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1. RESUMEN

El problema alimentario en México no es nueve y se
incrementa conforme la poblaclon crece. Una posible solucldn
a este problema se plantea a través del cultivo de
microerganismos, en particular de los tiblcos, que son
microblogleas constituldas por una matriz de dextranas en la
que se encuentran embebidas bacterlas y levaduras

El presente trabajo tuve como obletivos determinar
algunos de los parametros optimos del creclmiento de dichas
microblogleas y as! obtener un mejor aprovechamlento de los
tibicos en beneficlo del hombre. Tales objetivos fueron:
-Determinar e} efecto del pH Inicial y de la alreaclén de
los cultivos de tiblcos sobre 1a cantidad de blomasa
producida y la concentraclén de los productos de
fermentaclén (etanol y dcldo acétlco)

-Determinar el efects de tres sustratos diferentes

{piloncilio, melaza y sacarosa) en los cultivos, en relaciédn

a la concentraclién de etanol y dcldo acético.

~Aislar y determinar las especles de levaduras que

constltuyen las microblogleas en cultivos con dos diferentes

sustratos.

~Determinar el efecto de la esterllidad de dos sustratos
V dlférentes {piloncillo y melaza) sobre el desarrollo de los

cultivos de tibicos.

El control del pH inicial no tuve ningln efecto scbre la

produccion de blomasa. lLas ;oncentraclones de etanol y acido



- acétleco se vieron poco afectadas con el uso de una de las
soluciones amortlguadoras.

La alreaclén no tuve ningun efecto sobre los parametros
estudiadoes.

La melaza fue el sustrate con el que hubo una mayor
produccién de etanol y 4cldo acético, segulda de el
plloncillo.

Se ldentificaron dos especles de levaduras que no hablian
sido reglistradas en tiblcos; Candida valida (Leberle) vy
Candlda famata (Harrison) Meyer et Yarrow, aunque habfan
side  encontradas anteriormente en otres alimentos
fermentados.

El  tipo de sustrato wutillizado, sin importar su
esterilidad, determiné la forma en que los cultlves de
tibicos se desarrollaron. La melaza favorecid el crecimiento
de una pelicula pulverulenta en la superficle del cultivo
constitulda principalmente por seudomicelio de Candlida
vallda. El piloncillo favorecié la formacién de una nata
blanca en la superficie del cultivo, constituida por una
matriz en la que se encontraban embebidas bacterias y

levaduras y que se parece a la madre del vinagre.



2. INTRODUCCION

México, como el resto de los palses subdesarrollados,

cuenta con un grave problema, el alimentaric. Exlsten
evidenclas de que la alimentacién en México antes de 1la
conqulsta era muy varlada; la base de la alimentacion fué
el malz pero también exlstian otras fuentes de proteinas
de origen vegetal, como las sigulentes: la setarla
(graminea que ha sido considerada como el primer cereal del
Nuevo Mundo), el nopal, el maguey (del cual consumian tante
las hojas como la savia), el frijol, las calabazas, los
los chiles, los tomates, aguacates, huauzontles, quelites y
quintoniles, el cacao y varios frutos. Las fuentes de
proteina de origen animal mas comunes eran los guajolotes y
los perres, aunque tamblén se consumian otros animales
como tlacoaches, armadillos, conelos, ardlllas, tuzas,
zorrillos, todo tlpo de aves y animales acuidtlicos como
renacua jos, acocllés y peces, ademis de una gran varledad de
variedad de insectos’ y sus huevecillos (Casillas vy
Vargas, 1984)}.

Como se puede ver, los antiguos mexicanos consumian una
gran variedad de alimentos, pero estos no eran accesibles a
toda - la poblacién puesto que intervenia otro factor, la
clase soclal. Por lo tanto, tambilén entonces habia
desnutricién y muerte de gran parte de la poblacién por

falta de alimentos, hechos que han sido constatades por



estudlos osteoldglcos do restos humanos de aqueila época
(Vargas, 1985).

Después de la conquista las epldemlas no fueron la
unica causa de una alta mortandad. Hubo grandes episodios de
hambre que fueron causados por sequias, invasiones de
langostas, fuertes lluvias, granlzo, los altos preclos
del majiz y otros factores. E! sumlnistro de alimentos
camblé, los espafioles trajeron nuevas plantas y animales a
México que tuvieron que competir en tlerra y fuerza de
trabajo con los alimentos nativos.

En la actuaiidad, 1a crists econémica ha afectado
1a alimentaclén de la poblacién y su forma de - vida,
Exlste una polarizacién de allmentos mediante la cual
clerta tipo de éstos son enviados a partes especificas del
pais en donde tienen gran aceptacién; estas partes son
las grandes ciudades o pueblos. Esto hace que los pequefios
poblados sean dependlentes de sus proplos recursos.
Existe también una trasnaclonalizacién de alimentos, es
decir, la manera en que los allmentos "internacienales”
son promovidos por los medlos de comunlcaclén, de manera que
éstbs se convierten en una necesldad para la socledad.
Estos alimentos Incluyen la llamada "comida chatarra”,
. panes Industriallizados, pastelillos, saborizantes,
gelatinas, cerveza, vino, etc. , la mayoria de los
cuales proparcionan un contenido muy bajo de

nutrimentos por un preclo muy elevado (Vargas, 1985).



Fstas tendenclas estin  bien establecidas y  son
las responsables de la divisién tan marcada de la
alimentacién en México. Esto hace que algunas personas
estén sobreallmentadas y presenten problemas de obesidad
por el consume extra de calorias, otras tlenen una
nutricién insuflciente y presentan malnutricién

crénlca; por otra parte, tamblén exlsten casos de muerte por

falta de allmentos.

Se sabe que el problema de la allmentacién es
sumamente extenso y complejo, ya que en forma directa o

Indirecta los comprende a todos: transporte, produccién
agrirola, pesca, politica advanera, monopolios, ete. Pero
es mis Importante la educacién e intrucclién de la
poblaclién, para que sus integrantes aprendan a sacar de sus
reducidos salarles el mayor provecho posible y se
proporcionen los allmentos indispensables de sostenimiento.

En todos los palises subdesarrollados mds del 50% de
la poblaciédn total vive en la pobreza, con el hambre como
compafiera tonstante. En estos palses un basto segmento de
sus habitantes generalmente practica la agricultura a
niveles de subsistencla en minifundios y para ellos los
alimentos y especlalmente las proteinas de origen animal
son escasos y caros {Borlaug, 1974).

En el sigle XX, como al principlo de la historia
humana, persiste el hambre como uno de los mas antiguos

problemas que han existido. S6lo se  ellminard cuando



la aplicacién de los conocimtentos y la destreza de
la clencla moderna proporcionen a todos la cantidad y la
calidad de alimento que necesltan.

En la lista de princlplos nutritives esenclales figuran
el oxigeno y el agua, que generalmente no se conslderan
alimentos. Existen otros 43 principios nutritives que
por comodidad se clasiflican dentro de los clnco grupos
principales; carbohidratos, grasas, proteinas, minerales
y wvitaminas., Los azicares y almidones (carbohldratos)
son la fuente, directamente o por converslén quimica en
el cuerpo, de un solo principlo nutritivo esenclal, la

" glucosa. ‘Los requerimientos de estos elementos
nutritlvos varian de aucerdo con la edad, el sexo, el
estado flsioldglco, el grado de actividad y el clima.

Estos princlplos esenclales forman la dleta que
manttene a los seres humanos sanos, Todos elleog abundan
en los productos allmenticlos que pueden encontrarse de
un extremo a otro de nuestro planeta. A pesar de ello,
no hay una sola parte en el mundo en la que todo§
obtengan las cantidades adecuadas de alimentos
apropiados.

Los cereales son la fuente principal de carbohldratos,
los llpidos se obtienen de las . grasas vegetalés -0
animales. las vitamlnas y las sales minerales se encuentran
en ‘casi todos los allimentos de origen vegetal y también

se pueden producir de forma sintética, Las proteinas tienen



un alto valor nutricional y estan directamente relacionadas
con los procesos quimlcos necesarlos para mantener la
vida. El1 hombre obtlene proteinas principalmente de 1la
carne de ganado de aves y peces asi como de la leche y sus
productos derivados. Las semillas de leguminosas, en
especial la soya, estan siendo wusadas para preparar
alimentos rlcos en proteinas a un bajo costo. La cantidad
diaria de proteinas que se necesitan para mantener los
misculos, 6rganos Internos y otros tejidos del cuerpo,
es muy pequefia. Durante el crecimiento también se requieren
proteinas para la formacién de misculos y otras partes
dei cuerpo.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) recomienda
las slg’ulentes cantldades diarlas de nutrimentos por
persona, dependlendo de la edad, talla y peso del individuo,

como se indlca a continuacién (Ramos Galvan, 1980).

Edad Peso Talla kcal Proteinas (g)
kg cm
Lactantes
0- 0.5 6 60 kg % 115 kg x 2.2
Nifios

1- 3.9 13 90 1,300 23

4= 6.9 20 112 1,700 30

7- .10.9 28 132 2,400 34

Hombres
11- 14.9 a5 157 2,700 45
15- 18.9 66 176 2,800 56
19- 22,9 70 177 2,900 56
23~ '50.9 70 178 2,700 56
5i- 75.9 70 178 2,400 56
MuJeres

11- 14,9 46 157 2,200 46
15- 18,9 S5 163 2,100 46
19- 22,9 S5 163 2,100 44
23- 50.9 55 163 2,000 A4
St~ 75.9 55 163 2,000 a4



El Institute MNaclonal de WNutricién (INN} recomlenda
la Ingestlén de 2,750 kcal y 80 gramos de proteinas por
persona al dia (Secretaria de Programacién y Presupuesto,

1982). Serrane L. (1986) estimé el déficit protelco en

México:

ARO - POBLACION PRODUCCION NECESARIA  DEFICIT PROTEICO
DE PROTEINAS (TON) RESPECTO A 1982

1988 84,703,224 2,315,427 22.0 %

1990 88,237,605 2,576,538 34.4 %

2000 100,000, 000 2,920, 000 42.1 %

Partiendo de estos datos es evidente, como ya se
menciond , que el problema alimentario va en aumento y
que urge resolverlo.

En los paises subdesarrollados gran proporclén de la
proteina consumida es de origen vegetal. Se sabe que todas
las proteinas de origen vegetal son deficlentes en uno o
mds de los aminoAdcidos esenclales. La princlipal fuente de
proteinas de origen animal la constituyen 1la carne,
las aves, loslacteos, los huevos y los  peces.
Desafortunadamente existe una gran disparidad en la
distribuclén de las blen balanceadas proteinas de origen
anlmal (Borlaug, 1974}.

El frijol, el majiz, la papa, el haba, el chile, -etc.,
son unos de  los altmgntos que con wmés frecuencia se
consumen en nuestro pals y no slempre van acompafiados de
carne o huevo, por lo que el contenido proteico de la dieta

del mexicano es muy bajo; por ejemplo, 300 g de papas



ttenen 6 g de proteinas, 400 g de tortillas cuentan
con 34 g de proteinas (Ventosa, 1947).

En el afio 2000 México tendrd algo mas de 100 millones
de habltantes y un déflcit protelco en la dleta de
alrededor del 42.1% (Escudero, et. al,, 1984). Una posible
solucién que puede Instrumentarse a nivel casero es la
produccién de proteinmas a través del cultlvo de
microorganismos, ya sea para el consumo humano
directo, o para la allmentacién de animales domésticos
relacionados con la llamada ganaderia de traspatio
(Diaz~Garcés, et al., 1988}. Desde este punto de vista, el
cultive de tibicos ofrece grandes poslbllidades porque
dichas microbiogleas constltuyen un sistema bloléglco
muy estable con el que se pueden obtener cantldades
considerables de blomasa de manera facll, barata y
répida.

Al respecto, Taboada et ai. (1987) realizaron un estudlo
de las levaduras de los tibicos y con ellos allmentaron
aves y roedores con el objeto de ver sl el conjunto de
estas asoclacliones microblanas eran aceptadas como alimento
y 8! ocasionaban lesiones en érganos Interncs, asi como
para saber si los tiblcos eran un buen complemento en la
dieta de los animales.

' Los resultados mostraron que con nlinguna. de 1las
properciones de tlblcos utllizadas en las dietas de. todos

los animales de experimentacién se encontraron -lestones



histoléglcas especificas en rifén, higado, corazén vy
pulmén; }a degeneracién grasa de! higado observada en
pollos de engorda, galllnas ponedoras y ratas se presentd
con mayor frecuencia en los animales que ({ingirlieron
dietas con mas del 50% de tibicos, de manera que, aun cuando
estas microbiogleas no pueden ser recomendadas como un
complemento dietético cuando se emplean en proporciones
elevadas, Junte con el alimento balanceado que
rutinariamente se utillza, el hecho de que no representen un
pellgro para la salud de los consumldores y de que su
cultivo se puede realizar con relativa facilidad y econcmia
los hacen una fuente de alilmento muy atractiva.

Serrano (1986) y Diaz-Garcés et al., (1988) determinaron
algunas de las condiciones del cultivo de tiblcoes para
obtener el mayor rendimlento de blomasa en relacién con el
tipo y cantidad de sustrato, temperatura y tlempo de
incubaclén. Cuando los cultivos de tlbicos se mantuvleron
a temperatura amblente, los mayores rendimientos de
bilomasa se alcanzaron con 45 y S50 g de plloncille a
las 96 horas, y con 50 y 55 g de melaza a las 48 y 72
horas.

Slgulendo con este esquema de trabajo, se decldld
e:;perimentar con los pardmetros que aun no hablan sido
estudiados, sliendo los objetivos del presente trabajo les
siguientes:

a) Determinar e}l efecto del pH inicial y de la alreacién

10



b

c

d)

del cultivo de tibicos sobre la cantidad de
biomasa preducida y Ia concentraclén de los
productos de fermentacién {etanol y &cldo acétlco).
Determina r el efecto de tres susratos
diferentes (piloncillo, melaza y sacarosa) empleados
en cultivos de tibjcos en relaclén a la concentracién de
etanol y Acldo acético.

Alslar determinar las especles de levaduras presentes en
las - microbiogleas y en los dliferentes sustratos

fermentados.
Determinar de qué manera 1los diferentes sustratos

utilizados afectan la forma en que se desarrollan los

cultivos.



3. ANTECEDENTES

3.1, Factores que afectan el crecimiento de

microorganismos.

Los princlipales factores amblentales que influyen
en el crecimiento de microorgdnlsmos son la alreacién, el
pH, el tipo de sustrato (alimento), la temperatura, la
humedad y el tipo y concentraclén de sustanclas

inhibltorias. Cada uno de estos factores es importante,
pera es la comblpaclén de  todos ellos la que

determina qué tipo de mlcroorganismos crecerdn Yy que
tan ‘répldamente lo haran, asi como qué camblos se

producirdn y a qué velocidad (Frazler, 1958).
3.1.1. Alreacloén.

Basindose en los procesos de respiraclén, los
microorganismos pueden clasificarse ~como aerobios =i
requieren oxigeno para su crecimiento. Los
microorganismos de este tipo s6lo crecen en la
superficle de los medios de cultivo. Los anaercbios no
requieren oxigenc y crecen mejor en su ausencia, y los
facultativoes si pueden crecer con o sin oxigeno. Las
bacterias microaerofilicas requieren de una pequefia
cantidad de oxigeno libre (Frazler, 1958; Lehninger,

1983).

Hawker 'y Linton (1979) recomiendan una alreaclén



constante e Intensa para acelerar el crecimiento y
produccién de levaduras. La secuencia normal de eventos
en una fermentacion alcohdlica es wuna nultiplicacion
rapida de 1las células de levaduras con un consecuente
agotamiento de oxigenc, lo que detlene la multiplicacién
celular y las levaduras pasan a su fase anaerobla para
obtener energia, con la consecuente produccién de
etanol y dléxide de carbono. Si se mantienen las
células en su fase aercobla se producird un maximo de
blomasa con una minima produccién de alcohol.

Potter (1973) dice al respecto: la cantidad de
oxigeno que requlere un organismo para el crecimlento,
es decir, la multiplicacién de sus células, puede diferir de
la que necesita para la actividad fermentativa. La levadura
Saccharomyces cerevisiae crece mejor y produce una mayor
masa de células bajo. condicliones aeroblas, pero fermenta
azlcares mas rédpldamente bajo condiclones anaeroblas,

Carbajal de Echevarri (1986) dice que el oxigeno libre
no es esencial para las levaduras, pero en presencla de
allmento abundanie actua como un estimulante del desarrollo
celular, En escala comerclal se logra el crecimlento
celular sin fermentacidn, empleando mostos muy diluldos y

excesivamente aireados.

3.1.2, Efecto del pH.

La concentracién del 1én hidrégeno determina el tipo

13



de microorganismos que crecerin, Cada organismo tlene su
valor optimo de pH, La mayoria de 1las bacterias crece
meJor en un ph cercano al neutro, pero algunas estan
favorecidas por una reaccién 4cida, y algunos tipos
pueden crecer en medlos poco A4cidos o alcallnos
(Frazier, 1958).

En el caso de la levadura Saccharomyces cerevisiae, el
control del pH es Importante cuando se qulere obtener un
mayor rendimlento de biomasa. Existen muchas maneras en las
que 1la concentracién del 16n hidrégeno (pH = - - log
[H']) del medlo puede afectar a 1os microorganismos
El' efecto neto del pH actuando en estos términos es
‘expresado por el crecimiento resultante y  la
reproduccién de los microorganismos. El estado nutriclonal
del medio estd& fuertemente afectado por el pH pués altera
la absorcién y solubllidad de los lones y la disoclaclén
de las moléculas determinande as{ su disponibilidad a los
microorganlsé;s y la forma aproplada para realizar el

transporte a través de la membrana celular (Rose, 1982).

Los microorganismos crecen dentro de limites de
pﬁ, que usualmente tienen un nlvel minlmo y éptimo blenﬂ
definido. El pH minimo para el crecimiento es generalmente
cercano a 2.5, y un maximo que va de 8 a 9; el 6ptimo varia
ampliamente y frecuentemente se encuentra entre el pH 5 y
‘el pH 7.5 (Hawcker y Linton, 1979).

Al respecto, Carbajal de Echevarrl {1986) dice que esta



perfectmente reconocido  que ia Influencia de la
concentracién de lones hidrégeno en la fermentacién es
fundamental para lograr un buen éxlito en la calidad y en la
cantidad de levaduras. Existe un valor de pH para el cual
las levaduras crecen mejor, hablendo clerta concentracién
de lones H' arrlba de la cual el crecimiento es nulo.
Tamblén tlenen un limite minimo. Las levaduras tienen la
propledad de adaptarse a distintos valores de pH.

Lasg células vivientes estén bien amortiguadas
intermamente contra los cambios de pH; los valores de pH del
medio deben de ser extremos antes de que el pH
intracelular sea afectado. Las enzimas extracelulares tlenen

influencia directa sobre el pH del medio (Rose, 1982).

3.1.3. Tipo de sustrato.

El tipo de sustrato en el cual se desarrollan los
microorganismos es muy importante pues va a determinar los
nutrimentos de que pueden disponer las células vivas.

Cada tipo de microorganismo tiene un tipo
definldo de requerimlentos alimenticlos. Para algunas
especles éste es muy amplio, y el crecimiento se da en una
gran variedad de sustratos; sin embargo, otras tlenen un
tipo muy reducldo; Muchos microorganismos . difieren  en
el tlpo de allmentos que pueden utilizar para obtener

energia; algunos pueden utilizar varlos carbohldrates, otros

15



seolamente utillzan uno o deos, mlentras que otros pueden
emplear varlos compuestos de carbono como &clidos organicos
y sus sales, alcoholes y ésteres. Los requerimientos de
nitrégeno de algunas especles pueden satisfacerse con
compuestos simples tales camo  amonio, nitratos o
compuestos mis complejos como aminodcidos, péptidos o

proteinas (Frazler, 1958).

3.1.4, Temperatura.

Cada microorganismo tlene una temperatura éptima bajo
la cual crece mejor, una temperatura minima que -es la
mas baja que puede tolerar y en la que el crecimiento se .
puede dar, y una temperatura mdxima que es la mis alta en la

que las c¢élulas se pueden dividir.
3.2. Fermentacién,

Las células microblianas, como cualquier otra célula,
deben ser capaces de realizar funclenes s! se mantlenen
vivas y en crecimlento. Por ejemplo, deben ser capaces de
sintetizar los constituyentes del complejo celular a
“partir de los nutrimentos del medio, de llevar tales procesos
a la divlslén celular, y de efectuar los movimientos de las
células. Para realizar tales funclones la celdla debe
tener una fuente de energia. Los carbohldratos representan
una fuente potencial de energia, puesto que son

compuestos . en los que ella estd almacenada. Los
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microorganismos obtienen la energia necesarla por medio
de los procesos de oxldacién y reducclon de los

carbohidratos.

3.2.1. Definlclén de fermentacién,

La fermentaciéon se define como la degradacién anaerdbica
de la glucosa, la oxldaclén de los combustibles organicos
por el oxigeno molecular es llamada respiracién (Lehninger,
1983),

Los combustibles mds comunes para la fermentaclén son
los aztcares, particularmente 1la D-glucosa, sin embargo
algunos microorganismos pueden obtener su energfa metabolica
efectuande la fermentaclén anaeroblca de moléculas tales
como los 4cldos grasos, los aminodcidos, las purlnas o las
pirimidinas, segin lag especies.

Entre las nmuchas clses de fermentacién de la glucosa,
predominan dos tipos intimamente relactonados. En la
fermentacién homolictica, la molécula de glucosa de sels
dtomos de carbono se degrada y forma dos moléculas de
acido lactico como producto final. Este tipo de escisién
de la glucosa la realizan muchos microorganismos. En la
fermentacién alcohéliea, caracteristica de muchas
levaduras, la molécula de la glucosa se escinde y rinde
dos moléculas de etanol y dos moléculas de dléxldo- de
carbono. La fermentaclén alcohéllca se produce por las

mismas transformaciones enzlmiticas que 1la fermentacién



fermentacién hemoléctica, pero precisa de dos etapas
enzimidticas diferentes al final de la ruta. La mayor parte
de los dem&s tlpos de fermentacién de la glucosa son
variaclones de la ruta fundamental de la fermentaclén
homolactica (Lehninger, 1983).

Los microorganismos en las fermentaciones siguen un
orden de ataque a los nutrimentos, lo que se da de la
sigulente manera: primero los hldratos de carbono, después
las proteinas y por ultimo las grasas. Dentro de los
carbohidratos, también se tiene un orden de ataque:
primero los agzucares, luego los alcoholes y por Gltimo los
4cidos. Los azicares pueden ser fermentados por los
distintos microorganismos en diversas formas: por
oxldacioén completa, por oxidacién parcial, por
fermentacién alcohélica, por fermentacién lactica, por
fermerntacién butirlca y por otras acclones fermentadoras

menores (Medina, 1985).

3.2.2. Factores y leyes para la fermentacién.

La fermentaclén:

- es proporcionzl a la cantldad presente de organlismos
fermentadores

- es préporclﬁnal a la cantidad de sustrato

- se favorece por la temperatura optima

- requlere de un valor determinado de pH para cada caso

- estd influida por sustancias inorgénicas
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-~ estd Influida por productos de la misma reacclion
- existe un sistema regulador de ésta en el interior de los

organismos (Giral, 1940).
3.2.3. Sustratos azucarados (plloncillo, melaza y sacarosa).

Ex!{sten muchos sustratos susceptibles de ser fermentados
como lo son las céAscaras de frutas, el piloncilio y la
melaza, entre otros.

La melaza es un derivado importante de la lndustria de la
cafla de azicar (Clive y Thomas, 1987). Se puede definir como
el producto final obtenido en la preparaclén del aztcar por
cristalizacién repetlda, Es la miel residual de la cual no
se puede obtener sacarosa cristalina por medlos simples
(Paturav, 1982).

De acuerdo a el origen de la melaza existen diferenclas
en la composlcién de ésta, pero en promedio, la composiclén
es la sigulente: azicares reductores 50-65 %, nitrégeno
total 0.4-1.5%, a-Amino nitrégeno 0.05 %, fésforo 0.2 -
2.0 %, calclo 0.1 - 1.3 %, magneslo 0.3 - 1.0 %, potasio 2.6
- 3.0 %, zilnc 10 - 20 ug/g, cenizas 7 =~ 11 %, blotina
0.6 -~ 3.2 ug/g, pantotenato de calclo 20 - 120 pg/g,
inositol 6000 pg/g., tlamina 1.4 - 8.3 pg/g, piridoxina 6 -
7 pg/g, riboflavina 2,5 pg/g, nicotinamida 20 - 25 ug/g,
4dcido félico 0.04 pg/g (Burrows, 1970).

7 El plloncille también es un derivado del Juge de la

cafia de azlcar, pero su proceso de obtenclén es diferente.
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Por cada 100 g de plloncillo se obtienen 356 kcal, 0.4
de proteinas, 0.5 g de grasas, 90.6 g de carbohidrates, 51
mg de calcio, 4.2 mg de hlerro, 0.02 mg de tlamina, 0.11 mg
de riboflavina, 0.3 mg de niacina y 2 mg de &cido
ascoérbico (Hernandez, 1983).

La sacarosa es un solo azWcar y su composicién es la
slgutente: por cada 100 g de azdcar se tienen 384 Kcal, 0.00

protelinas 0.0 grasas, 99.1g de carbohidratos, 0.0 vitaminas
(Heranandez, 1983).

3.3. LOS TIBICOS.

3.3.1. Definicién.

A través de las diferentes culturas prohispanicas, los
mexicanos han recurrido al uso de diferentes alimentes y
bebjdas fermentados por bactertas y levaduras, entre los que
se puede menclonar el pulque, el pozeol, el tesglino, 1la
tuba, ¢l colonche y el tepache, este Gltimo ocasionalmente
elaborado.con tlbicos. Algunos de estos productos han sido
ampliamente estudlados como es el «caso del pulque
(Ulloa, et al. 1987).

-.Los. tiblcos son microblogleas © 'masas gelatinosas
compactas, de color blanquecino o amarillento, translicldas
u - opalescentes, atravesadas Iirregularmente por vetas muy
finas, de forma 1irregular y de tamafio variable, miden
desde unos pocos milimetros hasta uno o dos centimetros que

~se desarrollan en articulos 'y frutos de nopales
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(Opunttia spp.), en Jugos de frutas como la pifia y en
aguas endulzadas con plloncillo o azGcar morena { Ulloa y

Herrera, 1981).
3.3.2. Trabajos realizados.

El estudio de los tibicos en México comenzé a flnales
del slglo pasadoe con Lutz {Lutz, 1899), qulen realizé
un trabajo microblolégico de las microbiogleas que denominé
"tibl", .De 1los tibicos alslé una bacterla y una levadura
que respectlvamente denomindé Bacillus mexicanus y
Saccharomyces radaisii.

En 1932 Rulz Oronoz continué el estudlo respecto a la
parte micolégica. Como resultado de este estudlo
describié las caracteristicas morfolégicas y fislolédglcas
de las especle que nombré Pichia radalsi!i (Lutz) Ruiz
Oronoz.

También ~en 1932, Moreno y Diaz realizé un estudlo
quimico y microblelégico del vinagre producide por
tibicos. Alsld y describlid clnco bacterlas: Escherichia coll

" (Migula) Castellani y Chalmers, Proteus vulgarls Hauser,
Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn, Baclillus graveolans Meyer
et Gottheil, Acetobacter peroxidans VYisser't Hooft y una
levadura, Saccharomyces ellipsoldeus Heyen ex Hansen.

En 1952, Mascott y Terrés tembién estudid las levaduras
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de los tibicos. Alslé y destribi6’ dos  especies:
Saccharomyces oviformis Osterwalder y Plchia chodati

(Zender) Dekker var. trumpy! (zender et Bevan) Dekker.
Ademds reporté haber encontradoe varias formas de
Corynebacter lum. ’

En 1965 Hesseltine reporté la bacteria encapsulada
Betabacterium vermiforme (Ward} Mayer, y la levadura
Saccharomyces Intermedius Hansen, en los granos del tibico,

En' 1981 Ulloa y Herrera alslaron de las tibicos a
las ievaduras Pichia membranaefasclens Hansen y
Saccharomyces cerevisiae.

En 1984 Herrera et -al.  publlcaron un estudlo sobre
bacterias f}jadoras de nitrégeno aisladas de los tiblcos.
Dichas bacterias fueron identlficadas como Klebsiella
oxytoca (Flugge) Lautrop,

Estrada-Cuellar en 1985, realizé un estudlo de
las levaduras que forman parte de la asoclaclién microblana
de los - tiblcos, y alslé y describié dos especles:
Brettanomyces Intermedlus (Krumbholz et Tauschanoff) van der
Walt et van Kerken y Saccharomyces cerevisiae Meyen ex
Hansen.v

Todos estos han sldo estudios microblanos de los
tiblcos -aunque tamblén se han reallzade algunos estudios
para dilucidar la naturaleza quimica de la matriz en la
que estan embebidas las levaduras y bacterlas -que

constlituyen ' dicha asoclacién, Al respecto, en 1969
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Horisberger estudid Ia estructura de la matriz de los
tibicos y encontré que se trataba de dextranas,
polisachrides en los que se encuentran embebldas las
especles de bacterias identificadas como Lactocbacillus
brevis (Orla-Jensen) Bergey et al. y Streptococcus lactis
(Lister) Lohnis, asi como 1la levadura Saccharomyces
cerevisiae.

En 1980 Molnas et al. estudiaron la estructura de los
granos de tiblcos. Encontraron que estén constituidos de una
capa externa compacta y de una estructura \interna
esponjosa. La capa externa est4 densamente poblada por
lactobacilos, estreptococos y levaduras embebldos en la
dextrana descrita por Horlsberger y que es generada por
Lactobaclillus brevis.

Al igual qﬁe Horisberger, Plidoux et al. (1988)
encontraron que lactobacillus brevis es la bacteria que
produce los mismos polisacéridos que los que se encuentran
en los granos del kefir, los cuales son microblogleas
o asoclaciones de levaduras y ‘bacterias similares a
los granos de tibico, pero de origen diferente y que se-

utillzan para fermentar leche.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Efecto del pH inicial en cultivos de tibices.

Para encontrar cual es el efecto de la variaclén de! pH
iniclal en cultivos de tlblcos, se trabajé con tres lotes
experimentales y un lote control, cada uno de los cuales
tuvo cuatro repeticlones. Cada repeticidn es un cultivo
experimental montado de acuerdo a 1las condiclones éptimas
encontradas por Serrano {1985) en cuanto a tipo y cantidad
de sustrato, volumen de agua y cantidad inliclal de tiblcos
para ser cultivados a temperatura amblente. Estas
condiciones son (para 50 ml de agua) 27.5 g de piloncillo y
12.5 g de tiblcos hidratades puestos en frascos de vidrio de
100 ml y tapados con manta de clelo.

A los tres lotes experimentales se les controlé el pH-
inictal adiciondndoles en lugar de agua una soluelédn
amortiguadora.

Dentro de los limltes de pH { 0 - 14 ) se escogleron tres

‘valores: 3, 5.5 y 8, uno para cada uno de los lotes
experimentales, Se procedlé a preparar las soluciones que
émort&guaran en los limites mencionados, lo que se hizo de
acuerde a las férmulas propuestas por Dawson el al.,1969. La
soluclién que regula los valores de ph cercanos a 3 fue
preparada con 0.056 ml de #4cldo clorhidrico y 0.188 g de
gliclna, aforados a 200 mi con agua destllada; la que regula
valores de pH cercanos a S fue preparada con 1.238 g-de
acetato de sodio trihidratade y 0.05 ml de d&cido acético,

aforados a 200 ml con agua destllada; la que regula valores
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de pH cercanos a 8 fue preparada con 0.604 g de
tris-aminometano y 0.235 ml de 4cido clorhidrico, aforados a
200 ml con agua destllada. Para controlar el pH durante la
preparaclén de estas soluclones se usé un potenclémetro
Beckman 3500 digital.
En la preparacién de los medlos de cultivo se llevaron a cabo

los siguientes pasos:
~ge lavaron los frascos
-8¢ - pesaron en una balanza granataria Mettler P1210 las
cantidades de piloncillo comerclal y de tibicos necesarios
para cada frasco
-se midié en wuna probeta el volimen de agua o solucién
amorﬁlguadora para cada Qno de los frascos ( 50 ml en cada
uno)
~ge disolvié el plloncille en el aguwa o amortiguador y se
agregaron los tibicos
~ge marcaron los frascos reglstrando en la etiqueta el
namero de lote, el nimero de frasco y la fecha
-los cultlvos se mantuvieron a temperatura amblente

~=-a las 24, 48 y 72 horas de haber montado los cultlves se
tomaron las lecturas del pH
-a las 72 horas se tomaron muestras del liquide sobrenadante
de cada lote y se sometieron a an&lisis cromatografico para
conocer las - concentraciones de etanol y Aacido acético
producidas hasta ese tiempo

~el anallsls cromatografico se realizé en un cromatografo
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Perkin~Elmer Sigma 1-B, bajo las sigulentes condiciones:

.Detector de tonizacién de flama

.Flujo de nitrégeno de 25 ml por min

.Columna de vidrio Parapack @ de 5''/ 1,8

. Temperatura del inyector y del detector de 150°C

. Temperatura de la columna de 160°C

-también a las 72 horas se drené la blomasa por espacio de

un minuto y se pesé en balanza granataria.

4.2, Efecto de la alreacion en cultivom de tibless.

Se experimenté con cinco lotes, a cuatro de los cuales se

les suministraron vollmenes diferentes de alre durante el

dia (durante la noche se mantuvieron sin alreacién pues la

campresora funciona de las 8:00 a las 20 horas) y el quinte

lote se mantuvo sin alreacién.

Los volimenes de aire suministrados para cada lote fueron

los siguientes:

.Lote

.Lote #2
.Lote #3

.Lote #4

Lote

#

#5

=

17.84 cn” por min
72.10 on’ por min
107.90 ¢m® por min
157.06 cm® por min

sin alreacién® (control)

* Al decir "sin alreacion’ se entiende que no se le afiadié

mds aire, y que el oxigeno que tiene es el disuelto de

acuerdo a sus presiones parciales.

Los pasos que se siguleron fueron los slgulentes
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~todos ios medios de cultivo se montaron con 1as mismas
condiciones: 50 ml de agua, 27.5 g de plloncillo y 12.5 g de
tibleos
-los frascos se cerraron con tapones horadados y por el
orificlo se Introdujo una manguera de pldstico con una punta
de tubo de cristal con el fin de que el burbujeo fuese més
fino
~a cada frasco se le suministré el wvolimen de alre (ya
mencionado) por medio de la manguera de plastico conectada a
una llave de distribucién, a la que llega el alre
provenlente de la comprescra
~para medir los volumenes de aire se usé un flujémetro
construlde con una pipeta de 10 ml
-~cada lote tuvo cinco repetlclones
~a las 24, 4B y 72 horas de haber montado los cultivos se
tomd lecturr del pH de cada uno de log lotes
-a las 72 horas se tomd una muestra del! liquido sobrenadante
de cada lote y se sometld a un analislis cromatografica bajo
las condlclones ya menclonadas para conocer el contenldo de
etanol y dcldo acético.

~ -se drend la blomasa durante un minuto 'y se procedié a
pesaria. Los resultados de blomasa produclda se muestran en

el cuadro 6

4.3. Efecto del tipo de susirato en la concentracidn de

etanol y 4cido acético producldos en cultlvoe de
tibicos.

Para saber cuil es el efecto que tilene e} tipo de
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sustrato sobre la produccién de etanol y acido acético, se
traba}d con tres lotes de cultivos {cada uno ton un susirato
diferente perc tnoculados con la misma cantidad de tiblcos];
cada lote tuve cuatro repeticiones. El lote # 1| se montd con
las condiclones ya mencionadas en cuanto a cantidad de agua,
plloncillo y tiblcos, al lote # 2 se le suminisiréd como
sustrato melaza (27.5 gly al lote # 3 sacarosa (27.5 g).
~Se lavaron los frascos en los que se realizaron los
cultives

~se montaron los <cultivos baje las condiclones ya
mencionadas

~se -tomaron muestras del liquido sobrenadante de los tres
lotes a las 72 horas de haber sido montados, y se sometleron

a un anAlisis cromatografico.

4.4, Aislamiento y determinacidbn de las especies de
levaduras encontradas en loa tibices y en los sustratos
fermentados.

Las levaduras encontradas en el presente estudio se alslaron
de muestras de tibicos de origen iniclal desconocido, los
cuales fueron propagades en el Institute de Quimica de la
UNAM. ' ‘

Antes de iniclar este trabajo, ‘los tiblcos fueron
cultivadas en agua con piloncillo. La blomasa se lavé con
agua corriente y se dividié en dos partes lguales, con las
que ~se montaron dos cultivos; une teniendo como sustrato

piloncilio y el otro melaza. A ambos se les cambié tanto el
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agua como el sustrato cada 72 horas. Debido a condiciones
ajenas a este trabajo, se de)b de camblar el agua y el
sustrato por espaclo de cuatro semanas. En la superf{icle
del liquido en reposo del cultivo que tenia como sustrate
pilonclillo se formé una nata gruesa, y en la superflicie del
cultive que tuvo como sustrato melaza se formd una pelicula
pulverulenta.

De ambos cultlvos se tomaron muestras de la nata formada
en la superflcle, del liquido sobrenadante y de los tibicos,
mismas que fueron sometidas a un anflisis micolégice para
conocer si existian diferenclas en la composicién de 1la
micoblota cuando se utllizan sustratos diferentes.

Para alslar las levaduras de la nata que se formé en el
cultivo que tuvo como sustrato piloncillo, se sembréd ésta en
estrias miltiples sobre placas de agar. Se hicleron siembras
tanto de la parte externa como de la interna puesto que la
nata era gruesa, Esto se realizé cortando la nata con un
bistur{ estéril, de manera que la parte Interna quedara
expuesta. En total se sembraron 24 placas, 12 de la parte
externa y 12 de la parte interna de las cuales 6 tenian como
‘medio de cultive glucosa - extracto de levadura ~ peptona. -
agar (GELPA: glucosa 20 g, extracto de levadura § g
“peptona iO g agar 20 g, agua destilada 1000 ml) y 6 tenian
como medio de cultivo glﬁccsa-carbonato de calcio (GELCA:
glucosa 50g, extracto de levadura 5g, carbopato devcaiclo
$g, agar 20 g, agua destilada 100G m} ).De esta nata no se

hicieron diluclones puesto que era muy correosa y dificll de
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disolver o moler.

Para alslar las colonias de levaduras de la pelicula
pulverulenta formada en el cultive que tuve como sustrato
melaza se usé el meteds de agotamlento por estrias
miltiples, que consistié en sembrar uma asada de la
pelicula en tres placas de agar, de esta forma se sembraron
24 placas, 12 en GELPA y 12 en GELCA.

Para aislar las levaduras del liquido fermentado de ambos
cultivosr se hicleron diluciones en serie en agua peptonada
al 0.12 % hasta llegar a 1/10'°. De las diluciones 1/10°,
w10? y 1/10'® se sembraron 10 placas de agar, 5 en GELPA y
5 en GELCA cada una de las cuales se Ilnoculé con 0.5 ml de
la dllucién.

Las microblogleas de ambos cultivos se sembraron por el
método de estrifas multlples en placas de agar; de ca_da
cultivo se sembraron 10 cajas, 5 en GELPA y 5 en GELCA.

Las placas ya inoculadas se incubaron a 25°C durante 5
dias, Se aislaron las colonlas de levaduras, lLos cultivos
axénicos obtenldos durante el estudio se wmantuvieron en
tubos con GELPA inclinado e incubados a 25°C.

Todos los alslamientos se trabajaron en el.Laboratorlu de
Micologia y Fitopatologia del Instituto de Blologlia de la
- UNAM.

Las colonias de levaduras fueron aisladas, mantenidas e
identiflcadas a especie siguiende los métodes de
alslamiento, mantenimiento clasificaclon e ldentiflicaclén de

van der Walt y Yarrow (1984): las dlagnosis para Candida y
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Pichia de Meyer, Ahearn y Yarrow {1984}, y las claves

taxonémicas de Kreger van-Rij y Yarrow (1984).

4.5, Efecto de dos sustratos estériles y no estériles en

el cultivo de tibicos.

Para saber si el tipo de sustrato usado, asi como s} 1a
esterilidad de éste, afectaba de alguna menera el
crecimiento de los tiblcos se realizé el sigulente
experimento.

Se mentaron ocho cultivos de tiblcos de la sigulente

manera:
Cultivo Sustrato Procedencia original Agua
25 g del iné6culo 100 ml
A Plloncillo estéril Plloncillo Estéril
B Piloncillo estéril Melaza Estérlil
[ Melaza estéril Melaza Estéril
D Melaza estéril Piloncillo Estéril
E Pllonclllo no estéril Piloncille No esteéril
F Piloncillo no estéril Melaza No estéril
G Melaza no estéril Melaza . No estéril
~H  Helaza no estéril Piloncililo No esteril

Al decir procedencla original del inbdculo signiflca que

los tiblcos habian sido cultivados anteriormente en ese

31



_sustrato, y el obJeto de camblarlos de sustrato fue el de
ver sl los cultives desarrollaban las mismas caracteristicas
que se apreciaban con el anterlor sustrato o si era el nuevo
medlo el que las determinaria.

Al mismo tlempo, el objeto de este experimento fue el de
conocer si son los tlblcos o es la esterilidad del sustrate
la que determlna de alguna manera las diferencias en el
desarrollo de los cultives.

Todos los cultivos se montaron con las condiclones
6ptimas ya descritas en cuanto a cantidad de tiblcos,
sustrato y agua.

Los sustratos se esterilizaron en autoclave por espacio
.de 10 min a 15 1bs de presién.

Los cultives se mantuvieron por espaclo de un mes con
tapones de algedén y a temperatura amblente y se hicleron

observaciones de los cultivos cada ocho dias.
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5. Resultados y discuslén.

5.1. Efecto del pH iniclal.

Sin Importar cudl fuera el valor de pH inlclal, a las 24
horas todes los lotes tenian un pH de 3. Esto se debtd a la
produccién constante de 4cideo por los mlcroorganismos, lo
que ayuda a que no preoliferen otros organismos en los
cultlvos de tibicos, puesto que no todos los microorganismos
pueden crecer y desarrollarse en medios aclidos.

Para el caso de la concentraclén de etanol bajo los
diferentes valores iniclales de pH se vio que los efectos de
los tratamientos resultaron ser estadisticamente diferentes.
El lote 1 (pHi = 3) resulté ser superlor a los lotes
restantes; esta diferencla positlva pudo deberse al tipo de
solucién amortiguadora utillizada. De cualquler manera, para
obtener alcohol a partir de fermentaciones con tibicos, el
control del pH Inlcial no representa gran ayuda puesto que
llevandolo a térmlnos précticos la diferencla observada no
es muy grande (ver cuadro 1).

En cuanto al Acido acético producido se observé que, en
este copJunto de datos, existieron diferencias
estadisticamente significativas entre los efectos de los
distintos valores de pH inlcial sobre la concentraclén del
adcldo, siendo el lote 2 (pHf = 5.5) el que proporcions el

" mayor contenldo de Acldo acético. El lote control tuve un pH
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iniclal de 5, por lo que se esperaba que el contenido de
4cido acético fuera similar o muy cercano al lote 2, pero no
resulté de esta manera, quizid debldo al tlpo de solucién
amertiguadora utilizada que pudo tener un efecto directe
comoe precursor de este acldo (ver cuadro 2).
Estadisticamente se encontraron diferenclas
significativas entre los efectns producldos por los
distintos valores de pH Inlclal sobre la produccién de
biomasa a las 72 horas de haber sido montados los cultivos.
La diferencla que se aprecia se da entre los lotes 1 (pHi =
3) y el lote cuatro {control, pHi = S), slende este ultlmo
el que proporcioné una mayor cantldad de blomasa. Puesto que
la mayor produccién de biomasa se obtuvo en el lote al que
no se le modificé el pH lniclal (control), se puede decir
que no es necesarlo controlar este pardmetro cuando lo que
se busca es un mayor rendimiento de blomasa, al menos, para

las condiclones con las que se trabajé (ver cuadro 3).
5.2. Efecto de la alreacion.

Los valores promedio de blomasa, etanol y 4cldo acétlce
resultaron ser estadisticamente lguales entre los cuatro
tratamientos de aireacién, -y tampoco se.vlé diferencia al
compararlos con el lote control (ver cuadros.d, Sy 6) Por
lo tanto, se puede declr que la alreacién no es un factor

que deba ser controlado, y que de haber resultado lo
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contrario esto implicaria un aumenio en el costo de la
produccién de tiblcos. Cabe recordar (como ya se menciond en
la metodolog{a) que la alreacidn de los cultives no fue
constante y esto pudo haber alterado significatlivamente los

resultados.

5.3. Efecte del tipo de sustrato en la concentracidén de

etanol y dcido acético.

Estadisticamente, existleron diferencias en los efectos
producidos por los diferentes sustratos utilizados sobre el
contenldo de etanol y 4cido acéticc. El menor contenido de
ambos se obtuvo en los cultivos que tuyvieron como sustrato
la sacarosa, y el mayor en los cultivos que tuvleron como
sustrato la melaza (ver cuadros 7 y 8). Esto se debe a que
la melaza tlene una composicién mucho mds rlca que el
piloncillo, y estos dos a su vez son mds completos (como
sustrato) que la sacarosa porque cuentan con varios aztcares
ademds de vitaminas y la sacarosa es un solo aztcar, Yy
no todos los microorganismos pueden utilizarla, Por lo
tanto, para obtener una concentracién mayor de etanol o de
4cido acético, ya sea para hacer bebldas refregcantes o para
pf'oduclr vinagre casero con tiblcos, lo que se recomienda
usar como sustrato es la melaza, o bien, complementar el
piloncillo y la sacasora con vitaminas y otros factores de

crecimiento.
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5.4, Levaduras encontradas en los tiblcos y en los sustratos

fermentados estudiados,

Sigulendo las claves de Kreger - van Ri{J, una de las
cepas procedentes de tibicos cultivades en piloncillo fue
identificada como Candida famata (Harrison) Meyer et
Yarrow (ver cuadros 9 y 10), Todas las pruebas coincidlercn
con la clave, excepto la asimilacién del écldo lactlco, que
debia haber resultado positiva y en este caso se presentd
débil. Stguiendo la misma clave, la otra levadura alslada
fue identificada como Candida vallda (Leberle) (ver cuadros
9 y 10), que es el estado asexual de Plchia
membranaefasciens Hansen; - esta fue encontrada tanto en
liquido y tibicos de cultivos que tenfan como sustrato la
melaza, como en cultivos que tenian como sustrato el
plloncillo, siendo muy abuandante en la pelicula
pulverulenta que se formé en la superficle de los cultivoes
en melaza en reposo, pelicula que estuvo constitulda casi en
su totalidad por seudomicello de esta levadura.

En los tlbicos no se habian encontrado las especles de
levaduras aqui reglstradas, aunque Candida valida y su
estado sexual Pichia membranaefacliens ya habian sido
alsladas de varlios alimentos y bebldas fermentades, como el
pozorl. el tesgiilno, el pulque, la tuba y el colonche ( Ulloa
et al. 1987; Lappe, 1988 ), por lo que no resulta raro

haberla encontrado también en tibicos y en el liquido
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sobrenadante del cultlvo de éstos. Con respecto a Candida
famata, égta habla sido aislada del hongo del té y del pozol
de mamey de la zona lacandona ( Xozakl, et al. 1972;

Calderén y Herrera, 1989 ; Herrera y Calderén, 1989).

5.5, Efecto de dos sustratos estériles y no estériles en el

cultivo de tibicos,

Tomando en cuenta que el plloncille y la melaza son
obtenldos por medio de procesos diferentes, también lo es su
composicién quimleca. Esta diferencla es la que da la pauta
para provocar el crecimiento dispar de los cultivos cuande
se utilizan lo dos diferentes sustratos.

Siempre que el sustrato fue ptloncille, sin importar su
esterilidad, se form6 una nata blanca y brillosa en 1la
. superficie (ver cuadro 11}, pareclda a la madre del
vinagre, que por referenclas blbllograficas se sabe que
tiene ~una matriz de celulosa. que es sintetlzada por
Acetobacter xylinum (Hlbbert, 193i; Hestrin, 1954}, y no
hubo formacién de burbujas; esto sucedié en los. cutro
cultivos ‘que tuvieron como sustrato el plloncillo, sin
importar tampoce el sustratc orlginal en el que hablan sido
cultivados anteriormente. Esta nata formada en los cultivos
que tuvleron como sustrato el piloncillo, al igual que los
tiblcos, pﬁede ser ut.lnzada para alimentar animales de

traspatlo; de hecho, ya se han realizado experimentos en los
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que se Incluye esta nata en el allmento balanceado de los
animales, slendo ésta aceptada y adecuada cuando se utiliza
en clertas porporciones (Ullea et al., 1987). Esta misma
nata es consumlda en las Flllpinas por los humanes, que la
comen como dulce con helado © con ensaladas de frutas
(Hendoza, 1961; Rames 1977).

Cuando el sustrato fue melaza, tamblén sin importar la
ssterilidad del cultlvo ni el origen de los tiblcos, slempre
se formé una pelicula pulverulenta en la superficie, de
color crema o amarillento, la cual estd constituida
;rlnc!palmente por seudomicelio de Candida vallda, aungque se
encontraron tamblén algunas bacterias. En las altimas dos
semanas se observdé la formacién de burbujas siendo éstas mds
abundantes cuando se usarcn tibicos que originalmente habian
sido cultivados con plloncillo (ver cuadro 11).

En el fondo de los reciplentes que tontenlian los cultlves

no hubo ninguna diferencia apreclable.
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Cuadro 1. Producclién de etanol por
soluciones de piloncillo con diferente pH inlecial.

tiblcos

cultivados en

Nivel de pH (inlclal)
3.0 5.5 8.0 5.0(control)
Repeticlién

1 24.4320 18.2947 16.2239 17.2370

2 22. 4480 18. 5005 17,0217  21.5450
Etanol
mg/ml 3 23.9192 18. 1008 15.6433 17. 5420

4 23.2726 19. 0301 16. 1659 26. 6880

Cuadro 2.Produccién de &cido acétlco por

tiblcos cultivados en
solucliones de plloncillo con diferente pH iniclal.

Nivel de pH (inicial)
3.0 S.§5 8.0 5.0(control}
Repeticién

1 0.5310 0.6574 0,3802 0. 4040
Acido 2 0. 4050 0.7906 0.3903 0. 4941
acétlico
mg/ml 3 0.4920 0.6238 0.3472 0.5149

4 0. 4400 0.6923 0.3788 0. 4019
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Cuadro 3. Produccién de blomasa por tiblcos cultivados. en
soluclones de plloncllle con diferente pH lniclal.

Nivel de pH (Iniclal)
3.0 5.5 8.0 5.0(control)
Repeticién
1 16.12 17.08 17.10 19.48
Biomasa 2 17.17 16.45 16.84 18.37
g a’ 17.38 17.00 17.28 17.61
' 4 1577 16,83  17.14  17.48

Cuadro 4. Produccién de etanol por Liblcos cultivados en
soluclones de plloncillo bajo diferentes condiciones
de alreacién

Volumen ‘de aire en cm’/min
17.84 72. 50 108,00 157.60 Control
Repeticion
1 17.3933 13.9809 14.2452 11.3809 19.4394
Etanol 2 17.1225 14.0859 15.9155 18,4993 16.3685
mg/ml 3 12.3126 11.6859 8.8636 7.9723 12.1455
q 9.8708 14.9172 10.3684 8.3018 11.1842
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Cuadro 5.Producclién de acido acétice por tiblcos cultivados en
soluciones de piloncillo bajo diferentes condliciones de
alreacién.

Volimen de aire en cm /mln
17.84 72.50 108.00 157.60 Control
Repeticién

1 0.3301 0.3804  0.3629 0.3133  0.5004

Acido 2 0.4262 0.3727 00,4049 0.5225 0.4707
acético 3 0.3%91 0.3673 0.3764 0.3818 0.4745
mg/ml 4 0.4269 0.4220 0.4769 0.3073 0.5712
5 0.2240 0.3057 0.3769 0.2656 0.320S

Cuadro 6. Producclén de biomasa por tibicos cultivados en

soluciones de plloncillo balo diferentes condiciones

de alreaclén.

Volimen de aire en cm /min
17.84 T72.50 108.00 157.60 Control
Repeticlén

1 16.03 17.41 16.10 15.97 15.61

Blomasa 2 15.96 15.42 16.61 16.23 15.01
4 3 14,25 16. 00 13.90 14.74 14,23

4 15.18 14.39 15.30 14.82 15.83

5 16.46 17.00 16.21 16.23 14.63
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Cuadro 7. Producclén de etanol por tibices cultivados en
diferentes sustratos. -

Sustrato
Piloncillo Melaza Sacarosa
Repeticlén
1 15.2370 27.6733 3.9347
Etanol 2 11.6643 37.3830 2.7039
) mg/ml 3 15.3141 34.2676 3.4974
4 15,1416 36.6341 3.3300

Cuadro 8. Producclién de acldo acético por tiblces cultivados en
diferentes sustratos.

Sustrato
Pllencille Melaza Sacarosa
Repeticlén
Acldo 1 0.3953 0.7967 0.3450
acético 2 0.3623 0.8616 0.2705
mg/ml 3 0.8049 0.7782 0.3413
’ 4 0.8852 0.8300 0.3305
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Cuadro 9. Caracteristicas morfolégicas de las especles de
levaduras estudladas

Candida vallda

Candida famata

A. Macromorfologia o caracteristicas de los cultives

1, Crecimiento en medio liquldo (GELP}

Sedimento abundante, pelfi-
cula blanca, opaca, seca y
coh anlllo ascendente

Poco sedimento, pelicula
poco abundante

2. Crecimiento en medlo sélldo (GELPA)

Colonia de aproximadamente
2.5 cm de di&metro a los 30
dias. Color crema, opaca,
seca y rugosa. Surcos ra-
diales poco evidentes, bor-
de continuo (figura 4)

B. Micromorfologia

Colonia de aproximadamente
2 cm de didmetro a los 30
dias. Blanca cremosa, poco
brillante, centrc umbonado
y borde ligeramente lobado
Surcos radiales poco mar -
cados (figura 8)

1. Caracteristicag de lag células vegetativas
a) Morfologia en medio s6lido (AML, GELPA, HMA)

Células ovoldes a elongadas
de' 5.5 a2 9.6 um x 3.5 a 5.8
um (figura 5)

Células redondas, de 2 a
4.5 um (flgura 1t)

b) Formacién de seudomicello en placa de Dalmau (HMA)

Seudomicelio blen desarrolla
do tanto en anaerobiosis co-

mo en aeroblosls (figura 7)

Seudomicello ausente

(figura 10)

2. Caracteristicas de la reproduccién asexual

Gemacién multipolar
(figura 6)

Gemacién multipolar

(figura 9)

3. Caracteristicas de la reproducclén sexual (AML, FW, GELPA,

GKA)

Augente

Ausente

GELPA
FW

AML

agar para morfologla de levaduras
glucosa-extracto do levadura-peptona-agar

HMA  harina da malz-agar

Fowall~agar GKA

Corodkowa-agar



Cuadro

10. Caracteristicas fislolégicas y bloguimicas de las
especles de levaduras estudladas

1. Utilizacién de compuestos

de
a)

b)

carbono
Fermentacién
Asimilacién

Galactosa
Sacarosa
Maltosa
Celoblosa
Trealosa
Lactosa
Rafinosa
Alm. sol,
D-Xilosa
L-Arablnosa
D-Ribosa
L-Ramnosa
Eritritol
Ribltol
D-Manitol
Ac. Succinico
Ac, Citrico
Inositol
L-Sorbosa
Meliblosa

 Melecitosa

Inulina
D-Arabinosa
Glucosamina
Gluecltol
o-Metil-D-glucésido
Saliclna
D-Gluconato

Ac. Léctico

Etanol

Candida valida

Candida

1L+ 4 1.+ 1 + 4+ 4+ 4+ 4+

I+ 4+ 4+ 41

P+

+ 4+

famata

débil
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Cuadro 10. (continuacién)

Candlda valida Candida famata
é. Utilizacién de compuestos de
nitrégeno
a) Asimilacién de KNO3 - -

3. Requerimiento de vitaminas

a) Crecimiento sin vitaminas + -
4. Crecimionto en medios do

alta presion cemética

a) Glucosa al S0 X% - -

b) Glucosa al 60 % - . . -

c) Glucosa -~ NaCl - . -
S. Crecimiento a 37° C + +
6,

Reaccién al DBR . - L -
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Cuadro 11.Caracteristlcas presentes en cultlvos de tibicos

con sustratos estériles y no estériles.

Sustrato
original Sustrato Caracteristicas de la superficle
::E:nclon de ro‘-Taelon dT- ar ;j;on de
egru :ntnpu " *
Pilonclllo Piloncillo| A los 16 Ausente Ausente
estéril dias
Melaza " " A los 16 Ausente Ausente
dias
Melaza Melaza Ausente A los 8 A los 24
estéril dias dias
f
Pilonclllo o Augente A los B A los 31
dias dias
Piloncillo Plloncilloj A los 16 Ausente Ausente
no estérily dias
Melaza " N A los 16 Augente Ausente
dias
Melaza Melaza no | Ausente A los 16 Escasa
estéril dias
Pilonctllo T w % | usente A los 16 A dos 24
dias

S0 -



6. CONCLUSIONES

La concentraclén de etanol se ve poco afectada
positivamente con el wuso de una de las scluclones
amortiguadoras; lo mismo pasa para la concentracién de acido
acétice. El control del pH inlc¢lal no es impertante cuando
lo que se busca es una mayor produccién de blomasa.Se
necesita experimentar mids en este campo para poder afirmar
que tipo de soluclones favorecen o son precursoras de
alcoholes o de Acldos en cultlves de tlbicos.

La alreacién no es un factor importante de controlar
pueste que los valores promedlo de blomasa, concentracién de
etanol y de Acido acético fueron iguales.

Se recomienda la melaza como el mejor sustrato para
obtener concentraciones més elevadas de etanol y &cldo
acético; en segundo lugar se recomienda el piloncillo. La
gacarosa, por la necesidad de complementarla, se puede
desechar como opcién para produclr vinagre casero con
tiblcos,

En lo referente a la micobiota de los tibicos y del
liquido fermentado de los cultivos se encontraron dos
especles de ‘levaduras que no habfan side registradas para
tibicos, éstas son Candida valida (Leberle) y Candida famata
(Harrison) Meyer. 7

El us§ de la melaza 'y el piloncillo como sustratos en
cultivos de tibicos hacen que éstos se desarrcllien de manera

diferente, La melaza favorece el desarrollo de la pelicula
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pulverulenta color crema en la superflcie del cultivo asi
como la formaclén de burbujas, el piloncillo favorece la

formacién de una nata blanca en la superficle.
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ANALISIS ESTADISTICO
De acuerdo a los objetivos de este estudio y dado que se
cuenta con un solo factor de interés, se decidié reallzar el
anilisls utilizande wun modelo que reclbe el nombre de
modelo balanceado con un criterio de clasiflcacién o un
modelo de disefio completamente al azar balanceado. El modelo
es el sigulente:
Yi) =p + 11 + 1§ 1=1,2,...a, 1=12,...n
donde
Y1) representa el valor registrado de la respuesta
variable bajo estudio en la j-ésima repeticion del

j~6simo tratamliento.

B representa la media global de la varlable
respuesta.

Tl representa el efecto debido al i-ésimo tratamiento

€1} representa un término de error ajeatorlo.

Sobre este término de error se hacen las suposiciones
uguales de normalidad, media cero, varianza constante e
independencla de los errores.

Este modelo permite probar la hip6tesis de lgualdad de
tratamientos, que, cSmo se menclona anteriormente, es lar
hipbtesis de Interés en este estudio. El andlisis de
vgrlanza correspondiente se presenta en el cuadro ! del
apéndice.

‘ Pér'otra parte, cuando en el analisls de un modelo de

este tipo de concluye que los efectos de los tratamientos no
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son lguales sobre la wvarlable respuesta, es necesarlo
determinar los tratamlentos estadisticamente dlstintos, A
las técnicas que se aplican para detectar este tipo de
diferencias se les conoce como de comparaclones miltiples.
En este trabajo se ut{lizé la prueba conocida bajo el nombre
de contrastes de Scheffé.

Ademds para cada conjunto de dates se lIncluyen las
graficas de los intervalos de conflanza asoclades a las
medias de cada tratamlento.

Una dlscusién de los procedimientos lnvolucrados tanto en
la prueba de lgualdad de tratamientos y en la prueba de
Scheffé como en los intervalos de conflanza puede
encontrarse en Cochran y Cox (1957), Hicks (1973} 'y

Montgomery (1976).
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Para facilitar el manejo de la informacién, se asoclaron
indices a los diferentes niveles de los tratamlentos para

cada conjunto de datos. La notacidn fue la sligulente:

Para los experimentos en que se controlé el pH infcial

pH iniclal Indlce
3.0 1
5.5 2
8.0 3
(control) 5.0 4

Para los experimentos en que se controlé el volimen de

alre
Vol. de alre cm’/min Indice
17.84 1
72. 50 2
108. 00 3
156.60 4
Control S

Para les éxperlmentos en. que se controld el tipo de .

sustrato
Sustrato Indice
Piloncillo 1
Melaza ’ 27
Sacarosa 3
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A continuacén se describe el anallsis estadistico

efectuado a cada uno de los conjuntos de datos.

Etanol producide en cultivos de tibicos con diferentes
niveles inficiales de pH.

Para este caso, los efectos de los tratamlentos resultan
ser estadisticamente dliferentes con un valor de 1la
estadistica de prueba de 24.64 (p<0.D00S), como puede
apreclarse en el cuadro 2 del apéndice. Dado que existen
diferencias entre los tratamientos, se apllicaron contrastes
de Scheffé y se obtuvo que el efecto del tratamiento 1
resulta estadisticamente diferente y superior a los efectos
de los tratamientos restantes. Por otra parte, los efectos
de los tratamientos 3 y 4 resultan estadisticamente
diferentes entre s{ (utilizando un nlvel de significancia de
0.05), proporcionande mayor cantidad de etanol el
tratamiento 4 que el 3. El efecto del tratamlento 2 no se

puede distinguir de los efectos de los tratamientos 3 y 4,

Acido acético productido en cultivos de tibicos con
-diferentes niveles iniclaler de pl,
En este conjunto de datos existen . diferencias
significativas entre los efectos de los distintos valores de
pH inlcial sobre el contenido de &cido acético teniéndose un

valor de la estadistica de prueba de 24.66 (p<0,0005} como
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puede observarse en el cuadro 3 del apéndice. Aplicando
contrastes de Scheffé se tiene que los efectos de los
tratamlentos 3, 4 y 1 son lguales entre si y diferentes al
tratamlento 2, el cual proporcicna el contenido de 4aclido

acétlco mayor.

Blomasa producida en cultivos de tibicos con diferentes
niveles iniclales de pH.

Para este conjunto de datos, puede observarse del cuadro
4 del apéndice que la estadistlca de prueba tomé un valor de
5.29 con p =0.015. S! la prueba se reallza con un nivel de
significancia de 0.05 se declaran diferencias significativas
entre los efectos producidos por los distintes nlveles de pH
inlcial. Utllizando contrastes de Scheffé se tiene que los
efectos de los tratamlentos 1 y 4 son estadisticamente
diferentes, tenléndose que el nivel 4 proporciona una mayor
cantidad de biomasa que el nivel 1. Por otra parte, los
efectos de los tratamlentos 2 y 4 son estadisticamente
iguales y no es posible distinguirlos de los efectos

producidos por los tratamientos 1 y 4,

Etanol producido en cultivos de tibicos bajo diferentes
condiciones de aireacién.

Los resultados de la prueba de lgualdad de efectos de

tratamientos para este conjunto de datos se resumen en el

cuadro 5 del apéndlce.  De este cuadro se observa que el

valor de la estadistica de prueba asoclada es 1.26 con
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p=0.32, lo cual permite afirmar que los efectos de las
diferentes condiclones de alreacién en la cantidad de etanol

producida pueden considerarse estadisticamente iguales.

Acido acético producideo en cultivos de tibicos bajo
diferentes condiciones de alreacion.

En este caso, y de acuerdo al cuadro 6 del apéndlce, se
tiene que la estadistica de prueba es 1.75 con p=0.179, lo
cual brinda fuerte evidencia que indica igualdad de efectos
entre las condicliones de alreaclédn experimentadas.

Biomagsa producida en cultivos de tibicos bajo diferentes
condiciones de alreacién.

Para este conjJunto de datos ' los resultades de la
hipétesis de lgua;dnd de tratamlentos se resumen en el
cuadro 7 del apéndice. De este cuadro se obgerva que el
valor de la estadistlca de prueba resultd 0.69 y el nivel de
significancia descriptive (p) asoclado a este contraste es
p=0.61, lo cual se traduce en fuerte evidencia a favor de
que los efectos de las diferentes condlclones de alreaclén

en la cantlidad de biomasa producida son iguales.

Preduccién  de etanocl en cultivos de - tibicos en tres
diferentes sustratos.
Del cuadro 8 del apéndice se tlene que el valor de la

estadistica de prueba es 125.93 (p<0.0005) lo cual brinda
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fuerte evidenclia que indica que existen diferenclas en los
efectos producldos por los diferentes sustratos utilizados
sobre el contenido de etanol. Utllizando contrastes de
Scheffé se encuentra que los 3 tratamientos son diferentes
entre s, proporclonando el menor contenido de etanol el

tratamiento 3 y el mayor el tratamlento 2.

Produceién de Adcido acélico en cultivos de tibicos en tres
diferentes sustratos.

Para este conjunto de datos y de acuerdo al cuadro 9 del
apéndice se tiene que la estadistica de prueba toma un valor
de 9.72 con p<0,0005, lo cual indica extrema evidencia para
afirmar que los efectos de los distintos sustratos sobre el
contenldo de dcido acético son estad{sticamente diferentes.
Utilizando contrastes de Scheffé se tlene que no es posible
dlscriminar el efecto del tratamiento 1, pero en el caso de
los tratamientos 2 y 3 que resultan estadisticamente
diferentes el 3 proporciona menor contenido de &clido

acético.

Por Gltimo, una descripcién grafica de los niveles
promedio obtenidos en cada tratamiento y de sus limites de
conflanza puede encontrarse en las griaficas 1 - 8 del

apéndice.
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CONCLUSIONES DEL ANALISIS ESTADISTICO

lLas conclusiones se presentan para cada conjunto de
datos.
Contenido de etancl en diferentes niveles iniciales de plH.

En este caso,el contenldo promedlo de etanol resultd
estadisticamente diferente en los distintos niveles de pH
conslderados. El nlvel de pH iniclal de 3.0 proporclont en
promedio el mayor contenldo de etanol, slendo
estadisticamente diferente al resto de los tratamlentos. Por
otra parte los nlveles inlclales de 8.0 y 5.0 proporcionaron
diferencias significativas en el contenido de etanol siendo
superior el resultade promedio con nivel inicial de 5.0, El
efecto del tratamiento con nivel Inlclal de 5.5 no fue
posible diferenclarlo de los efectos de los tratamientos con

niveles 8.0 y 5.0,

Contenido de &acido acético en diferentes niveles iniciales
de pH.

V Para este conjunto de datos se obtuvo que existen
diferenclas en el contenldo promedio de 4cldo acético
préducldo en los diferentes nlveles ensayados. El nlvel
inicial de pH de 5.5 produjo Vuna respuesta estadistlcanerntei
superior al resto de los tratamientes. Los niveles 3.0 5.0 y
8.0 produjeron resultados estadistlcamente lguales en el

contenido promedio de 4cido acético.
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Biomasa en diferentes niveles iniclales de pH.

En este conjunto de datos se obtuvo que si existen
diferencias significativas en la cantidad promedlo de
biomasa, siendo el control el que proporcioné la mayor
cantidad promedio de biomasa y resultando estadisticamente
diferente a la cantidad promedio de blomasa que se obtuvo
con un pH Iniclal de 3., Los efectos de los niveles inlclales
de ph de 5.5 y 8.0 son estadisticamente iguales y no es
posible, en presencla de la wvariabilidad de datos,
distinguirlos de los efectos producidos por el pH 1lniclal de

3.0 y. el control.

Contenido de otanol en diferentes condiciones de aireacién.
En este caso el contenido promedic de etanol es el mismo
en los cuatro volumenes de aire (cm:'/mln) que se ensayaron,

asf como eh el control.

Contenide de Acido acético en- diferentes condiciones de
aireacién.

Los resultados en este caso indican que el contentdo
promedio de &acido acético es el mismo en los cuatro
voltimenes de aire {(cm/min) que se expérimentaron. asi como

en el control.

Biomasa en diferentes condiciones de aireacidn.

Para este conjunto de datos se tiene que los volGmenes de
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aire (ch/min) proporclonaron en promedio la misma cantidad

de blomasa, asi como el control.

Contenido de ctanol en diferentes sustratos.

En este caso, el plloncillo, la melaza y la sacarosa
producen contenidos promedlo de etanol estadisticamente
diferentes. El menor contenide promedio de etanol es
producide en la sacarosa, siguléndole el producido en
plloncillo y slendo el mayor el asociado a la melaza.
Contenido de &cido acético en diferentes sustratos.

Para este conjunto de datos el contenido promedio de
dcldo acétlico es estadisticamente diferente en los sustratos
de melaza y sacarosa produclendo mayores cantidades el
sustrato de melaza, La variabilldad en este caso no permitié
distinguir el efecto del pilloncillo del resto de - los

sustratos.
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Cuadro 1. AnAdlisls de varjanza para el modelo:

. -+ T, l:l‘| 1= 1,2,...a, 4 =12 ...n
Fuente de | Suma de Grados de | Cuadrados F
variaclén | cuadrades libertad medlos
R P
Hipttesis |§1(Y|' Y) a-1 SCH {n-a) SCH
a-1 (a-1) SCE
[y n -2
Error 5 ]EI(YII Y) n-~a ﬁgf
a n 2
Total Z(Y-Y) n-1 SCT
1= =1 1) ey
SCH: Suma de cuadrados debida a 1a hlpotesis

SCE: Suma de cuadrados deblda al error

SCT:

Suma de cuadrados total
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Cuadro 2. Anallsls de varianza de la produccién de etanol por

tibicos en cultivos con diferente plt Inlcial

Fuente de Suma de Grados de Cuadrados F P
variacién cuadrados 1lbertad medios

Hipétesis 110. 629 3 36.876 24.642 | <0.0005
Error 17.958 12 1.496

Total 128. 587 1S

Contrastes de Scheffé

T, T, T T, F P

-1 o ° 1 23.44 | <0.0005

0 -1 [} 1 11,30 | <0.001

-1 [ 1 0 3.98 | 0.25¢P¢0.05
0 -1 1 0 0.26 | >0.075

-1 1 [} 0 2.19 | »0.10
0 o -1 1 8,10 | <0.005

Cuadro 3. An#lisis de varianza de la produccién de 4cido acético por
tibicos en cultivos con diferente pH iniclal.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrados F P
variacitn cuadrados jlibertad medios

Hipbtesis 0. 222 3 0.074 24.655 | <0.000S
Error 0.038 12 0.003

Total 0.258 15

Contrastes de Schef{é¢

T T

7, . A F P

-1 0 0 1 21.88 €0.0005
o -1 0 1 12,39 <0, 001

-1 [} 1 ] 1.92 0.10<P<D.25
[} o -1 1 12.17 <0. 001
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Cuadro 4. Andllsis de varianza de la biomasa de tibicos produclda en
cultivos con diferente pH inlcial.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrados F P
variacion cuadrados libertad medios
Hipbtesis 6.243 3 2.081 5.294 | 0.014
Error 4,718 12 0.393
Total 10. 961 15
Contrastes de Scheffé
T T, T, T, F . l P
~1 (] 0 1 4.47 0.028
o -1 0 1 3.29 0.05
-1 ] 1 [} 0.39 0.75

Cuadro 5. Andlisis de varianza de la produccién- de etanol por

tibicos en cultivos bajo  diferentes condiciones de
alreaclén,
Fuente de Suma de Grados de Cuadrados F P
variacién cuadrados [libertad medios
Hipbtesis 64.437 4 16.109 1.225 0. 320
Error 256.708 20 12,835
Total 321,145 24

66 -



Cuadro 6. Andlisis de varianza de la produccién de acldo acético

por tiblcos en cultivos ba jo diferentes
condlclones de aireacién.
Fuente de Suma de Grados de Cuadrados F P
variacién cuadrados libertad medios
Hipétesis 0.042 4 0.010 1,747 | 0.179
Errer 0.119 20 0. 006
Total 0.161 24

Cuadro 7. Andllsis de varianza de la produccién de blomasa por

tibicos en cultivos bajo diferentes condiciones de
alreacion.
Fuente de Suma de Grados de Cuadrados F P
variacién cuadrados |libertad mediog
Hipétesis 2,429 4 0. 607 0.689 | 0.608
Error 17.627 20 0.881
Total 20.056 24
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Cuadro 8.

Andlisis de wvarianza de

la producclén de etanol

por tibicos cultivados en diferentes sustratos.

Fuente de Suma de Grados de | Cuadrados F P
variacién cuadrados 1ibertad medlos
Hipbtesis 1925.736 2 962, 868 125,925 {<0.0005
Error 68.817 9 7.646
Total 1994. 553 11

Contrastes de Scheffé

L P £ P

-1 0 1 122,64 <0.0005

o -1 1 50,50 <0, 0008

-1 1 [} 15.78 <0, 005

Cuadro 9. Andllsie de vartanza de la produccién de 4dcldo acétice
por tibicos cultlvados en diferentes sustratos.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrados F P
varlaclén cuadrados | llbertad medios
Hipotesis 0. 494 2 Q.247 9.724 | <0.00%
Error 0,229 9 0.025
Total 0.723 11

Contrastes de Scheffé

T T T, 1 F P

1 - 0 3.: 0.10

] 1 -1 1,65 Q.25

-1 [ 1 9.60 <0, 01
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