar a sim­
ple vista el microcultiv0 hasta 
que se observe el desarrollo visi 
ble fuera del cuadro; entonces a:: 
gregamos formol al 10% durante 30 
minutos para inactivar. 
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Con las pinzas separamos el cubre objetos del 

cuadro de agar, colocándolo sobre un porta o~ 

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 poniéndole encima un 

cubre objetos, si es necesario, agregar colo-

rante a la preparación. Sellar la preparaci~ 

nes con bálsamo de Canadá. Observar al micros 

copio las características morfólogicas compa­

rándolas con las señaladas en la bibliografía, 

que se especificaron en el punto b.l. 

Laz cepas que hayan sido positivamente iden­

tificadas se rotulan con una clave para su ma 

nejo anotando todas sus características obser 

vadas. Sacarles, si es posible, fotografías. 

A.17) Método general de matraces ( 32, 3 5) • 

Material: 

Matraces erlenmeyer de 250 ml 
Plancha de agitación-incubación marca 
Brunswick Sci. Company 
Tubos de ensayo 
Asa micológica 

Potenciómetro 
Embudo Buchner 

New 

Probeta de 100 ml Matraces Kitasato de 
500 ml 

Bomba de vacío 
Pipetas 
Vasos de precipitados 

Reactivos: 

Balanza analítica 
Autoclave 
Mechero Fisher 

Solución 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 (m~ 
dio ACC) 

Técnica: 

3.1 Preparar los tubos de ensayo con agar base 
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Czapeck cuya fuente de c&rbono es la hari-· 

de e.amo te 1 que será nuestro inóculo, este­

rilizár a 15 l·ibras durante 15 minutos. 

3.2 Sé~brár-en condiciones estériles, los tu--

bo.~ cor! la.($) cepa (s) en estudio e incu-

barl~_i;¡ '1· 28ºC por 72 horas, en este tiempo 

~buiidante esporulación. 
,_, .. ·.-·.··-',, -.··. ' 

3. 3 Pre!iara~ el medio de fermentación, serán 

icfo. mi ell matraces de 250 ml, tantos .como­

muéstreos se realizarán, con la siguiente­

formulación: 

Camote 3% 

0;25% 

••••••.••.. 0 .• 25%·. 

Agua destilada -10 ó mi 
El pH inicial con HCL, se-

. ,_--. . .. ' .' - ' 

esteriliza ·a ·1s 1ibras por 1s minutos y an 

tes de utilizarse se enfrían. Preparar tu 

b~• de s~lución salina, esterilizarlos, el 

volumen será el 10% en relación al volumen 

de medio preparado. 

3.4 En condiciones estériles inocular los ma--

traces de la siguiente manera: 

- Verter 10 ml de solución salina estéril 

en·cada uno de los tubos de la (s) cepa­

(s) escogida (s) para su estudio; con a­

yuda de un asa estéril raspar la superf! 

cie del medio hasta obtener una suspen-­

sión de esporas, una vez conseguido ésto, 

vaciar en los matraces, 1 tubo por matraz. 
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3 .. 5 Los matraces ya inoculado se ponen en la -

plancha de agitación, ajustando la veloci-­

dad de agitaci6n a 250 rpm y la temperatu-­

ra a 37°C; sacar los matraces desde las O -

horas hasta las 120 horas, se7ún el plan de­

muestreo. 

3.6 La biomasa se recupera por filtración al va 

cío usando papel filtro poro mediano, lava­

mos perfectamente los sólidos con agua des­

tilada para que no haya interferencias pos-

teriores por alguna sal. Una vez lavados,-

secamos en la estufa a 60°C por 12 horas -­

(determinación de solidos totales), poste-­

riorrnente recuperarnos y homogeneizamos para 

efectuarle las determinaciones acordadas. 

3.7 El filtrado recuperado antes de lavar, cal­

do de fermentaci6n, se guarda en frascos -­

estériles, tratando de hacerle las determi­

naciones inmediatamente, si esto no es pos! 

ble, guardar en el refrigerador. Hacer el-

análisis lo más rápidamente posible. 

Nota.- el valor de algún parámetro puede 
variar, esto debido al tipo de expe­
rimento que se vaya a efectuar y a -
la informaci6n que se quiera obtener. 

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

Material: 

Tubos de ensayo 

Estufa 
Autoclave 

Mechero 

Matraz erlenmeyer de 
1 lt 
Embudo Buchner 
Matraz Kitasato de 
250 ml 1 de 2 lt 
Bomba de vacío 

. 63 



Potenciómetro Balanza 
Embudo de talle corto Papel filtro poro me-

diano 
Plancha de agitación-incubación marca New Brun 
swick Sci. Co 
Fermentador New Brunswick Co Modelo Ml9 capaéidad 
5 ltos. 

Reactivos: 

Buffer pH=4 

Fenal al 10% 

Medio de fermentación 

e inóculo 

Procedimiento: 

Medio ACC(agar camote Czapeck) 

cuso4 csolución saturada) 

Camote 1.5 % 

0.35% 

0.5% 

l. Preparar y esterilizar tubos de ensayo con 

el medio ~ce que nos servirá de preinóculo-

para obtener las espora. Inóculamos, en --

condiciones estériles, con la cepa elegida­

e incubamos a 28ºC durante 72 horas. 

2. El medio de inoculación se hace en relación 

10%(v/v) con respecto al volumen que se va­

ya a emplear de medio de fermentación, este 

rilizamos a 15 libras durante 15 minutos, 

dejamos enfriar. Al mismo tiempo se prepa-

ra solución salina estéril que nos servirá 

para suspender las esporas, también ésta -­

guarda una proporción 10% con respecto al -

volumen de inóculo. 

3. Mant.enienrlo, condiciones estériles verter 

la suspensión de esporas en el medio de ino 
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culación siguiendo los pasos de la técnica -

de matraces. Ponemos en la placa de agita--

ción, colocamos los controles en los siguie~ 

tes valores: 

Temperatura: 37ºC, agitación 250 rpm, dejamos incu-­
bando 60 horas. 

4. Antes de que se cumplán ,J:as' ~Ó')~ora~, prep~ 
rar el fermentador. cdn ~E!l -medio~: 

Che camas quEi-'ei écfui~po esÚ c6mpleto, l im.c 

pio, que_ el vaso no presente estrelladu--­

ras. 

- El medio. de fermentación se efectúa como--

en la técnica de matraces, con la formula­

ción. anot~~a arriba, ajust&mos el pH ini-­

cial al 3.5 con ácido clorhídrico 10%, po~ 

te~iormente ensamblamos el fermentador me­

tiéndolo a esterilizar a 15 libras durante 

30 minutos, observando las precauciones 

pertinentes, dejamos enfriar. Una vez que 

el medio esté a temperatura ambiente, co-­

nectamos el aire, agua, etc., dejando ae--

rear el medio por lo menos una hora. 

aereaci6n será v/v. 

La -

s. Ya teniendo listo procedemos a inocular el 

fermentador: En condiciones estériles vacia 

mos el inóculo en el medio de fermentación,-

nos ayudamos con un embudo estéril. Esto lo 

hacemos con r&pidez y precisión para evitar­

derrames ó exposición prolongada del medio -

en el exterior. Lon v~lores de los paráme--­

tr~ .... C'r.-i :linstarán en los encontrados experi-

mentalmente. 
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6. Se toma la muestra de To y subsecuentemente 

se tomarán éstas cada 6 horas hasta cornple-

tar 72 horas. Observar condiciones de este 

rilidad. Las muestras se colectan en fras-­

cos estériles, en un volumen igualitario y­

representativo que permitirá tener la sufi­

ciente para los análisis a s6lidos y liqui­

des, (50 ml). 

7. Lo colectado se recupera por filtración al­

vaci~, a través de papel filtro poro media­

no. El filtrado guardarlo en frascos esté­

riles se anlliza rápidamente para •egtiir el 

proceso. Los sólidos recuperados se se--

can a 60ºC por 12 horas, analizándolos tam­

bién rápido, seguir el desarrollo de la fer 

mentación. 

8. Una vez que se suspende la fer~enta~i6~, re 

cuperamos por fil traci6n al vacío, procesá.;. 

mos como en el punto 7. Antes de lav~r el-

equipo esterilizándolo para -evitar .cont¡,;mT­

nación. 
; ,· \ _- -

9. Anotamos tiempos de mues.treo·, obs'ervaciónes 

y cualquier cambio que le hagamos al proce-

so. 

66 



N o 

Los reactivos utilizados en la.-determinación analítica, 

son produc.ido_s los reac-

tivos líquidos usados·. 

Los buffers usados son los •gile fabrica Sigma de Méxí-

~· 

Las sales par¿¡ preparar los dif-er.e-ntes rriefliO -.son de 

JT Baker de México. 

,-,.> 

L~-,s indicadores y colorante's. dE!' 

Los medios preparadós cOmerc.ialmente de Dífco. 
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vrr. RESULTADOS y DISCUSION. 

I. Obtención del microorganismo a prueba (aislamiento,~ 

identificación, preservación). 

CUADRO :1 

Cepas obtenidas y procedendii 

cepa (clave) procedencia 

suelo (ENEP/Zaragoza campus I) 

aire (ENEP/Zaragoza campus I, L-124) 

aire (ENEP/Zaragoza campus I, L-122) 

, observaciones 

s-r 
S-II 

S-III 

S-IV 

s-v 
S-VI 

S-VII 

S-VIII 

s-rx 
s-x 

papaya excreción 

aire (ENEP/Zaragoza campus II) 

suelo (Microbiología Farmacéutica) 

limón (Microbiología Farmacéutica) 

suelo (parque de la Col. Gpe. Tepeyac) 

mandarina 

naranja 

excreción 

excreción 

excreción 

En el cuadro 1, tenemos las cepas que se aislaron y las 

fuentes de donde proceden. Vemos que el hongo se encontró -

en sitios diversos. El aislamiento se hizo en agar Rosa de -

Bengala, las cepas aisladas se transfieren a tubos de gar --

Czapeck has~a las pruebas de identificación. 

aisladas 4 Fresentan excreción y 3 de estas 

frutos con~~~ina<los; pero no tenemos en este 

De las cepas -

provienen de 

trabajo eviden-

cia como para establecer una relación entre la producción de 

la excreció~ y el sustrato. Tampoco poseemos la técnica para 

dilucidar la composición de la excreción. 

68 



Cuadro 2 

Ide~t1ficáó~6~y preservación d~ lás c~pa~. 

cepa(clave) Identificación 

S-I AsEer2illus ni2er 

S-II As12er2illus niger 

S-III Asr:er2illus ni2er 

s-rv Aseergillus niger 

s-v Aseergill us niger 

S-VI Asr:ergillus niger 

S-VII Aspergillus niger 

S-VIII AsEergillus niger 

S-IX Aspergillus niger 

s-x Aseerg il 1 us niger 

coloración 
en ACCº 

variable 

variable 

variable 

variable 

variable 

variable 

variable 

varL:ible 

variable 

variable 

coloración ·canta 
( 1 2 dí as) minación 

uniforme (-) 

uniforme (-) 

variable (,t) 

variable (,t) 

uniforme (-) 

uniforme (-) 

variable (,t l 

variable (f) 

uniforme (-) 

uniforme (-) 

El cuadro 2 nos presenta los resultados de la,identifi-

cación macro y microscópica de las cepas aisl~das. Las 10 -

se caracterizan como-Aspergillus- ni2er, -ya- que tienen- 11.ena­

~os los requisitos sefialados por Raper (36) y Alexopolous -­

(2) para este hongo. 

Una vez identificadas la~ cepas se transfieren a tubos 

con agar Camote Czapeck (segGn fórmula del método) 1 resem--­

brándolas cada 3 meses y guardándolas en el refrigerador. Se 

toman microfotografías de las preparaciones y fotos a las 

cajas con el hongo aislado, Vemos también que al transferir 

el hongo al medio de mantenimiento se presentó coloración va 

riable; que pensamos se podía deber a 3 causas: contamina--­

ción, adaptación o sensibilidad a la ausencia de algGn el¿ __ 

mento mineral en el medio, (36), (2), (35); de tal manera 
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alargamos el período de incubación hasta obtener coloración 

uniforme del hongo. A los 12 días, 6 cepas uniformaron su -

color y 4 permanecieron igual. Se volvieron a tomar mues--

tras para microcultivo, observándolas al microscopio, vién­

dose que las 6 estaban puras; y las otras 4 contaminadas. 

Este fenómeno de variabilidad no se volvió a presentar en 

las etapas posteriores de experimentación, aún cuando la re 

siembra era frecuente. 

tación al medio. 

La razón de la variación fue la ada~ 

II. Preparación del sustrato (secado, molienda~ prepa­

ración y análisis bromatológicb del c~mot~) 

Cuadro 3 

Análisis bromatológicos (% en base seca) CAMOTE. 

%humedad--%prots.--%grasas--%fibra--%cenizas-~%c.h.--%almidón--referencia 

70.9 1.575 0.76 1.61 2.425 23.43 experimental 

1.0 0.4 24.0 (14) 

68.5 l.B 0~7 ~i·;oo~_ :·r.0.7•- ------- -27.9- 20.2 (28) 

En el cuadro 3, tenemos los resultados del análisis bro 

matológicos del camote, la~ cuales servirán para contrastar 

con los que se obtendrán sobre la biomasa, para ver en que 

grado se cumplieron los objetivos planteados. Junto a los 

datos experimentales pusimos los resultados obtenidos en Méx! 

co (14) y E.U.A.(28), para situar los valores experimentales. 

Vemos que éstos no están muy distantes de los teóricos. Cons 

tatamos la preeminencia de los carbohidratos sobre las protef 

nas y que la mayor parte de éstos se encuentran en forma de 

almidón. 

Se utilizaron 2 métodos de secado, el primero fue en es-
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tufa, pero se tuvieron Froblemas de espacio, además el camo­

te se oscureció, presentando caramelización de algunos tro-­

zos. Por lo tanto, se optó por secarlo al sol, en donde no -

tuvimos estos problemas. 

La molienda se efectu6 sin problemas, guardando el mdli 

do en frascos de vidrio en lugar·- fresco y s·ecó .. 

III. Selecci6n de cepa~ teÍnperatuta 

cuadro 4 

Sólidos to,taÜs (g-/100 níl > 
-·;...=--

I II .III 

Tiempo medio oc.. ¡¡ '°' p d... ~ Temper::itur.:t 
horas 

o 0.1508 0.1382 0.1998 0.1875 0.1803 O.lü'>G 
12 0.6769 0.6966 0.6227 0.6545 0.7297 O.':i9~0 

37 ºC 
24 o. 9605 1.1067 0.7631 0.8496 0.8190 0.')707 
48 1.0861 1.1091 1.0824 1.1448 0.9689 0.9121 
72 1.1621 l, 1872 l. 2142 l. 2274 1.5091) 1.5410 

o 0.0681 0.0714 0.0629 0.0561 0.1368 0.242'9 
12 0.0963 0.0792 0.1071 0.0900 0.1640 0.2770 
24 0.1489 0.0986 o .1630 o .1 778 0.8382 0.8806 45 ºC 
48 0.8173 0.8588 0.8116 0.8564 0.9894 0.0094 
72 0.9022 0.9541 1.1491 0.0946 1.1678 l. 1497 

o 0.0463 0.0646 0.0920 0.0520 0.02f1 0.0711 
12 0.1682 0.1617 0.1264 0.1225 o. J 492 o .144 7 
24 0.3714 0.4385 0.4294 0.4598 0.4375 O .4S32 so ºC 
48 0.6306 0.6527 0.58'J7 o. 5954 o .63t;7 O.G'J71 
72 0.6727 0.6880 0.6529 0.6051 0.6884 0.6947 

En este cuadro tenemos los resultados del incremento de 

sólidos totales con respecto al tiempo. Vemos que los mej~ 

res se inclinan hacia la cepa III en todas las ternper~turas; 

de éstas la que demostró mejores resultad0s fué la de 37°C. 
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Con respecto al medio no hay una definición clara, aunque -­

los valores más altos, de todos, los observamos con el medio 

B. Sin embargo, hay que integrar éstos resultados con los -

demás para obtener las conclusiones pertinentes. 

Cuadro 5 

Fósforo (desoxipentosas) ug/ml. 

cepa I II III 

"i:iempofedio oc... B .ec: B °'- 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 
48 572.44 157.89 647.36 615.78 647.36 489.47 
72 489.47 600 .. 00 710. 52 552.63 615.78 631.57 

o 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 
24 300.00 331. 57 394.73 159.47 473.68 489.47 45.ºC 
48 331. 57 331.57 489.47 505.26 584.21 505.26 
72 394.73 615.57 631.57 805.26 615.785552.63 

Aquí se presentan los resultados del incremento de las­

desoxipentosas, expresadas como fósforo, con respecto al --­

tiempo. No hay una clara definición de una tendencia especí­

fica que señale un valor en especial de cualquier parámetro; 

por lo que hay que esperar el análisis de los demás resulta-

dos. En el cuadro 6 tenemos lo mismo, pero esta vez restán-

do el valor de To de los demás, para señalar como se ven las 

curvas de ése modo. 
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Cuadro 6 

Fósforo (deso~~p~ntosas) (be-To) ug/ml. 

I II II I 
<::'-( B ~ B °"<... B temperatura 

o 0.00 o.oo º·ºº o.oo 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 
48 347.36 410.25 347.36 331.58 

37 ºC 

72 47.36 363.36 410.52 347.35 315. 78 473.68 

o o.oo o.oc º·ºº o.oo b.oo o.oo 
12 126.31 283.82 143.68 63.24 66.10 157.89 
24 94. 74 157.89 348.95 397.73 347.42 45 ºC 
48 126.31 473.68 331.58 508.25 363.15 
72 189.47 442.10 615.79 631.58 539.78 410.62 

Cuadro 7 

% de proteína cruda (mg/100 mg) 

cepa I II III 

tiempolmedio c..(._ B ~ B e><. B temperatura 

72 21.24 23.25 20.65 29.96 23.86 29.94 37 ºC 

72 24.89 23.51 19.09 33.31 26.90 21.60 45 ºC 
7'> 11. 76 9.32 i4.31 15.4 8 .58 9.32 50 ºC 

se presentan los resultados de ·% de proteína c.rud~ en 
las muestras de 72 horas. Como vemos los mejores se dan en 
cepa II, medio B en 37 y 45 ºC. 
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Cuadro 8 

Resultados individuales de cepa II a 37 ºC. 

tiempo--medio-- vol. de cree.-- c. h. solubles--prots. solubles-- pH --

o 
12 
24 
48 
72 

o 
12 
24 
48 
72 

5.9 
6.2 
8.7 

20.0 
29.0 

92.63 
5 3. !. 7 
4 3. 14 
29.58 
17.67 

9 2. 3 2 
51.18 
40.40 
28.58 
18.06 

35.16 
52.30 
60.35 
48.28 
43.85 

52.30 
60.35 
68 .. 22' 
48.28' 
40.6:f .... , 

4. 3 
3. 5 
3. 3 5 
3.39 
3. l 

~L 2 

,· ... ; ;_;;. 
,3;;25 

,~;;3 • 2 :l. 

horas ··• ~i¡1óom1 ug/rnl ug/ml ;; .•.. :<: unidades 
·-·e··._ ... " 

_j·,~:.:·:··-

se 

Para pr()bar que s~,~~a_ií~n usar 

utilizaron' las ~·lomasa.s obtenidas cc;'n la cepa 'ii ·a ?>7 ºC. 

Los resultados los vemos en cuadro 8 .. 
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Con respecto a los resultados obtenidos, vemos que éstos 

no nos definen qué temperatura utilizar entre las de 37 y 45 

aunque la de SOºC se descarta por valores bajos en todas 

las determinaciones. En el cuadro 4, observamos, en sólidos -

totales, que la mayoría de los valores ~ás altos los tenemos -

en 37°C, lo que corroboramos en gráfica A. Por el contrario, 

los valores de f6sforo no siguen el mismo comportamiento, te-­

niendo una distribuci6n de los valores más altos en ambas tem-

peraturas; ya graficados, el crecimiento más regular lo nbtuv~ 

rnos en las cinfiticas corridas a 37°C, gráficas B y C. Pero so 

bre todo al ver los valores de proteína, cua~ro 7 y qr&fic~ E, 

nos podríamos inclinar por usar 45°C, ya que ahí aparece el va 

lor más alto ae ~ de proteína, empero el de 37° no está muy le 

jano; por esto con los resultados anteriores, tenemos necesi--

ciad de a~larur cual de las 2 temperaturas se usarán. i-!ay que 

afiadir la bGsqueda de lo variable de las curvas de crecimient~ 

entonces hay que montar un experimento ~ue despeje estns du---

cias. 

En relación al medio, la mayoría de los resultados seña­

lan hacia el us0 de B como el adecuado, con ésto reforzamos la 

idea de aprovechar, en esta clase de procesos, el sustrato es-

cogido integralmente. También se comprobó, en cierta medida, 

~ue la cáscara permite el crecimiento del hongo no descubrien­

do algfin efecto inhibitorio por parte de la misma. 

Los resultados obtenidos señalan a la cepa II como la 

indicada para usarse, ya que tuvo el porcentaje más alto de 

prote!~as, buenos valores de s6lidos totales y regularidad en 

su curva de crecimiento; el factor de decisi6n 0 fiel de la ba 

lanza para decidir us~r esta capa fué el contenido de prote!--

Por lo tanto, 2 de las 3 variables buscadas, tienen va-
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lor asignado ya, quedando pendiente la tercera: te~peratura, a 

ser dilucidada en el siguiente experimento. Como tenernos me-­

dio en suspensión y no soluble, los sólidos totales se cornpo-­

nen de micelio y partículas que no han sido degradadas, por -­

eso se busca un método alterno para medir crecimiento, ya que­

peso seco se vería interferido por esas partículas, no pudien­

do garantizar que lo obtenido sea puro micelio, reflejo fiel -

del crecimiento. 

Los métodos a utilizarse en los siguientes experimentos 

se prueban en los matraces de la cinética de cepa II a 37ºC. 

En cuanto a proteínas solubles, es notorio un incremento y de­

cremento de ellas, corno vernos en gráfica O, la explicación mas 

plausible, es que se debe a la excreción de exoenzimas degra-­

dantes que permiten aprovechar las partículas del medio al hon 

go. En esa misma gráfica vernos los resultados de otros méto-­

dos; carbohidratos solubles refleja la disminución de éstos en 

el medio, señal del aprovechamiento de éstos por el hongo. El 

volumen de crecimiento se descarta como método de crecimiento, 

ya que resultó ser inexacto por las características del mice-­

lio que no se compactó al centrifugar 1 1o que dió pie a suspic~ 

cias de su eficiencia. Vemos que el pH baja conforme tran~cti­

rre la fermentación. 
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VI. Se~ies de corroboraci6n. 

Cuadro 9 

Resultados d~ ~eries de corr;boraci6n. 

tiempo---pH---peso seco --- f6sforo --- c. h. 
horas soluble 

o 4.2 o. 7871 0.00 797. 36 96. 71 
12 3,85 0.8331 110.52 907.89 62.34 
24 3.25 o.8886 157.89 955.26 41.58 
48 3.20 1.0669 339.19 1136.84 27.63 
72 3.05 l. 3799 488.64 1286.05 18.84 
96 3.00 1.3825 615.79 1413.55 12.45 

120 3 .05 l. 4282 60:7.37 1444.73 8.21 

o 4.25 0.6451 O.DO 621.05 98.94': 
12 4 .20 0.6651 50.00 671.05 80"45 > 

24 4.20 0.6833 16.57 637.625 69.33 
48 4.00 0.7163 34.21 655.26 5_5.22 
72 3.BO 0.7309 26.31 647.36 44.89 
96 3.60 0.9709 302.63 923.68 19.73 

120 3.50 l. 0634 444.58 1028.33 10.63 '. 

(g/100 mll ug/ml ug/mL . 

'li prot . ...:- temperatura 
cruda 

----- 37 
,.,, ·-,.•,.'37 .. .. -,· 37 

» ;:: '; 37 ---·-; -,_, 

--- -:-;3T 

·-~·~z]i;~~:~ErS:( ·::37_ 
-_;,.;._ -~~~-; 37 

··,·o-: 
._,_ 

---··':.-)·T'·· 

'. -:...~¿:_:,:_L·_'.:~::, .-,.·: ;. 45 
-.:e":"·º' 

45 --~~~~ 

-~~::::>.. : > 

45 
_.;,.~'.,<-~,·./ 45 

: --- : 45 
24:1:3 45 

:_~''.):~ .• :".::.:.> 
» 45 

. -· :II\g/10() mq _ ·· 

En el cuadro 9 y gráfica F, G, H, podemos apreciar la di 

ferencia en los resultados o-btenidos--a :n•'c y 45ºC; sierido me 

jores aquéllos resultantes de emplear 37ºC. Las curvas de 

crecimiento se observan más regulares que en el experimento a~ 

terior y en este caso, guardan cierta similitud con las de sól]: 

dos totales, especialmente las de 37ºC. Vemos que la curva de 

creci~iento a 45 •e nos indica que la fase de adaptación es m~ 

yor que a 37 ºC y a las 120 horas; todavía nos encontrarnos en 

fase de crecimiento, lo que no ocurre en 37 grados, donde pode!:1os 

considerar las 96 horas corno el punto en el cual la curva se ~ 

cuesta y entra en fase estacionaria, por lo que en los siguie~ 
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tes experimentos este va a ser nuestro tiempo máximo de incu­

bación. 

Es de comentar la capacidad que tiene el hongo para ba--

jar el pH del medio. Se ajusta a 3.5 antes de esterilizar --

y tenemos que el pH sube después de esta operación. A lo lar 

go de la fermentación el hongo produce ácidos (cítrico princ! 

palmente} que bajan el pH del medio. 

res fué más notoria a 37 que a 45 ºC. 

Esta baja en los valo-­

El valor de proteína -

obtenido a los 37°C es más alto que a 45 ºC. Como éste pará-

metro es el fiel de la balanza nos la inclina definitivamente 

a utilizar 37°C como temperatura de incubación en el resto -­

del proyecto. 

Este experimento se denominó: "series de corroboración'', 

ya que sirvio para decidir la temperatura a utilizar en los -

futuros experimentos. Esta vez se contó con mayor espacio -

e~ la plancha de agitación., por lo que se aumentó el tiempo-

de incubación a 120 horas. Hay que hacer notar que en el ex 

perimento hay un cambio resped~o al anterior en lo que se re 

fiere al inóculo. Este se propagaba en un medio especial 

(~oyer}y se agregaba un cierto volumen de micelio (10% v/v} 

al matraz de fermentación. Como lo que se adicionaba era p~ 

co, se tenían problemas de manejo, especialmente variabili--

dad en la cantidad de micelio agregado. Posiblemente esto -

causó la irregularidadque presentaban algunas curvas de ere-

cimiento. Esta ocasión lo que hicimos fue utilizar las esp~ 

ras como inóculo, tal cual lo señala el método general de ma 

traces. 
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Gráfica H: Contenido de proteína cruda en la biomaS'j obtenida a las 
96 horas. 
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V. Efecto del pH sobre el crecimiento. 

Cuadro 10 

Resultados experimentales 

sólidos totales (g/100 ml) pH 
tiempo¡pH 2. 5 3. 5 4. 5 6.0 2. 5 3 ,- 4.l'i 6.0 . " 
{horas 

o 0.3576 0.3029 o .2194 0.2962 3. 4'-) 4. 5 4. 7 5.55 
12 o. 7773 0.8206 0.8923 0.6428 3.00 3.31 ,3. 45 3.5 
24 0.9537 1.0043 1.0627 l. 0079 2.85 3.45 1.51 3.5 
48 l.1279 1. 21¿7 1.13~•9 l.0728 3.05 3 .1 3 .1 3.25 
72 l. 141 7 l. 21 75 l. 266 7 l. 2258 2.75 3.05 3 .11 3.19 
92 l.1788 1.2066 1.1870 1.1386 2.8 3.2 3.2 3.3 

En este cuadro tenemos los resultados experimentales de 

la variación del pH inicial del medio, vemos los correspon­

dientes a sólidos totales y pll. 

Cuadro 11 

Resultados experimentales 

carbohidratos solubles fósforo (ug/mll 
tiempo/pH 2 .. 5 3.5 4. 5 6.0 2. 5 3. 5 4. 5 (1. o 

Uiora"' lvs,/...,l) 
o 93.73 92.43 89.51 88.39 1215.78 892.10 876.31 844.73 

1 2 80.54 79.5 Ge.14 68. 37 8468.83 3lf,:: .. 7•? 4776. 31 ~997. 3G 
24 :62 .13 f,4. 84 59.9') 60. 33 1547.36 2778.94 1839. 45 1736.84 
48 53.49 52.03 49.73 51. 25 1042.10 1466.41 :!928.94 2313 .. 15 
72 43.93 38.65 41. 73 40 .48 2105 .. 60 3434.~0 2257.89 3268.41 
92 22.83 16.15 20.45 2 3. 76 4073.68 265~. i;.~ 2115. 78 1957.89 

·-ug/nr 
Aquí veoos al consumo de carbohidratos solubles, y por -

otro lado el comportamiento de las desoxipentosas reportadas 

como fósfcr-c.. 
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Cuadro 12 

tiempo/pH 
horas 

72 

% de Protºeína Cruda Cmg/100 mg), 

20.7 23.41 
·:."·"· ¿·:: .,..-_-
. 2·~'tcfz. : .. ~ _. ••"·~·1:·;'74 

'1•,; 

En este experimento, se hacen 4 variaciones ~ob~e el pH 

inicial del medio para determinar cual de lo~ valo~es propue~ 

tos es el que dá mejores resultados. 

En el cuadro 10 y gráfica I vemos, el comportamiento de 

los sólidos 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 disminución de só-

lidos en el mismo tiempo. Tenemos, así mismo, les resultados 

de proteínas, cuadro~2. obteniendo el valor rn&s alto en pH --

3.5, que es el que se había manejado desde el principio con -

lo que confirmamos su uso subsecuente. Comparada con otros -

experimentos, la cantidad de proteínas es menor, ésto puede -

deberse a que entre las 12 a las 24 horas, se disminuyó la ve 

locidad de agitación, restableciéndose la correcta (250 rpm) 

a partir de ese tiempo. 

Sigue mostrando el hongo su capacidad de producción de­

ácidos, y según vemos en el cuadro 10, al aumentar el pH ini­

cial, al parecer se incrementa la eficiencia de síntesis y e~ 

creción de ácidos para b01jar el pH del medio a valores alrede-

dor de 3.0. Los carbohidratos solubles se consumen y decrece 

su concentración, cuadro 11 y gráfica J, pero todavía queda -

un remanente al momento que la curva se acuesta como en los -

experimentos pasados, además, de sólidos sin desgrasar, 
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cosas que podrian ser aprovechadas en otro tipo de fer~enta-
,t 

ci6n y nos hace sospechar que el nutriente lirnitante es otro 

diferente a la fuente de carbono. En cuadro 11 v grS~ica L, 

vemos que se volvió a mostrar irregularidad en los resulta­

dos de fósforo, destacándose el valor a las 12 horas,que ---

está muy por encima de los demás. Se hicieron varias rnodifi 

caciones al método de desoxipentosas, basándonos en los arti 

culos originales, (5) y (40), pero no desapareció la interfe 

rencia. Se observó que en los tubos de desarrollo de color-

correspondientes a 12 horas, se presentaba un color diferen­

te al de los demás, aparte de ser rná s intenso; por lo que se 

dedició cambiar de método para determinación de crecimiento, 

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

Cuadro 13 

tiempo/medio 

o 
12 
24 
48 
72 
96 

Resultados experimentales 
pH s6lidos totales c.h. solubles 

B B B 

4.7 4.5 0.1693 0.1807 91.34 96.49 
3 ;a 4~'1 0.3088 0.3423 77.45 79.35 
3.6 3.5 0.5578 0.6093 52.14 68.33 
3 .• 4 :3 .4- 0.7563 0.7512 47.12 51.48 
3.4 .. 3;5 0.8911 1.1535 39. 53 37.86 

-- -3~5_-·: - -,3-~5- - 1.1997 1.4152 20.33 17. 77 

(gj lOOmll (ug/ml) 

. . 

fósforo 

B 

1.5 ?.. 7 
fi. 7 7.5 

12.1 12.8 
15.2 15.5 
18.5 20 .2 
19.9 22.4 

(ug/ml) 

En cuadro 13 y gráficas N .yO,>vemos los resultados de -

las cinéticas que nos permit~.arC>n1 ;'obf~n-~~ l.a. 6Íom~sa para -­

probar el método de crecimiento :;,e:l~ci::'i_6ri.la9 :para reemplazar 

al de las desoxipentosas. 

Este consiste en la determinaci6n de f6sforo total por-

el método de molibdato. Como se 6bserva en las gráficas, el 

problema de la interferencia que teníamos con_ eT método ante 

rior desaparec~6, logrando además ~urvas con trazado'regular. 

Para ver el comportamiento se efectúan pruebas con biomasa -

en medioO(._y B. 

Aparte se volvió a comprobar la conveniencia de utili-­

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

ya que, según cuadro y gráficas ya citados, se obtienen ma-­

yor cantidad de sólidos totales, presentando la curva de cr~ 

cimiento valores más altos en medio B. Pensamos que en el -

paso de la digesti6n en ácido perclórico, es en donde elimi­

namos la probable causa de la interferencia, ésta podría ser 

un pigmento que conforme avanza la fermentación desaparece,­

per~ yue aún a las 12 horas se encuentra en cantidad aprecia 

9?. 



ble como ser extraído p~r el mltodo anterior y se refleja con 

la interferencia 
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VII.- Optimización de medio: fuente de carbono. 

cuadro 14 

Resultados Experimentales. 

peso de camote-- sólidos tots.-- pH -- % proteínas--c;H s''.>luJ::¡les'-.,- fósfo 
.re 

0.00 0.176 3.8 -------- . - :í;ó >< 
0.5 0.1853 5.2 19.25 ·•'8;S: 6;1 
0.8 0.2921 4.9 19.43 

.. 
10.1. 

: 
·G.7 

1.0 0.3828 4.1 20.00 12.o 8.3 
l. 5 0.5461 4.2 20. 75 27.0 :l4.8 
2.0 0.7411 2.6 20.25 12.0 24.0 
2.5 0.9186 3.2 20.37 61~0 24.>J 
3.0 l. 2443 3.1 21.06 75.00 26.2 
3.5 2.1999 3.3 16.12 79.00 'J .o 
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 7.0 

(g/lOOml) (g/100 ml) mg/100 r:lg ug/ml ug/ml 

En cuadro 14 y grfificas P,Q,R, y S, tenemós l~s ~esult~ 

dos del 

caso se 

primer ex pe rimen to de op t im i z ación· de le,: med,ió.·,c.ce n ·-·es te. 

•trata de la fuente de carbono, la 'cual fué:prob·a.da en 

diferentes concentraciones parA encontrar 1-0 Ópti~a. 

Los valores experimentales señalan que a una concentra­

ción de Jg/100 ml se obtienen los mejores result~dos, tanto -

en proteínas como en fósforo, pero si observamos eón mayor de 

tenimiento, vemos que los resultados en el rango 1.0 a 2.5 g 

~~n muy cercanos a los de 3.0; destac&ndose 1.5 como el ~&s-

próximo. Es decir, con la mitad de la concentración origina~ 

de fuente de carbono obtenemos una cantidad de proteínas muy 

cercana. Ahora bien, éste intervalo de concentraciones de -

fuente de carboneen donde hay resultados similares, nos d5 -
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oportunidad a t~ner opciones en cuanto al manejo del camote, 

por ejem.: alto contenido de proteínas en muchos sólidos to­

tales, buen porcentaje de proteínas en baja· cantidad de sóli 

dos totales, etc. Todo esto a consecuencia de los requerí--

mientes del proceso, la demanda y el modo de utilización de 

la biomasa. 

En el matraz con O g de camote no hubo crecimiento apr~ 

ciable, lo que era de esperarse. Los sólidos reportados co-

rresponden seguramente al inóculo, pues no se agregó ninguna 

otra sustancia insoluble. Se observa una clara disminución -

en la curva de proteínas y fósforo a partir de la concentra­

ción de 3.5 g/100 ml, sufriendo este punto una depresión más 

allá de lo esperado. Recordemos que cada matraz es un siste 

ma aparte, único e independiente de los otros que, aún cuando 

se trata de tener condiciones uniformes en todos, tenemos di­

ferencias, pensamos que el inóculo es la causa del bajo apro­

vechamiento del medio, lo que nos dá los resultados oct~nidos. 

Los carbohidratos solubles van aumentando conforme se -

incrementa la fuente de carbono, ésto es obvio, ya que mayor 

disponibilidad de almidón para que el microorganismo lo hi--

drolize, apareciendo los carbohidratos en el medio como cense 

cuencia. Es de notar, también, la coincidencia en el trazado 

de las curvas de proteína y fósforo presentando las mismas -­

varia~iones y picos. 

En los experimentos subsecuentes se usarán 1.5 g/100 m) 

de camote como fuente de carbono en el medio de crecimiento. 
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VIII.- Optimizaci6n del fuedio: fu~nte~e nitrógeno 

cuadro 15 
-- . ' . . 

· Resül ta dos .. :x:g~~:~:~~ñ.~.~iifs ~: 
,-,;~~·5:;,,· \. -~' . 

F. de N
2
--sols.totales-- pH _.:\de k.rti~i~;·:~~'~. h •. ;..,.,..-' f6sforo 

•.• · ··: ú ;;. ~ol.übles; 

º·ººº 0.2216 3.85 
0.100 0.4927 4.5 
0.150 0.4682 4.45 
0.200 0.4777 4.4 
0.250 0.4606 4.1 
0.300 0.4849 3.75 
0.350 0.4794 3.6 
0.400 0.4903 3.8 
0.500 0.4672 3.8 
0.800 0.4401 3.5 
1.000 0.4088 3.89 
1.500 0.3784 4.4 

g/100 ml g/100 ml 

. --·.,::-' 

12 ".81':. : 
18~Ú· 

" 19;86. 
20.34 
20.63 
20.42 
21.059 . 
22.75 
24.9 
19.25 
16.18 
15.86 

mg/100 mg 

''aC1.1s 
:i9.14 
15.23 
i?.5 
10.1 

9.14 
7.94 
6.93 
4.52 

18. 37 
23.58 
24.89 

ug/ml 

2.3 
5.2 
5.4 

10.2 
10 .52 
9.8 

10.2 
10.4 
10.9 
6.4 
2.2 
2.4 

ug/ml .· 

En el cuadro 15 y gráficas T, U, V, W; tenemos los re-­

sultados del siguiente experimento en la serie de optimiza-­

ci6n del medio. En este caso, conocer la concentraci6n más -

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

Fijandonos en 6stos, vemos que los mejores r~sultados,­

tanto en proteínas, como en fósforo los obtuvimos con 500 mg/ 

100 ml, es decir, se tuvo que aumentar la cantidad suplemen­

tada de nitrógeno al doble de la originalmente usada para ob 

tener una leve mejoría en el contenido de proteínas de la 

biomasa, comparado con lo reportado en el experimento ante--

rior. Según vemos en las gráficas T y U, los puntos de fós-

foro y proteínas despuSs de 500 mg/100 ml manifiestan una ba 

ja, lo mas pr0bablo debido a que llegamos a concentraciones 
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que producen efectos inhibitorios en el crecimiento. Esto se 

ve, corroborando en la curva de carbohidratos, en donde se ve 

el menor aprovechamiento de ésto, 

res del anteriormente señalado. 

a partir de valores mayo-

Volvemos a tener la gran similitud en las curvas de f6s­

foro y proteínas que, como observamos, presentan las mismas -

depresiones y picos. 

dratos solubles que 

forma decreciente. 

Ahora también se agrega la de carbohi--

presentan un trazado semejante, pero en -

Lo s6lidos totales son menores que los -

~btenidos en experimentos anteriores, ésto ya se había antic! 

pado al escoger una menor cantidad de "fuente de carbono. Tam 

bién se había visto que con la nueva concentración de camote­

el pH no bajaba de 4.0, pero con la adición de más fuente de 

nitr6geno y al haber mejor aprovechamiento de los carbohidra­

tos, este ya bajó de valor. 

El matraz en donde no se agregó fuente de nitrógeno, ma­

nifiesta crecimiento y aumento en el contenido de proteínas -

de la biomasa. Lo que significa que el aporte dado por el e~ 

mote, en cuanto a nitrógeno, es aprovechado por el hongo, re­

sultado además suficieste para llegar a los valores obtenidos, 

pero si quisiéramos incrementar más éstos, se hace necesario 

suplementar fuente de nitrógeno al medio de crecimiento. 
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IX.- Optimización d~l medio: Fuente de fósfor~. 

Cuadro 16 

Resultados Experimeritales 

F.dePh --- sols.tots.-- plf--%_de, pr:ot~ . .;.:...fósfcco--i de almirlór, 

0.000 0.4551 4.85 16.58 6.5Í. o. 290:'-
0.100 0.4827 4.5 19 .175 13.83 0.0344 
0.150 0.5290 4.0 20.61 20.25 0.1043 
0.200 0.4957 4.59 20.925 23. 5 o. 1724 
0.250 0.5257 4.0 21.o:n 30.51 0.0344 
0.300 0.5280 4.3 21. 431 37.10 o .1724 
o .350 0.5315 4.4 22.141 27 .28 o. 310;3 
0.400 0.5213 4.3 21.645 12.00 O.OE89 
0.500 0.5187 3.9 20.500 10.50 0.0344 
0.800 0.5167 4.1 20.100 7.11 0.0344 

g/lOOml g/100 ml mg/100 mg ug/ml mg/lOOmg 

En el cuadro 16 y gráficas X,Y,Z y <>L; tenemos los resul 

tados de la Gltima parte de la serie de experimentes sobre ºE 
timización del medio, la que se refiere a la concentración de 

la fuente de fósforo. 

Como apreciamos en la gráfica, esta vez las curvas de -­

f6sforo y proteínas no sefialan los mismos m~ximos, aunque 

éstos se encuentren cerca. El criterio que prevaleció en la 

selección fué el de c~ntenido ~e proteínas, misno que se ha -

manejado en todo el proyecto. Por lo tanto, el punto que dió 

m5s alto porcentaje de proteínas se escogi6 como la concentra 

ci6n Óptima do fuente de fósforo. 

aumentó en lOOmq. 

?cJpectc al medio 0rigl~~1. 

El pH en el punto escogido est& por encima de 4.0, lo -­

que nos hace pensar en tener mas cuidado con este fa~t~r en -



el siguiente experimento. Esto porque a pH's altos, el hongo 

produce ácido oxálico, Prescott (35), sustancia que no desea­

mos en la biomasa. Esta vez el valor más alto de proteínas -

corresponde con el de s6lidos totales. En vez de cuantificar 

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

para determinar el % de almid6n en el medio de cultivo. Como 

vemos en cuadro 16 y gráfica o(. éste ha desaparecido compl~ 

tamente, casi, del medio. La gráfica parece enseñar una gran 

variación en los resultados obtenidos, pero hay que fij~rse -

que la gráfica va de 0---0.3 %. 

En el matraz que hay 0% de fósforo; tenemos registrado­

crecimiento y un contenido de proteínas más alto que cuando -

no se agregó camote o nitrógeno. 
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x. Fermentación. 

Cuadro 17 

Resultad.os ¡;;~p~rijllental~s 

tiempo --pH-- sol s. tots. --% de a'1mici6~:..',. d ~h .solubles--%prots .-fósforo ·"' : ~ ._-.. - -. - ; -

o 3.65 0.0893 13.15 66.00 9.601 3.9 24.49 
6 3.60 0.0954 11.92 80.5 16.196 5 . .', 27 .21 

12 3.30 0.1525 9.12 77.5 20.311 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 
so 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/lOOmg ug/ml ug/25mg 
muestra cie 

mues 
tra 

En el cuadro 17 y gráficas (3 y~ , tenemos los resulta­

dos de la fermentación, en donde se usan los valores obteni­

dos en anteriores experimentos recalcamos que se tomaron --­

muestras de 50 ml. 

Uno de los puntos de interés en este experimento ~ra ob 

servar el comportamiento del pH, ya que como señalamos en la 

fundamentación, se debe procurar mantener un pH bajo desde -

el inicio para evitar la formación de ácido oxálico, Pres--­

cott (35), y también prevenir contar:iinaciones de otros micr;:: 

organismos. Ahondando un poco mas en lo referente a la pro-

ducción de micotoxinas, podemos de~ir que según la literatu­

r;i. revisada, Pore (34), Ciegler (7), Rosiles y Pérez (37), 

el ~· niger tiene reportada la pro".!ucción de una sustancia -

de este tipo ya señalado: el ácido oxálico. 
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De antemano encontramos que el pH óptimo de crecimiento 

del hongo es 3.5, siendo reforzado el buscar tener este va--

lar inicial en el medio, por la razón antes citada. En ton--

ces establecimos condiciones tales en nuestro proceso, basa­

dos en la bibliografía presentada, que nos permitan suponer­

que el ácido oxálico se encuentra ausente, casi, del caldo y 

la biomasa. Como vemos en la tabla y gráfica, además en los 

experimentos en donde también tenemos pH contra tiempo, si -

logramos un pH inicial de 3.5 o cercano, se hace innecesario 

agregar ácido durante la fermentación para controlar el pH,­

ya que el microorgamismo se encarga de bajar éste y mantene~ 

lo. Obviamente, además en la literatura se reporta, el hon­

go produce ácidos orgánicos para lograr este propósito incl! 

nandonos a pensar por los antecedentes que tenemos, que den­

tro de éstos, el que se encuentra en mayor proporción es el­

ácido cítrico. Esto nos dá una nueva posibilidad de aprove­

chamiento del proceso, investigando la capacidad productora 

de ácido cítrico, usando como sustrato camote, del ~spergi-­

llus niger. 

La curva de sólidos totales nos muestra un aumento reg~ 

lar en estos, sin tener puntos que se salgan del trazado, 

como ocurría en otros experimentos, especialmente los prime-

ros. El valor que obtenemos de éstos en la muestra tomada -

se equipara con lo obtenido desde que se optó por usar una 

concentración de 1.5% de fuente de carbono. Ya habíamos con 

signado que sacrificábamos sólidos totales para tener simi-­

lar cantidad de proteinas que si usáramos el doble de fuente 

de carbono, como se hacía en los primeros experimentos. Por 

supuesto que si deseamos mayor cantidad de s6lidos totales 

regresamos al valor original (3% de fuente de c~rbono). Por 

el incremento de la biomasa se hizo patente la necesidad de 

aumentar la velocidad de agitación durante el proceso. Al 
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inicio eran 250 RPM y se concluy6 en 450 RPM. Debido ;. que-

se veía, a partir de las 24 horas, que la velocidad inicial­

no era suficiente para mezclar adecuadamente el contenido del 

fermentador. Esto implica que la viscosidad del medio fue --

cambiado conforme pasaba el tiempo y se desarrollaba el hon-­

go. Entonces para contrarestar este aumento y permiti~que el 

microorganismo recibiera la aereaci6n pertinente, apr6vecha~ 

do los nutrientes completamente, se subió ló! velocidq,r.l d.e ¿¡e:¡!_ 

taci6n. 

Los carbohidratos que proporcionan el camote ~1 medio 1c 

cultivo se encuentran en forma de almidón, de tal manera que 

el hongo tiene que degradarlo primero para poder utilizarlos. 

Este hecho lo vemos re¡,resentado en la griífica l{ '/ cuadro 17, 

que nos dice que el porcentaje de almiJ6n en el medio bai~ --

con el tiempo, siendo menor al 1% en 24 horas. Esto se reflc 

ja en la concentración de carbohidratos solubles, donde vemos 

que hay un aumento en el lapso de 0---6 horas, a continuaci6n 

la curva declina como signo de aprovechamiento de &stos por 

el hongo. Esto significa que las amilasas del hongo degra--

dan el almidón, cuyos productos Re incorporan al medio~y pod~ 

mos aventurar que este aumento se debe a que la velocidad de 

degradaci6n del almidón es mayor que la de aprovechamiento de 

carbohidratos por el hongo. Además, si nos fijamos con dete-

nimiento en la gr&fica, s61o hasta las 24 horas la ccncentra­

ci6n de carbohi.dratos solubles se encuentru por debajo de ·1a 

que se registr6 ~ tiempo O, 6stc coincldM con que 2 las 24 

horas el ulmidón ha desaparecido·· c,1si completamente ~el me--

dio. Es decir, la reserva no existe y no h~v carbchidratcs 

que se incorporen al medio supliendo a los que ya se han ---

aprovechado. Este hecho, teóricamente lo sabía~os, nos indi-

ca que el almidón es la fuente principal de carb0hidratos, 
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pero no se utiliza directamente. El Aspergillus niger es pr~ 

ductor de amilasas, lo que le permite aprovechar el almidón. 

Entonces surge la pr~gunta: lQu€ tanta actividad tienen las -

enzimas del hongo? Por lo tanto tenemos otro punto de aprov~ 

chamiento del proceso, la producción de arnilasas. 

Ahora pasando a la revisión de los resultados de las pr2 

teínas, tenemos que el punto máximo lo observamos a las 36 h2 

ras, pero que la curva de fósforo indica que el crecimiento -

no ha concluído. Este valor máximo está dentro del rango que 

se ha venido obteniendo en los experimentos anteriores. Las-

curvas de fósforo se reportan de dos maneras diferentes, con-

el fin de ver como es el trazado de las mismas. En la repre-

sentación gráfica vemos que ambas formas son similares cuali­

tativamente, distinguiéndose las fases: lag, no muy claramen-

te, de crecimiento y estacionaria. Lo mismo acontece con la-

de sólidos totales, pero ya habíamos anotado que éstos no in­

dicaban el crecimiento real por contener partículas de camote 

no degradado, además de biomasa. 

Una de las cosas que se tiene en mente es la posibilidad de -

que el hongo sintetize alguna sustancia tóxica. Generalmente 

éstas son productos del metabolismo secundario, m~1ifiesto en 

la fase estacionaria del crecimiento. El tener la posibilidad 

de suspender la fermentación alrededor de las 36 horas y en -

plena fase de crecimiento agrega un seguro más al proceso; 

pues vemos que se llega al objetivo; % de proteínas aumentan­

do antes de la fase en que se report~ la producción de mico--

toxinas. !lasta la actualidad, el l\. niger no tiene reporta--

das micotoxinas diferentes al ácido oxálico, pero nunca se -­

puede descartar la posibilidad de que las sintetize, ya sea -

por mutaciones, sustrato empleado o porque las t¡cnicas de -­

análisis no sean lo precisas y específicas que se nec0sita, 
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entonces entre m&s prevenci6n se tenga es mejor. Hay que 

agregar que en la bibiiografía citamos un trabajo de Bean & -

McFall (3), en donde se menciona que cuando el Aspergillus ni­

ger crece junto con Aspergillus flavus o Aspergillus parasi-­

ticus inhibe la producci6n de aflatoxinas. 
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Gráf1.ca lJ!._: 
'"' 

Resultados ecperirnent0leo, de la fermentación, en 
:nuestra de 50 7.11.:i diferente,; tiempos. (x-x=pH,A-A-C.. 

='<;almición (mg/ 1 00 rnl) ,•-• = e. h. solubles, ~g/mll . 
.t-A. = sólidos totales (g/50 ml). 
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RESULTADOS FINALES. 

A}. Análisis de la biomasa 

%humedad %prots . %c. h. tots. %cenizas. 

camote 70.9 

biomasa 90.43 

3.83 

25.47 

57:oé 
14~2s 

5.9083 

4.91 

B). Coeficiente de aumento de proteína: 

proteína inicial 
proteína final 

25.37 
3.83 

6.62 

1.46 

7.85 

C). Rendimientos: se utilizan resultados de la fermentación 
para efectuar los cálculos: 

c.l Rendimiento sobre el sustrato 

g de sólidos totales 
g de camote agregado' 

10.33 
45.00 0.229 

c.2 Rendimiento sobre fuente 
amonio) : 

de nitrógeno (nitrato de 

g de sólidos totales 10.33 
g de nitrato de amonio'l5.00 

0.68 

c.3 Rendimiento de proteinas sobre fuente de nitrógeno: 

~proteínas obtenidas 
g de fuente de nitrógeno 

(10.33) {0.2537 
15 

2.62 
·c.15-

0.174 

Tenemos los resultados del análisis de biomasa ~n contra~ 

te con los del camote; vemos que en casi todos los renglones -

115 



hay un aumento. La humedad parece alta, pero recordemos que 

la biomasa se recupera de un medio líquido, aparte de la hu­

medad natural del hongo hay que sumar la que proporciona el-

medio. El valor de proteínas estl arriba de la obtenida por 

Sencz (42) y Deschamps (8) 

Vemos la disminución de carbohidratos totales, lo que 

explica el aumento de proteínas y grasas. Cenizas y grasas 

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

El i de proteína cruda se incrementa 6.62 veces, a pa~ 

tir de la cantidad inicial; este dato es mayor del obtenido 

por Gray (11), que fue de 4x. 

Los rendimientos obtenidos pueden mejorarse si aumenta­

mos la cantidad de sustrato agregado como vimos en el experl 

mento de optimización de fuente de carbono. 
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VIII. CONCLUSIONES 

1.- Conclusiones 

1). Como fruto de los expi;imeJ:ltc;s' reali·zados se obtuvie 

ron parámetros del procescJ: 

# ------ temperatura: 37 ºC 

# ------ pH (inicial.) 3.5 

# 

# 

# 

# 

# 

# 

volumen de in6culo: 10% (v/v) 

------ medio: B (camote íntegro, con cáscara) 

------ % de fuente de carbono: l.5-(g/100 ml) 

------ "' de fuente de nitrógeno: o.si (g/100 ml) 

------ % de fuente de fósforo: 0.35% (g/100 ml) 

------ tiempo de fermentación 52 horas (con posib!_ 

lidades de suspender a las 36 horas). 

aereación: v/v 3 lts de o
2
/minuto//3 lt 

de medio). 

------ agitación: 250 -- 450 RPM 

cepa: 
na). 

Aspergillus niger (aislado de mandari 

Los valores seleccionados eran incorporados en el mé 

todo para desarrollar el experimento siguiente. Los marcados 

con un asterisco son los obtenidos experimentalmente . 

.. 
2). Se obtuvo un incremento en el valor de proteína de -

6.62 veces sobre el contenido inicial del sustrato utilizado. 

El % de proteína 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 demostró ser termotolerante, ya -­

que aún cuando su temperatura óptima de crecimiento reportada 

es de 26 ºC, P.aper (36), creció bien a 37 ºC. Coincidiendo -

con la temperatura utilizada por Senez (42), Perlman (32) y -

Gregory (12), aunque éste último señala una temperatura más -
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4). El sustrat<:> limitante del medio es la fuente de ni­

trógeno, ya que ésta tuvo que ser aumentada con respecto al-

medio original. Al terminar la fermentación tenemos una con 

centración de carbohidratos solubles alrededor de 30 ug/ml. 

Esto nos lleva a pensar en que el caldo recuperado puede ut! 

lizarse en un proceso de fermentación mixta con algún otro -

microorganismo, de esta manera, se aprovecha hasta lo último, 

la fuente de carbono aportada por el camote. 

5). La ventaja del medio B, estriba en el aprovechamien­

to integral del camote, no generándose con ello basura o des­

perdicio del mismo; además, de evitar la molestia de tener -­

que despojar al tubérculo de su cáscara, operación que eleva-

ría los costos. Hay que acotar que la cáscara da el mayor --

aporte de sales minerales y vitaminas que contiene el camote. 

6). El proceso no necesita de un control de pH con adi-­

ción de ácido ó álcali, ya que el microorgamismo se encarga -

de bajar el pH por medio de la producción de ácidos orgáni---

cos. Se plantea la recomendación de profundizar en el estu--

dio de este hecho, cualificar y cuantificar los ácidos produ­

cidos. 

7) Se tiene un intervalo de % de fuente de carbono, 1 a 

3%, que nos posibilita tener semejantes porcentajes de protei 

na, pero con diferencia en sólidos totales. Esto nos permite 

tener, a voluntad, buen contenido de proteína en "muchos" o -

'
1 pocos'' s6lidos. El proceso es flexible en cuanto a la con--

centración de fuente de carbono. 

8). El hongo presenta capacidad para degradar y aprove-­

char el almidón del camote, fuente de carbono primaria en el 

proceso .. En la literatura, se reporta al ~· 'niger como pro--

ductor de enzimas amilolíticas, por lo tanto, se sugiere aho~ 

dar en la investigación de este punto: lQué enzimas se produ-
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cen y cuanta actividad tienen? 

9). El tiempo que se dej~ el proceso abarc6, en el fer­

mentador, 52 horas, pero se vi6 que el valor máximo de protef 

nas se alcanza a las 36 horas¡ pudiendo detenerse el proceso 

alrededor de éste tiempo y evitar llegar a la fase estaciona­

ria en donde se producen los metabolitos secundarios, 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 sí solo. Pero como se vi6 en los experimentos co-­

rrespondientes, es necesario suplementar con fuente de nitr6-

geno y f6sforo para optimizar el crecimiento y llegar a los -

resultados esperados. 

11). I,as técnicas analíticas y experimentales empleadas -

sufrieron cambios de como se reportan en la literatura, con -

el fin de adecuarlas a las condiciones del proyecto. 

lI. Recomendaciones: 

a.- Concluir con los estudios del proceso en las varia-­

bles faltantes del mismo: concentraci6n del in6culo, fuentes 

alternas de nitr6geno y/o f6sforo mas baratas; condiciones -­

de aercaci6n, velocidad de agitaci6n, viscosidad del medio, 

etc. Una vez determinados éstos, pasar a la siguiente etapa: 

las pruebas en planta piloto y comenzar los estudios de facti 

bilidnd del proceso, así como las rutas de comercializaci6n, 

distribución y abasto de materias primas. 

b.- Efectuar las pruebas nutricionales con la biomasa o~ 

tenida: digestibilidad, aprovechamiento y tolerancia por al 

organismo, ' de proteína verdadera, contenido y calidad de --
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los aminoácidos. 

c.- Llevar a cabo los estudios toxicol6gicos pertinentes: 

rastreo de posibles micotoxinas o ácido oxálico en producto -

final y durante el proceso; contenido de ácido nucléicos, to­

lerancia al producto por parte de las especies animales a las 

cuales se les piensa dar; rastreo y búsqueda de signos patol~ 

gicos (aspergilosis) en los animales de prueba. 

en: 

d.- El producto obtenido en la fermentación puede usarse 

Desviar a consumo humano una gran cantidad de -­

proteína vegetal que se utiliza en la preparación 

de alimentos balanceados. 

Abatir costos de cría y manutención de animales 

de pastoreo, lo que necesáriamente rebajaría el 

precio de los productos primarios y derivados de 

eiío's: . 

Logr~r .qu~ ~l país sea autosuficiente en recursos 

alimentarios, disminuyendo la importación de gra­

~6s ·y-ali~~¿tos. 

Recuperar y engordar animales ~ue a~tualmente se 

sacrifican por carecer d~ alimento~ para mantener 

los. 

Probar que el producto para saber si llena los re 

querimientos para su incorporación a la dieta hu-

mana. 
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