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Resumen

s ‘de’ fermentacién:
ncontrado’ en las

‘. de’ inéculo,

ozoly yakult se requieren
‘loﬁés deseadas de acidez y

noculadas conrllco y masa fermentada, se reduce este

‘tieﬁpo y la gluco 2 adxcionada a fermentac!ones naturales no mejora el tiempo
de‘ fermentacién.: Y para las fermentacxones a las cuales se les adicionaron
inb;uléé dé'cépas puras ta)es como L. celloblosus y L. plantarum, se obtienen

los menores tiempoé'deyfermentaCXOn.

‘lybs Qatos cinéticos obtenidos se ajustaron al modelo de Gompertz (Draper,
1981),'ohtenlendose valores de Pmédx similares a los experimentales para cada
uno de los sistemas de fermentacién estudiados y las desviaclones cuadraticas

: promedio para todos los casos son de 2.5%.

: El patrén-de consumo de azucares reductores, presenta para las fermentaciones

inoculadas con licor y masa fermentada, asi{ como para la fermentacién

natural, un aumento en la concentracién de hasta 3 mg/g yuca f{resca. Los
sistemas inoculados presentan actividad amilolitica a las 8 horas de
fermentaci6én a pH de 5.3 aproximadamente y para la fermentacién natural se
tiene esta actividad desde el inicio del proceso, siendo la mayor de los tres

sistemas.” No se encontr6é actividad amilolitica para L. cellobiosus ni



actividad  pectinolitica y sacarolitica alguna en  estos, sistemas de

~fermentacién. .

nzimatico/minuto.

Vméx de 0.206 mg de reductores liberados/ml de e‘tra‘tof

Se'identificaron 185 azlcares’ 1iberados de la‘ hidrélisis ‘del -almidén por

vcromatografxa en capa fina, encontrando glucosa, maltosa y dextrinas ademas
de - fructosa " y sacarosa, - y por .lo tantb es 'probable que - la enzima
“principalmente involucrada sea una a—amilésaﬁv R
Para ldentificar el origen de la ‘actividad-amilolitica, se adicionaron
antibiéticos para inhibir la actividad bacteriana, enbslstemas inoculados con
5% en’'pesoc de licor y en fermentaciones haturales, »
Sé“encantro que ‘la actividad amilolitica es slmilaﬁveqjtodos_los sistemas de
ferme;tacién, por lo que probablemente la actividad prévieneHde la yuca que

i llber‘a ~la.s enzimas al. dafiarse -los tejidos durante la pr‘eparacxon de la raiz

para som ‘rla a:fermentacion.

Durante a fermentaclon de la yuca reinoculada de manera sucesiva _con llcor y

masa fermentada al 5% en’peso, se“encontré una tendenc1a 11gera al aumento en’

1ve1 de acidificacion conforme aumenta el nume ic

i identif:caron los —mxcroorganlsmcs,,involucrados,t‘pgr m

microbio)égicas clasicas: de alslamlentc, purificaclén‘y a
Acepas' en géneros, = encontrando-’ Leuconostac,r Streptococcu
solamente. Para la fermentacion natural se hicieron “cuent

encontrando - que para el segundo R di‘
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i ‘Introduccién

e ia yuca,
0 85 de acldcz, que’ se

Posteriqrmente. la nasa
fermentada. -se tuesta para obtener una harina:i‘que se: . Consume "de’ manera
Occidental

En torno al gari se han realizado varios “studios tendientes a analizar los

cotidiana con; los alimentcs en varias reglcnes de Afric

aspectos mas fundamentales de la produccibn tr 1cional para la obtencién de

este alimento: En particular, los cambios bioquimicos producidos durante la

fermentacién tales como la acxdifxca ién stablecimlento de una poblacién
m1crobiana ac:dificante.. y \ 3 i i‘ el grado de detoxificacién
ecan)zandolo para proveer a la
aliménto’higlénlcg, en cantidad

riesgo de toxicidad.

ele ser-escasa

Se ha rep Srtad e‘Lac, 1 del gari intervienen

princ1pa1mente‘ mivroorgr bacterias lacticas, pero no se

tiene -informecién de qhe prevalecen en el proceso
fermentativo. 3

También, se reporta gque durante: la fermentaciﬁn del gari existe un aumento en
la concentracién de azucares reductores relacionade con los cambios de pH,
sin embargo, se desconoce el origen de estos.

Se tiene un desconocimiento real de las caracteristicas del producto y éstas
s6lo las conocemos por la literatura como son: olor y sabor 4cido, una
estructura final granular y cremosa con un contenido de humedad menor al
inicial debido a la liberacién de licor durante la fermentacién.

De la informacién anterior se desprende que aunque el gari{ es un alimento de

consumo cotidiano y se elabora actualmente en forma mecanizada, falta un




conocimiento’ bisico del proceso de acidifﬂcacibn y del papel que los

microorganisios™ desempefian --en -este...pa .mejorar las condiciones de

fermentacion. -~ E

El estudio Vy'entendimiento di as:fermentaciones tradicionales, ayuda a

mejorar el proceso de- fermen\j,acié leva:al desarrollo de nuevos productos

basados en fermenfac}qne{“ l:r' diéio l‘eé', dando .como resultado productos con

mejor calidad microbioylbgkca toxlcoylégrica y organoleéptica.
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GENERALIDADES

EL GART WIGERTAND e

Procesos Tradicio ales de; Préﬁaraciéh de:-Yuca ‘en.Africa.

Occldental ‘se consumen +d forma cotidiana alimentos que

resultan’de- i‘ermentaciones lacucas y acétlcas por‘ bacteria.s y 'levaduras,

f‘ermentac nes - alcohéucas por hongos NaE levaduras o . de comblnaclones de

ambas. La- gran mayorla de estos almentos aun so

preparados por . procesos

basados enter‘amente en técnicas tradlcionales y con utensilios fabricados con

materiales tales como madera, fibras: vegetales, ba ro y huesos de animales.

Estos producr.os incluyen- bebidas al ohélicas, prqdqctos, lé.cteos. cereales,

‘condimentos raices 'y tubérculos

: La yuca (Manihot, spp.),  éntre‘es oS

un alimento basico en esta

'reglén ya. que representa’ una fuen 0 nte de c,:ar'bb'_tyahiydra\:os, aunque con
“'bajo contenido protéicoi: : : _7 : ‘
’Esta raiz tiene una éor;.téz ,un'c'e;ntrxy"q generalmente blanco
ntiene aproxiinédamehte SZ‘/. de ‘agua, 1% de
esen' ales v 1/. de- materia mxneral es.

tamina_C Se: le ‘describe como “dulce" o

variedad de la raiz, asiic

raiz misma, ya que la cunqeﬁtr cid > g}ﬂcésidos es menor en el centro y
aumenta hacia el exter‘iror‘u es ﬁayor‘ en la céascara que en las
partes internas. e i
Algunas de las técnicas de pr‘ocesamiento dela’ yuca, como es la fermentacién
4cida y la posterior pr‘oduc0§én de; harinas, son autéctonas de las zonas
selvaticas de América del Sur y de Brasil, de donde se introdujeron a Africa
por el intercambio de esclavos en elws’iglo XVI. En Brasil se fabrica harina
de yuca remojando los tubérculos enteros en agua de 3 a 8 dias y algunas
veces durante mas tiempo. El remojado puede llevarse a cabo en agua corriente

en la orilla de los rios o en recipientes, a los cuales en ocasiones se les



B a.ﬁade un pedaz de 1 yuca ‘previamente fermcntada para promover el proceso de
acidii‘lcaclén Las rajces: 'se .ablandan Y p

n ser prensadas con la mano ¥ se

,‘después ‘de ‘secar, ‘una harina de color amarillent v de textur-a
llB.m da farjnha dagua c farhlna puba. con sabor écidc

se adopta.rcn los procesos tradlcionales de. América del Sur,
der‘ivandose un# amplia divarsidad de técnicas de procesamiento de la yuca,

obten

;dose as{ [una, gran cantidad - de prcductos que constituyen una parte
‘basica’ de la d)eta en este’continente. . Actualmente "Se consumen de manera
cotidla.na una gr‘an variedad de productos que pr'nvienen de la fermentacién
ﬁcida de la  yuca,:’ tanto en forma Tde pastas. paplllas o harinas. El

" procesamiento; de 1a yuca en torma de pasta es un método carcateristico de

iz por la Iiberacién del amdo cianhidrico.” Estos son

en donde se presenta la i’ermentaclén lactica o la

sin remuJo previo ademés del secado, hervido y

ar-ac 6 ‘de alim°ntos amiléceos.

1582), se resumen estos

“técnicas tradicionales

.3 2.7 Con. ‘procesamlpnto posterlor-
2' 1 Diferentes tipos de molienda, desmenuzado, etc.
: Secado con alre caliente (subdlvidldo como 1.3.)
2 Técnlcas espcciales pdr‘a detoxl(‘icaclén .

! 2 1 Detoxl!‘lcacién por solucion:

2.1,1. Rerro\jado de . 1as rajces completas o de pedazos grandes



2.1.1.1. Remojado en agua estatica

2.1.1.2.. Remojado en agua corriente

envolviéndola.

enen’ productos

A partir de e
do se:-consu _eh‘ con sopas, en
3 a pasta; el baton du manioc que
mide de 30 a 60 cmy. ', 3 cé‘ﬁ’\o “chlckwange. En: Mozambique se
preparan vlas' chjcéngllés mezclaﬁdo ‘l'av‘pa'sAt‘.a de yuca con otros ingredientes
como cebollas, gindungo y sa.l’am.es de énvolverlas en hojas y cocerlas.

En Costa de Marflil, el producto fermentado mas popular es el attieke, que se
prepara pelando las raices, remojandolas en agua y moliéndolas para obtener
una pasta que se deja fermentar-dos dias en sacos de yute y exprimiendo el
Jugo de la yuca, la pasta fermentada se desmenuza y se cuece con vapor. El
producto final tiene un sabor fuerte acido y se consume con leche o carne y
vegetales., También en Africa Occidental se obtienen harinas secando estas

pastas al sol, dando productos como el lafun de Nigeria y el fuba de Angola.



El Gari® Nigeriano.

objeto de este estudio, un
rxnéntada. -para: obté‘
‘Leiﬁna. - .Guinea,

°n forma .de” harina ‘como’ eba, un alimento
que se prepara en agua. hirvi

e pr-onovex* el mnchamiento del almidén y
después se amasa hasta obtener ‘una - masa pléstica., de “la’ cual. se hacen
pequefias bolas que se coc!nan con” caldo de vegetales, aceite:de palma y carne
de res o pescado. También se consume adiclonandole agua -y sal ‘o azicar,
haciendo que los granulos se h&nchen 1nd1vidualmente, o mezclandola con leche

y azucar para bebida o slmplementc la hax‘ina mezcl ado - con” coco. ‘También se:

_mezcla con aceite de palma y con .¢arne de- Ies .

d°v Y Se consume en forma
de pasta (Lancaster, 1882 ’ al., 1983) " .

Ogunsu:

mas Importante. va que impar‘te as caracterlsticas propias de sabor Y oler.

Se inicia pelando la’ yuca. para ‘eliminar la piel extertor de color café y la
capa ma&s externa cercana a la- pkel. Las rzuces peladas y lavadas se reducen a
particu!as muy pequefias por medio de rallado .en utensilios tradicionales de
piedra o de madera. Esta masa se introduce en una bolsa de algodén o de yute
en donde se lleva a cabo la férmen;acibn de manera natural, que dura de 3 a 4
dias y excepcionalmente hasta 10.' Durante ésta, es necesario exprimir la masa
entre tablas o pledras o atando la bolsa a un poste de tal forma de promaver
la liberacién del licor. formado que en ocasiones se utiliza para la
recuperacién del almidén (Lancaster,‘ 1982; Ogunsua et al., 1883 y Etejere,
19858).

La expresién de la masa para liberar el licor, promueve el “lavado" o pérdida
de algunos minerales, como el 69% del fésforo, BS5% de magnesio, 76% de

potasio, 50% de sodio y se reduce la cantidad absoluta de aminoacidos.



Asi, la yuca alcanza despues del escu rimiento una cahdad “quimica-de 3% y.el
valor biolbgico final obtenldo PC '
“{Ezeala, 1984). Igualment
presente originalmente en. la -y

el c nsumo de \este producto -es de 2%

estruye enfrsu_nayur parte la vitamina C’
4y se plerde también hasta el 70% de
Ogunsua et al., '1883)}.

La fermentacién se llevaa éa 0 a temperatura amblente, que puede variar

los carbohidratos solubles d ‘ponible

entre 25« y 30- C, por poblaciones hete»rogénea de bacterias lacticas y en

ocasiones por hongas.:

yuca~en ‘fermentacién debe alcanzar un pH
de. acidez total titulable
1" después de la fermentacién

4.0
expresada como &cido lactico'y
de alrededor del -50%, po

las etapas finales de

final aproximadamente  de: :

lic o px‘oducido. Normalmente, en

se. agita. ya que esto
" promueve la apamcién de G aw{arece la produccién del
aroma carcatemsiico. de :
(Ogunsua et al., 1983)

El prcceso f’ermentati

én':'de"' ésteres y aldehidos

imulténeo de detoxificacién por

medio de:la enzim anera ynat'ural en la yuca y que

actua cuando el yva es Laknzima hidroliza los glucotsidos
cianogéniccs Mnamar‘ma y lotoaustralina dando como. resultado HCN que es
VLancaster, 1982 y Ogunsua et al., 1983).

Posteriornente, esta pulpa sem!seca se pasa’por-mallas fabricadas con bambui

: soluble en agua ‘y vclatil

para’ ‘eliminar las fxbras mas . gr\;esas, quedando” solamente granos finos de la
‘masa: fermentada.. Estos se tuestan en recipientes de hierro a alta temperatura
con ‘o :sin la adicioén de' ac'ei,t'éi de “palma hasta que toman una estructura

quebradiza y ligera. Dur‘an&é"eéﬂe i)im')clésok‘,‘ llamado garificacién, la masa se

seca hasta alrededor de un 20%: de' humedad ‘y se tiene una semidextrinizacién

del almidén, dando a 1la hzu‘ina as obtemda un poder de hinchamiento 300

veces mayor que el del almidé ;ri‘g?na‘ y se pasa por una malla para eliminar

los granos mis gruesos 'y se'alrﬁ'a’.cen'é‘ (\%er diagrama 1).

Microbiologia de la Fermentaci6n.

La fermentacién tradicional efectuada por las comunidades que consumen
gari se lleva a cabo de manera muy rudimentaria, como se describié
anteriormente y sin la inoculacién directa del sustratoc. Se plensa que los
microorganismos que llevan a cabo la fermentacién provienen de la céscara de
la yuca, de la manipulacién de las rafces y de los utensilios utilizados en

la elaboracién de este producto, como los sacos de algodén o yute, los palos
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" olor.a ga.ri yien’ c

: resxonéxf”l; ‘masa, 1as fallas - parasseparar-las.fibras_
gruesas; . etc ; o ) i o
: En f,la" lirteéa‘bt : encuentran muy pocos reportes ; respecto ~a . los

Cgari. ~Algunos

el px‘oceso de
fermentacion scn'Corynebactgrlum y Geotrichum candlclum' Y ,son r‘esponsables
1a " r 9 “gari (Collard y

: Leﬁ, '1959)

Streptococcus spp. Okafo

(1977)‘7‘ reporta una variedad de microorganismos

aisladcs de. la fermentacién como Lactobacillus. Alcallgenes, Corynebacterium

‘y Leuconostoc,. de entre loé cuales per‘manecen hasta: el final de la
‘fermentaclbn en gran nimero los Leuconostac v levaduras y aparentemente los
Lactobacxuus no: desarrollan-un papel prcponderante dura.nte ésta, ya que no
estan 'presentes :en.cant:dades sxgmhcatlvas by sugiere que son los

microorganismos ‘que- permanecen‘en may,or‘r numero durante la fermentacién los

; responsdbles del .sabor .y ‘olor: cabaéteristico.

Componentes del Olor nyabor del'GaEi.

Se atribuye la prodi s n este ,,pr‘z;d\;ig:to “a’las bacterias =

lacticas presentes ciurax{te ;prlm' a _gtépa de:'la " fermentacién .y * la

presencia de aldeh&dos Y ést

eside arr 1lados: 'dur;a;nte' una etapa posterior en

donde el microorganismo cti otr chvm candidum {Collard y Levi, 1859).

Okafor .y Uzuegbu (1987}, ‘rea Vz ron estudios’ sobre los microorganismos
pr‘edbm&nantes én la ‘fer‘me»ntacwn devla' Vyuca y analizaron el efecto de estos
' ‘sobre 'iés caracteristicas organoléptiéas del’ producto, como aroma, sabor,
‘color‘ y textura; encontrando que Corynebacterium manihot y Lactobacillus
plantarum dieron el gari mas aceptable, asi como una mezcla de éstos con
Geotrichum candidum, Leuconostoc mesenteroides y Streptococcus faecium.
" Encontaron que el metll lactato estaba presente en estos garls, mientras que
el n-metil-butirato tenia efectos adversos sobre estas caracteristicas.

En otros estudios, Dougan, et al. (1983) identificaron por cromatografia los
compuestos responsables del oler y sabor en yuca fresca y en yuca fermentada
y tostada, o gari. Comparativamente, se tiene un aumento importante en la
produccién de volatiles debldos 2 la fermentacién y el analisis abarca desde

compuestos azufrados, HCN y 4cldos orgénicos hasta compuestos volatiles. Pero

11



no “‘se ~aclara...durante qué etapa de 1la farmentacxén aparecen‘niw quvé“
microorganismos son responsab]cs de sU produccibn' o
la actividad de bacterias lacticas y de!
sustrato. . Se menciona .también, que )as
relacionados son mis numerosocs ~para ga.ri
Maillard que se-lleva a cabo du:janteﬁ,el"fﬁr
producto el olor caracteristico final. -

Ohochuku y Ballantine = (1983), . identifican ~una
responsables’ de olores desagradables desarrollados 'id‘\.ll"r‘(
la yuca sumergida en’agua, que aparentemente }se’:'utiflizav algunas
producir gar;L Se- encuentra el acido pr‘opanéi'ct;;ﬁ' ;
los principales r‘esponsables del olor desagradable y =
butyr!cus‘ 1ibera’ estos compuestos  a partir' 'de a
carbohidra’tus‘;" aunque no se confirma si este mcrcor‘gamsm
durante 1a fermentacmn perc se sabe que son debidc'
poblacién heterngenea sobre el sustrato. i
Cereda Y Almeida (1985}, identificaron los acldos organicos
la fermentacxén actda+ comercial ’ del a}mxdém de yuca,

'propiénico, but,xrico. acétxco férmicc, succmico Y Iactic

formacién de estos compuestos a mngun mxcroorganismo en

cabo la fermentacisn,

reductores  disponibles - pr

t les comc . la« glucosai ¥
produciendo acidez. : T :
Sin embargo, durante -la i‘erm a’ yuca se ha reportado un’
redt
mg/g
24 horas de fermentacién y;qu
5.0 {Ogunsua et al., 1983)':;

Esta reportado en la lliter: Lura

aumento en los azucares:

’de 1a concentracién. desde un’

contenido inicial de 3 a-h ta’s

.2 mg/g durant.e las primeras

on. la disminuckén del pH ‘del” medio" a*';

xist"éncia de enzimas amiloliticas;
celuloliticas y pectinohtic pectinesterasas y poligalacturonasas,
propias de la yuca, que se- Ilberan al’ dafiarse los tejidos de la raiz y acttan

sobre ésta causando ablandamientc. pérdlda de la estructura por degradacién y

12



: finalmente descompbslcién. ‘Las’ ‘en: i ) fad  inicial

“ pronunciada’que disminuye en, unrla' (o]

‘—(Padjama. Balagopal y Fott
: de

esta reportada la presencia

enzim

gnilalanina-amonlo-liasa y
rl‘ani; Data y Tanaka, 1982).

,qapacldad amilolitica que estan

de''la ‘yuca tales como Bacillus

‘ E’ubt\;lis, Bacill
‘1987i§ y otras
"eh
' c:ll b10sus (erbxr y Chakrabarty, 1984'y 1986), Lactobacillus
: ) 1981 y Nakamura,

son 11beradas en las ultimas

acillus cereus. (Olukayode y Olusola,

7 énéilado -de - forrajes o estan

desechos vegetales, tales como

involucrada

el cfecimiento de ‘las: bacter1as (Sribir y Chakrabarty. 1884) y se ha

ncontrado: queAestas fracciones enzimaLicas tlenen alta actividad amilolitica

estandbm'relacionada al descenso ‘gradual del pH durante la fermentacién

‘01ukayode y Olusola, 1987) aunque estos estud&os no abarcan el efecto de la

fel proceso fermentativo.

ifactlvidad amilolltica de-estos mxcrocrganlsnos sobr
'En la fermentaclbn acida de la yuca ‘no se reportan cambios estructurales

1mportantes como  los  que causarian - las . enzimas pectinoliticas o

,;elulolitxcas. por lo que 1as amilasas son -las enzimas que més interés han

‘Hdespertado, ya que se piensa que los azilicares reductores, cuya concentracién

: ve}mm’e;nta,consider‘ablemente durante la f‘efmentacién provienen del almidén.

,Sinbémbargo. no ‘se ha ‘estudiado este fenémeno y no se puede decir si la

: poslble actividad enzimdtica proviene de los microorganismos o del sustrato
“que 11bera las enzimas debido 2l dafio producido en el tejido por el ralllado,
';s1endo el proceso acxdlf:cante favorecedor . de la activida enzimatica.
Finalmente, cabe. mencionar que actualmente se ha logrado la mecanizacién del
proceso princlpalmente en Nigeria y Sierra Leona y se han instalado pequefias
-—--.plantas. en. poblados' pequefios yreplv}llas para la produccién de garl. Esta
mecanizacién incluye la utilizéﬁ;;hhﬂaérr“semilla" para acelerar la
acidificacién de la masa y  disminuir’' el tiempo de fermentacién. Esta
"semilla” puede ser la masa fermentada o el licor liberado durante una
fermentacién de tres dias adicionados en una proporcién de 1 kg de semilla
por 45 kg de yuca fresca; ambos conteniendo un numero relativamente alto de
microorganismos que producen acido. En estas plantas se lleva a cabo la
garificacién de la masa fermentada, en equipes que promueven una gran

transferencia de calor y baja transferencia de masa, obteniéndose la

13



gelatinizacién y el hinchamiento del almidén.

Posteriormente, el gari gelatinizado y semiseco, se muele en molinos de
martillos y se somete a secado en donde, al contrario de la garificacién se
tiene una gran transferencia de masa’y baja-transferencia de calor. De esta
forma se obtiene una harina con un contenido de humedad final de 8 a 10%, que
la hace no suceptible a la prolif’eréclbn’ de hongos contaminantes tales como

Aspergillus flavus proveyendo a la poblaci(m consumidora de un producto mas

higiénico y con mayor vida de a.naque '7 Fina]mente, el producto se empaca en

bolsas de pléstico y se vende (Lancaster‘, 1982 y Ogunsua et al., 1983).

14
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_OBJETIVOS

Es de interés en este trabajo, reproducir la fermentacién acida de la
yuca para producir un producto tipo gari, con 1las caracteristicas
fisicoquimicas propias de éste como pH 4.0 y 0.85% de acidez, siguiendo una
metodologia similar a la tradicional con el fin de estudiar el proceso de
acidificacién, el patrén fermentativo en fermentaciones sucesivas, la
capacidad amilolitica del sistema y la ecologia de la microflora involucrada.
Se propone, como primera alternativa, llevar a cabo fermentaciones naturales
sin la adicién de indculo, en las que se desarrollen los microorganismos
presentes de manera natural en la yuca, o que fueron adquiridos a través de
la manipulacién de las raices, que corresponderédn a una flora heterogenea y
que tendrad la capacidad de acldificar el sustrato, modificando el sabor y ‘el
.olor original. !sz déseable que los microorganismos involucrados en la
~i‘ermentacxon tengan las siguientes caracteristicas: rapida utxlizacxén del

,;sustrato, tolerancia a-bajo- pH y capacidad amilolitica relevante.

"'Debido a la natur‘aleza tradicional de la fermentacién, en. este trabajo no ‘se

ue ‘optimxzar el tlempo de-fermentacion.-:sin - embargo,:: se :considera
¢ ,te,ino‘_ys_e_afmuy': largo -y que’ la. poblacién.de.‘microorganismos
] te. encuanto a variedad,’ para obtener: un'prdducto conlas mismas

eri 't1cas y con'la menor variabilidad posxble. especialmente en lo que

c n,v : las “‘cuales estan en

< tales como el pH y

de indculo necesario

’_para hacer‘ reproduclble la fer‘mentacxb

»'Para .pr‘omover la ac!d!ficacmn. ‘de “ta : "‘a pbblaclén que se
establezca este formada principalmente>de‘ bactenas acidificantes, se
utilizaran varios inéculos tradicionales tales ‘coms” la masa fermentada y el
licor liberado provenientes de una fermentacién natural de tres dias de la
misma yuca, asf como pozol blanco, u}\é;'bébidﬁ tradicional del Estado de
Chiapas y yakult, un producto lactico comercial cuyo microorganismo activo es
Lactobacilles casel. También se utjilizaradn cepas puras de bacterias lacticas
de coleccién como Lactobacillus cellobiosus (NRRL-B~184) reportado como
amilolitico por Sribir y Chakrabarty (1984) 'y Lactobacillus plantarum (APG
Eurozym) utilizada por su alta capacidad “acidlfica.nte en ensilados vegetales

y aditivos como glucosa.




" Es necesario determinar 1la secuencia de 1los microorganismos presentes
~-responsables-de--la-fermentacién-natural ;- relacionando-estos-fenémenos-con:el-. -
cgﬁb!o de” pH. - Se considera necesario detérminaﬁ -qué iipyot de. poblacién

“ microbiana. se ‘establece en fermentaciones su&:esivaé; “alslandolos: e

identlflcandolos .con-técnicas microbiolégicas clasicas, determinando . cuales

; son los responsables de la acidificacién .y cuéles

'actlvldad amilolltica del sistema, cuando este sea el casc.
. ‘se" actividad amilclitic

Liene interés en la

ur_u,

particular

“.5 O, desde un'contenido inicial de 3.1 ng de azucares/g de yuca i‘r'e ca h Vta"
FiBy 2 ng/g, que probablemente provienen  del almidén (Steinkraus, . 1983)

. »Considerando que esta actividad pueda provenir 'de. las enzimas proplas del'
“‘sustrato como sefiala Padjama, et al., (1882) y Uritani et al. ,2(1882): y/o de’
lbé micro‘organismos involucrados en la fermentaclbn (01ukayode
'1987; Lindgren y Refai, 1984; Nakamura, 1981 y Naka.mur-a Y Crowell

blﬁsolé.

liberacién y el consecuente. aumento en la’ concent.racibn de, _‘

promoveria el establecimiento de una poblacién microbiana que pr

un ‘seguimiento del aumento de" 1os “azcares reductores y de” la actividad de'

las’ enzimas presentes durante el “periodo . de. i‘er‘mentacxon, correlaclonando_,r'

estos' f‘enémenos con el ca.mbio de pH Y. f‘inalment_e, anali“ tlpo de

azycares reductores liberados. como una forma. preliminar de ldentificacién dev

las posibles enzlmas 1nvolucradas
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CAPITULO I.

PROCESO DE ACIDIFICACION :DE:LA-YUCA*

I.1: Introduccién:

Débidp a que la fermentacién vna'turfalies variable.en cuanto a pH vy

cidez, es necesz»u'lo", definir un’ ‘nii.kvé“l"' de “iné6culo - para hacer

concentracién de 4cido obtenlda.

1.2. Inéculos Utilizados.

Para promover la acidificacién de la yuca fresca y comparar con la

fermentacién natural, se ~utilizaro diyi‘exf'ente's ‘inéculos, . entre ellos,

in6eculos provenientes de producto: tados tradicionales tales como:
- masa fermentada de yuca, ? ;
~ licor de fermentacién, .
- pozol blanco pr‘ovenienrte d»el tado-de Chiapas Y .

- yakult, un producto lactXE::a :ié‘pmer‘ci:‘.xl cuyo  microorganismo. activo .es

Lactobacillus casel,
cepas lacticas de coleccién como:

- Lactobacillus cellobiosus (NRRL-B-184) y
- Lactobacillus plantarum (APG Eurozym)

17



20% También‘ se br

en. peso.
yuca fresca no inoculada en
efecto sobre el proceso natura

Los inéculos ..de cepa.‘s‘ lacticas: pur

“"deseado. -La metodologla de obtenc
I 8

esta déscritq en’el ‘Anexo

describe en el VAne;o TLLA

3. vSisﬁenﬁdeiFerrﬁeritracién

Para todos los experimentos realizados, se utilizé yuc'a' ffééca
'proveniente de lns Estados de Tabasco, Morelos y Veracruz, sobre la que no se
‘tenia control respecto a la variedad debido a la escasez de la yuca en la
‘Eiudad ya que es un cultivo de temporada, abundante en los meses de octubre a
,éebrerc. Se utilizaron camotes jévenes de cascara rosa-café de centro blanco
: .y sin fibras, lavades, pelados y molidos hasta una consistencia de masa.

Esta masa, fresca o inoculada, se introducia en columnas de vidrio de 20 cm
de longitud por 1.5 cm de di&metro tapadas en la parte superior. En la parte
inferior se colocé un tubo de ensaye para colectar el licor gque escurre
durante la fermentacién {ver diagrama 2). Este sistema establece condiciones
de fermentacién apropiadas para bacterias lacticas, como semi-anaerobiosis y

provee la posibilidad de escurrimiento del licor y su coleccién.

18,



guca - en
‘fermentacidn

,xzapeyi f,‘ri'ltx‘o

©alupddniion

Diagrama 2. Sistema de fermentacién.



] L_a'}'néi;d’é{dgia . en detalle en el

e muestras.

inéculo utllizé&o ""‘sino -ae 1a

se pensé que era deb)do a cierta

”§e comprobé que . ‘ésta actividad

_'ncia el*"lavado" de nutrientes tales como

como repcrta Ezeala (1984), asi como de

1.5. ?ermﬁtaéiches Naturales. j Ey

El proceso de acidxfxcaclbn durant “la fermentacién natural de la yuca

N mostré variabilidad en lo que ‘se: rei‘ier‘e ‘a1l pH ‘inicial’del sustrato que fue

“.de 8. 2'a 6.5 y eycepclonalmente de‘7 '0 ’en el contemdo inicial de azucares
reductores que se encontré alrededori de 2.5 mg/g de yuca fresca y de azucares
totales que varié desde 9.0 a 21 mg/g de ‘yuca fresca asi como en los tiempos
de fermentacion requeridos para alcanzar la ‘condicién de gari que varié de 64
a 72 horas y en consecuencia el ,pH y nivel de acidificacién final alcanzado,
debido a la variaéibn'de“;loé 'Adii\‘er’entes lotes de yuca utilizados en este
trabajo. R

El proceso de acxdu‘xcacibn ‘natural es mas  lento que cuando se adicionan

inéculos directamente -y en ocasiones incluslve. no se presenta debido
probablemente a la variacién de la’'microflora presente y en el caso de

camotes muy viejos y:édry gf‘anr'v,cbn't.e'nido de - fibras, por la ausencia de

L 20



carbohidrahos dlsponibles L
'Cabe aclarar

sobre' ésta.

ya que cuando estos

se muestra una clnétlca puntual tipica para la

fresca., donde puede verse que la fermentacién se
0:075% ATT, rebasa ‘la fase lag en 16 horas y en 72
dic 6{1‘7de gari, .a pesar de que los azlcares solubles

'dné@an;émente. agotandose al finalizar el tiempo de

D.CD

fiad
- 81~

6.CU
2
4.(0 L
o
548
2.7

Fig. 1. Cinéticad a dlflc i

0:de. ‘azucares

Para la ‘seleccid lose utilizé solamente. masa

" fermentada eri-niveles<d 10y 20% en peso y en la

figura 2.A. puede notarse qu \a\mque’ las cinéticas para 168 diferentes

niveles-de inoculacién se inician @’ pH ugeramente diferentes, slendo el mds
bajo de 5.2 para 20%, el procesc de ‘acidificaclén para todos los niveles se
lleva a cabo de manera similar, presentéandose una tendencla de acidificacién
.pr‘acticamente indistinguible -entre niveles después de 24 horas de
fermentacién, periodo en el‘ que el pH decae completamente sin que se A

presenten camblos importantes en los dias posteriores.
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En el an#lisis de varianza para estas corridas_ experimentales, con un nivel

Vde confianza de 0. 95 no se encuentra diferencia sxgmf‘icativa entre niveles

d{feréhdla:eﬁtfgvs yLZO%{

Sew pre'éer;i;; -graficada’ls aclc

,S\Im emba;rgé. en la figurai2

g Anexo 1.D) para todos los niveles:d n‘oculﬁcié'n uﬁlliiéd‘

proceso de produccxbn de éc1do duran e las prlmeras 24 hora

todos y solamente se tlenen dl!‘erencias en’ el écido producido a.
tiempo de fermentacién. Pa.ra estos datos el ané.lisis “de” varianza indlca que
no hay diferencia signif!cativa entre niveles

Al comparar estas cinéticas ‘cony un f‘er‘mentacibn natural: se observa que la

inoculacién directa de 1la yuca £ scé promueve y ‘acelera el proceso de

acidificacién, dismlnuyendo

ara alcanzar- las condiciones
requeridas de pH y acidez. i
A partir de ‘estas corridas: ex‘pker'j'i entales, al comparar el efecto de las
niveles de inoculacién sobre.el proceéo fermentativo y tomando en cuenta los
datos de acidificacién reportados por Ogunsua, et al. (1883), asi como los
resultados del analisis estadistico se seleccioné 5% como el nivel de
inoculacién apropiado para reproducir el proceso fermentativo similar al del

gari.
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Cabe méncionar-que -con:-la inoculacién también se encontré menor variabilidad
en las ‘caracteristicas rinales de acidez y pH del producto y en el aromar
desarrollado. que era agradable, ligeramente acido y llgeramente afrutado. No

‘se; noté un‘ cambio notable en el.color y la textura de la masa fermentada, més

que una dismlnucxbn'en el contenido de humedad debido al escurrimiento del

3 obteniéndose un contenido final de - 504

erentes niveles da como resultado condicicnes
{ferentes para cada nivel, ademas de promover el
k¢onsideré importante definir el efecto del pH

c}én.

entldo se llevaron a cabo corridas experimentales con los mismos

ﬁ;niveles de inbculo 5, 7, 8, 10 y 20% y con el mismo inb6bculo, masa fermentada,
conslderando,dos'condxcxones iniciales de fermentacidén: una condicién inicial
neutra a pH 7.0, que se obtenia adicionando NaOH 2N a la masa de yuca y una

condicién iﬁic{al' 4cida, ‘al pH naturalmente alcanzade por la adicién de
§ inéculo que varia para los diferentes niveles desde 6.2 para 5% hasta 5.3

para 20%.

'Para,,obéeryarx; proceso ‘de" acidificacién entre
| sy las fxguras que se presentan a
continuacién, esta expresada como 1a acidez producida {figuras 3.A., B., C.,

D. y E )

En estas puede apreciarse que las ciﬁéticas de cambio de pH y produccion de
acido, siguen el mismo patrén fermentativo para todos los niveles, por lo que
se considera que un pH inicial diferente al alcanzado con el nivel de inéculo
deseado no tiene gran influencia en el proceso de acidificacién, y que es la

adicion del inéculo el principal factor que promueve la fermentacion.

24 .



dez Total Tituloble

&£ 0.8}
e 0iia?

Z feidez Titwlchle Producico

1 2T T g

Tiewpo (dics)
Fig.2.A., B. y C. Cinéticas de pH, % ATT y % Acidez Producida para la

fermentacién de la yuca a 30+ C inoculando con masa fermentada en niveles de
§ (0}, 7 (8), 9 (@), 10 (®) y 20% (+) en peso.
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...Masa Fcrmentada y Licor de Fermentacion.

1.7. Inéculos Tradicionales. Cinéticas de Acidifxcacié

vo slmilar ﬂl del garl se cr yé.

on ' pozol a un
idificacién se

‘/ en peso. Observandovlas cu
hace ev!den(e que
decir., 0 12% de
ambas alcanzan

la adiclén .de

veles' de acidez, es
mpq{de fermentacion
ATT.;El efecto de
la'inoculacion’ con 5%

en peso de masa:

: ficacidn:.de’ yuca a3 inoculada con 5% en peso de
- ‘yakult={a); ciyo microorganismo activo’es Lactobaclllus casei y pozol (<)
jprcveniente del Edo. de’'Chiapas. .

iAl co@&gﬁgéfrreir efééto del nivel de inbculo ‘seleccionado y para obtener
“informacién mas ‘preclsa de las cinéticas inoculadas con los inéculos
. norﬁalmente utilizados en la produccién del gari en Nigeria, como son la masa
de --yuca previamente fermentada y el 1licor liberado de la fermentacién
(Ogunsua et al., 1983} se llevaron a cabo cinéticas puntuales de

acldificacién utilizando los niveles de inoculacién de 5, 10 y 20% en peso.
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La inoculacién de la yuca fresca con masa fermentada pre" ,n‘ e dﬂé» manera

natural;y’ presentn. una -fase-lag-de.-4. horas,

104’y de: 2 horas pa.ra 20%.° La condlc : 8y 32 .

horas. respe' Hvamenl:e (I‘lguras

7 'feidez Total Tituloble |

utilizando' ‘masa-
'20% (@) . "en’ peso,

F!g ‘5. A 5.B. Cinéticaide acidif
fermentada’ como’ inbculo en’ nivel ]
'comparando ‘con-un’ fermentacibn

“Utilizando" licor como i'r;bcﬁlo’ par “'se tiene quetlas’fases -

"léxg para 5,:.10 y 20/ de mocu acién du 4"y' 2 horas r‘esp‘réc'uvamente. La

e condiclén de gar! se’ alcanza ‘a“las’ 24 horas: dg\‘fer‘mentdcién pas;

“a’las 20

Tlenpo (hams) v ’ Tiempo -(horoa)
Fig.6.A.,6.B. Cinética de acidu‘icacién de yuca a 30« C utilizando licor de
i‘ermentacibn como lnécglo en niveles de 5 .(0), 10 (&) y 20%2 (D) en peso,
comparando con una fermentacién natural. (¥). .
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Comparando el proceso.fermentativo para a.mbos lnécuws, se nota que e1 tlempo

de fermentacién  para ' alcanzal de gar'l

considerablemente - para- el ll‘vcor' an s6lo. de 24 I]dras. que
coincide con lo sef’ia.ladof 1983). ‘Esto probablemente es
1én se-tiene el '"lavado" de

de» estos presentes en el licor

lecci()n. Cinéticas de Acidificacién con
Y. con Lactobacillus plantarum {(APG

1.8. Inéculos’ de
Lactobacillus
Eurozym). %

resenta ‘la fase lag de 3 horas para
5%,
rapida

'r‘egistr‘éndose una acidificacién
de",gste inéculo, la condicién de

“ 'éﬁrii G

ivamente (figuras 7.A CY.TIBO)

e 24'-‘

lelw(mrzz) [REE Tiempo Chor ) i .

_FXg 7.A.,7.B. Cinética de acidiﬁcac ; C’ utilizando L.

celloblosus (NRRL-B-184) como” in¢culo-en:niveles:de 5 (0}, 10 (&) y20%° ()
en peso comparando con una [ermentacién natural - ().

En el caso de L. plantarum, las fases lag fueron de 3, 3 y 2 horas para 5,-10
y 20% de inéculo, respectivamente. La condicién de gari se alcanzé en 8 horas
para 20%, 10 horas para 10% y 18 horas para 5%. Sc observa en las figuras
8.A. y 8.B. un proceso de aclidificacién particular, ya que después de
concluida la fase de aclidificaci6én rapida, el proceso decae ligeramente y .
vuelve a aumentar. Esto se explica en la sigulente seccién por el patrén de

consumo de azicares.
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Bl

Acidez To(cIrTI\QIubleh
- )
L3

o
)

Tienpo (Iom_,) e Tléﬂn’,(l’ar)v y
Fig 8.A.,8. B. Cinética  de ac]dificaclén para: yu a’ .30. .C " .utilizando

Lactobacillus plantarum (APG Euro"ym) com :lnéculo en.niveles de - 5 (0), -10
(&) y 20% (O) en peso. ccmparando con ‘una fermentacibn ‘natural. (%).

1.9. Consumo de los Azucares Totales .y Reductores Durante la Fermentacién :7
para los Diferentes Inéculos Utxlizado 3

El patrén de consumo..de’ 105

ac1d1flcacién de la yuca cs siem Jof

en la figura 9:A%, aunque "no llegan

como inéculo licor de fermentacién

ircculotlicor do formentc
R : e

3

s

&

Azucares Tolales (mg/g wuco frescal
=

0 2 24 28 %2 M

Tlenpo (horas)

Fig.Q,A<;9.B.'Cihétha'de consumo de azUcares totales para fermentacién: de
yuca a: 30. C inoculada con licor de fermentaci6én y masa fermentada.
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Sin embargo, para - los azicares reductores se tiene un aumento en la

cncentracmn entre

para- 5, -10.y 20% en peso de masa

‘fermentada v a las 16 hor1s para Ta fermentaCié “natural ~como -puede verse en

inoculadas con licor a los
] indicando
rmentacién, que se trata en

rosila: Hicar da' fermntasion

n::sus’ respectivos
ucares totales es similar

‘aumento “en azucares

ificacion adicionando Glucosa.

syuca’ fresca adicionando glucosa en niveles
: :'aprécia ﬁna diferencla significativa entre
"nlveles (fig 10. A..r 10.B.y 10.C): El pH desciende de manera similar para los
tres: casos; teniéndose el maximo entre las 8 y las 12 horas y posterlormente'
ia curva se estabiliza hasta alcanzar un valor minimo de 4.2.

"En ‘el caso de la acidez, se nota una fase lag de 8 horas y rebasando este
periodo se tiene un ascenso continuo en el contenido de 4cido, alcanzando en

48 horas un nlivel de acidez que varia entre 0.65 y 0.8%.
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RAncores Reaclores {ng/g yco frocco)

=48

Ucares - totales para
5:(0),.710°(A). y 207

- Rucoree Reductores (mg/g puca frasco)

Fig.9.G. )
Lactobacillus
2 ¢ :

xnoculaclbon de ’5 (03,




% fcidez, Tolul Titulobie

;- Rzucares Tolu‘lés(mg/g yuca fresca)

Fig. 10.‘A.,B'. ¥ Cf.“;Ciné_ 'ca .de;: pH, % "A‘ci;:levz “Titulable y consumo de azlcares
"totales para la-fermentacién. natural de la yuca'a 30+ C a la que se adicloné
glucosa en tres niveles- 1 (0), 2 (4) y 3% (S) en peso.
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EY patrén de consumo. .de azucares -es similar pa.x‘a lds “tres casos, no

encontr‘ando diferencias importantes més 'q Qél'df‘es*'iniciales de

contenido de azucares totales. En 48 horas se alcanza un valor final entre

9.0y ‘12 mg/ de yuca fresca, que cont&nuan consumiéndose. Es notable que

de glucosa. ‘no se ‘tiene una a.cidificac:tén mayor gque la

Probablémehte el “factor controlante sea el: &cido. producido

"que inhibe 1a- uti]izaclén de ‘los carbohidratos dlponibles. asi como

SO Resumen de Resultados

Tiempos" de
" Acidez - alcanzados. R

“Acidifica ¥ Niveles de

En la Labla siguiente se muest.r‘an resumidos

"descr‘xtos antemormente. as\-como los.

TABLA:2. - Comparacion ‘de- Tiempos ' para-alcanzal

INOCULO MIVEL
Natural 86,0.87
Kasa .50,0.82
.25,0.85
.25,0.85
Licor .84,0.87
.40,0.88
.53,0.85
L.plantarum 20 4.15,0.90
10 4,36,0.87
8 4.35,0.82
L.celloblosus’’ : 12 4.29,0.87
. : 10 4.41,0.83
8 4.37,0.86
“Glucosa Ll e g 3 mas de 48 4.24,0.77
ST BRI ’ mas de 4B 4.31,0.68
T 5T mas de 48 1.45,0.62
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caso de las fermentaciones
. adicio adas de ,gluco a, [ Y RpO requerldos son comparab!es con los

tiempos de las fermentaclones inoculadas con 5% de masa fermentada

1.12, Capacidad Amortiguadora:&él Sistemy de Fermentacién.'

Se observd también la capacidad amorLiguadora“en eéios sistemas de
vfermentaclén, debido probablemente  al grado . de disoclncién ‘de los é4clidos
organicos presentes durante la titulacién, que se traduce en cambios minimos
de pH aunque el contenido de acidez aumente. ;

Como puede verse en la figura 11, los sistemas de:‘,;?‘el:mentacién no alcanzan
niveles de pH menores de 3.9 a pesar de que el contéé!dévdefaéidez es mayor a
1. 25%. d

) 10,20 040 0.0 0.0 1007 1800 140 1.60

Acidez Totc:l Tituloble

Fig. 11. Relacién entre pH y % ATT para la fermentacién natural -de la yuca
_¥), y para las fermentaciones inoculadas con 5% en peso de masa fermentada
(B), licor de fermentacién (m®), L. cellobiosus (&) y L. plantarum (Q).

I.13. Ajuste de los Datos Experimentales de Acidificacién al modelo de
Gompertz.

Con el fin de describir los procesos fermentativos, los datos cinéticos
obtenidos durante la fermentacion de la yuca con los diferentes inéculos y a

los diferentes niveles de inéculo, se ajustaron al modelo de Gompertz
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(Draper, ;1881)

n’ ‘po'rc‘lrénto" B.no:tiene unidades

y « queda expresada como la méxima P d En general el

valor de las constantes del modeio hacen variar “los puntos a-partir. de-los

cuales emanan:las curvas generadas, es’. decir. para. valores dados de By~
vanando k se tiene que-las curvas  emanaran de .un’'solo punto en el eje y;
fijando para « y k valores.de 1y para; dcterm&nados valores de 3, los puntos

de donde emanan las curvas, variaran a !o largo de a.mbos ejes.

A continuacién se listan los valores de las constantes tiplcas del modelo de
Gompertz, asi como los rendimientos globales Yp/s de las {ermentaciones para
los diferentes niveles e 1inbéculos utilizados. Estas constantes fueron
obtenidas minimizando la suma de las desviaciones cuadraticas entre los datos
experimentales y el modelo, y la minimizacién se realiz6é6 por medio de un
método tipo Marquardt (IMSL Llbrary, 1986). Las desviaciones cuadraticas

promedio para todos los casos son de 2.5%.
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TABLA 3. Valores de las constantes tiplcas del modelo de Gompertz para la
fermentacion-de=la-; -yuca <

FERHENTACION o p/s
o :mg lactic
~(m3: glucosa

Natural

Masa Fermentada''
sx .-
10%
20% .

‘Farﬁ\cnf.g‘c,}on:

10,2638
0.1784
01603

Glucosa’
1%
2%
3%

Como puede verse en la tabla anterior, los valores de Pmax calculados por el
modelo se aproximan a los valores experimentales de maxima produccién de
4cido, y los valores de B disminuyen conforme aumenta el nivel de inbculo.
Puede observarse que el valor de k aumenta notablemente para cepas puras, que
muestran las mas altas producciones de 4cido particularmente con L. plantarum
y estos valores son comparables para inbdculos tales como masa y licor.

Es decir, a mayores niveles de inoculacién, el proceso de acidificacién se
acelera alcanzando altas concentraciones de 4acido en tiempos mas cortos.
Igualmente, se nota que el valor de B aumenta en el caso de la inoculacién
con cepas puras, particularmente, con L. plantarum. En la tabla 3 puede
apreciarse que los valores de B presentan cierta relacién entre niveles de
inoculacién, ya que el valor de B tiende a disminuir conforme aumenta el

nivel de in6culo, pero no guardan relacién entre inéculos.
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La Tigura 120A. “muestra el aJjuste .de la .curva
generada con los-datos ééléulad3§ 6e uya‘ferhéntacién inoculada con 1 éi‘.&rralfT

5%.

2 AGIOET

an.n oa a0 e

TIEMPO tHAB.)

ara: yuca . .inoculada:.con ' .licor :de
~la:‘curva ajustada del modelo de

W AGIDEZ,

on. w0 200 g ‘4@ o pRa 80,

TIENPO tHRE.) -

Fig. 12.B. Clinética de acidificacion para L. cellobiosus comparando con la
curva de ajJuste del modelo de Gompertz.

De las graflcas anteriores se aprecla que el modelo se ajusta a las curvas
experimentales obtenidas con los inéculos utilizados aln aquellos con gran
capacidad acidificante como las cepas puras.

Resulta claro que el modelo de Gompertz es valido tan s6lo para representar
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un grupo de datos experimentales en forma funcloﬁ;l puéts" se’ trata“dé un
modelo fenomenolégice. Sin: ‘embargo,.:-con éste modelo se ~pueden’ hacer
predicciones cualitativas del fendémeno en cuestibn. en este caso. el patrén

de fermentacién y sus parametros caracteristicos. arsi""i:omo 'lnterpolaciones

entre niveles de inoculacién. s X o
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CAPITULO 1.

ACTIVIDAD AMILOLITICA DURANTE. LA FERMENTACION ACIDA DE LA YUCA

I1.1. Introduccién.

De Battisti et al. (1881)," senalan que 'cont nido de almldbn de la

yuca es dos o tres veces mayor que el contenido de azucares reductores
dependiendo de la variedad.

En los sistemas fermentativos eétudiédos‘en esteyﬁrabajo, se encontré que
existe un . aumento. en la concentracién ‘de’ ‘azicares reductores en las
fermentaciones naturales y en. las fermentaciones inoculadas con 5% en peso de
licor y masa fermentada. Debido ‘a que la actividad enzim&tica presenta gran
dependencia con el -cambio de. pH este fénsmend no se tiene en fermentaciones
con .niveles de inocula:ién mas altos [ 35 inoculados,con cepas puras que tienen
gran capacidad de producc&én de Acido. : '
Se-cree que el; aumento de azicares reductores en. la fermentacién es debido a
la’ hidrélisxs de almidén por amxlasas "y aparentemente,. la actividad
:amilolstica es’ endégena dela yuca y: las enzimas se' liberan-al danarse ios

;tejldos durante la preparacxén de la raxz.

: Ii.ylz.‘Dgi‘Vi’x‘\‘i'ci'én de.la Aptividad Amilolitic’é. .

Para cuantiflcar la actividad amxlolltlca en..las fermentacxones que
presentaron '‘aumento " en la 'concentracion .de” reductores, se prepararon
extraétos crudos de yuca fresca y con estos‘se determiné la temperatura y pH
6ﬁiimds para’ Ja “exhibicién de‘la aqti?}dad, se detérmlnaron los parémetros
cinéticos del modelo de Michaelis-Mehten‘ se !Hentificaron los productos de
hidrélisis y se determiné en forma cualitativa el posible origen de la
actividad amilolitica. La metodologia implementada para la cuantificacién de
la actividad en estos experimentos asi como para la preparacién del extracto
crudo enzimitico estan descritos en el Anexo III de Actividad Amilolitica.

La actividad para estos sistemas esta expresada como la cantidad de extracto
crudo enzimdtico que libera 1 micromol de glucosa por minuto bajo las

condiciones de reaccién, que son 30 C y 20 minutos aplicando extractos
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mg/ml.

para los extractos enzlr‘
Padjama et al. (1882) y Uritani’
dafiarse Eiej!doysl.“
contribuiria a.la explicacion d

yuca al los’

sefialada en I.4.

11.3. Actividad Amilolitic

con Masa Fermentada y Lico

La yuca fresca pres

estos sistemas, tenleﬁdb

reductores/ml extr‘a;::t"

enzimiticos crudos a Soluciones de:=almidén

.puro _con'una.concentracién de 10

an rlormente,

que -como sefialan

1a 1iberac16n del licor 'de fermentacién

a ‘Fermentaciones Inoculadas

ibad, amilolitica encontrada

0.37 mg

en
la:fermentacién, de

partir de este punto, la

¢l mayor incremento en la
tréientre las 16 y 24 horas,

céci_néé/ g de’ yuca fresca.

Fetividad Aritol | tica {rg rec/mlextr/mind

s Hoturol

£
‘,§’° 057 moto
2° "6 51 Voar
X
Boro el LU\
s A .
g Ar il BTN
3 ’_b\‘/ ) V\A
9, 2
A o‘%z& w7 "
N ’g S hane o T
YT 2w m oo o@ x m W L o 4 B 12 1 @ 242 2 B @ M 48
Tiewo (horoe) Tlama (horas)

Fig.
reductores en una fermentaclén

13.A.,13.B. Actividad amilolitica y cinética de liberacién de

natural

azucares

de yuca (4}, lnoculada con S%

en peso de masa fermentada (@) y con S% de licor de fermentacién a 30« C.
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lea (nq‘ rad/ml oxtr/min)

< Rct|vidad Al

“o.0w

,,alcanzb a las 8 horas cuando e

'acldez es de 0.8%. Cu'an;:lo:’ se.u

Durante 1a fermentacién de yuca lnoculada ya sea con licor o con masa

fcrmentada .a un. nlvel de inoculacioén de 5% en peso, la maxima actividad se

ntacibn ‘era“de 5.6 -y con un

incrémento en la concentrac 'edu'ct.ores de hasta 3 mg/ml. Como

lrebasar‘ este punto, la actividad
umen rapidamente hasta agotarse a
las 48 horas de fermentgglé _canz'ado no es menor a 4.0 y la maxima

iveles ﬁ]és altos de inoculacién como

ron

10 y 20%, -no se encoht 5 ; : ilolitlca ni el consecuente aumento de

faucores Raductorss (mg/g yuca fresca)
fetividad fml lolitica (rg rad/el extr/mind :

12162k B 2.0 o 48 48 E )

Tierpo thoras) Tlerpo (hares)

0 4 1620 2 B3 R PO M4

- Fig. 14, A.,14 B. Cinética de acidificacién (0), actividad amilolitica expresada

en mg de reductores/ml extracto/minuto () 'y consumo de azucares reducto-
res durante la fermentacién de yuca a 30¢ C inoculada con 5% en peso de masa
fermentada y 5% en peso de licor de fermentacién. )

11.4. Actividad Amilolitica en Fermentaciones Inoculadas con Cepas Puras.

En los sistemas con la adicién de lnoculos tales como L. cellobiosus
(NRRL-B-184) reportado como -amilol itlco por Sribir y Chakrabarty (1984) y L.
plantarum (APG Eurozym), no se enco;tfé actividad amilolitica ni aumento-
relevante en la concentracién de azucares reductores para ninguno de los
niveles de inoculacién utilizados. Como se verd en la sigulente seccién, un
alto contenido de acidez como el producido por estos in6culos, puede inhibir :

la actividad amilasica.
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Se. determinaron los»val;opésv 6pt&}§|os de pH 'y temperatura de reaccién en

los "extractos cnzimatldéé }‘c:'rju osiobt ‘rildbsvbde yuca fresca, ya que fue el

sistema que mostré mayor-actividad;ami Si:ich, usando diferentes soluclones

amortiguadoras, desde pH ‘S.VO hasta’ 9.0 una- concentracién de 0.1 M y las

temperaturas variaron: des l}xs condiciones optimas para la
exhibicién de la actividad®amil yuca'f'i‘re/sca' se encontraron entre
30e y 40- C y a‘pH'8.

notable, mostx‘a.r_ldo“ Unaif

intervalo: la'actividad decae de manera

.si»s’tefna amilolitico con el
LAy 15,8,

camblo de pH;. com

{tico tmg rec/ml Bxte/nin <

Par'a la determinacién’de los parémetr‘os ¢inéticos de Michaelis-Menten se

usaron extractos crudos de yuca fresr: utlllzandc ‘soluciones de almidén puro
en concentraciones de 1 a 50 mg/ml 'y las reacciones se llevaron a cabo a las
condiciones 6ptimas encontradas. Los ‘parametros cinéticos fuercon obtenidos
por medio de la modificacién “de i Hanes-Woolf a la ecuacién de
Michaelis-Menten y los valores @ resultantes fueron Km= 5.51637 mg de

almidén/ml y Vmax= 0.206 mg de glucosa liberados/ml de extracto/min.



red/miextr/min

cual laactividad

B idcntificaron los produc

utilizando placas de’ si 'apllcando 10 “microlitros de licor de

fermentacién. Las placas se rrer en"un’ sistema de solventes con

n-butanol/acetona/agua en una proporcxén de 4:5:1 y se usé antrona como
agente revelador (Stahl 1989) ‘Los. azicares encontrados en este andlisis

fueron glucosa, maltosa y dextr!nas.~ademés de fructosa y sacarosa, lo que

indica que probablemente la’er

21 ma involucrada sea una a-amilasa.

11.8. Ildentlficacién del bnEen "cic}ja Aciividad Anilolitica.

Ya que se tlenen reportes ‘de quc la yuca muestra actividad enzimatica
importante al dafiarse los te,jldcs,,()’ad.jama et al., 1982) y con el fin de
ldentificar la procedencia .de la actividad amilolitica, se llevaron a cabo
fermentaciones inoculadas con 5% en peso de licor y fermentaciones naturales,
pero con la adicitn de antibiéticos como penicilina G y pentrexil, un
antibiotico de amplio espectro,.para inhibir el crecimiento microbiano.

Se wutilizaron 200 wunidades por gramo de yuca fresca y la actividad
amilolitica se determindé con el método descrito en el Anexo III. Simulténeas

a éstas, se corrieron fermentaciohes_sin la adicion de antibiético, a manera
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de control y para compar:

patrones de acidificacién y de actividad.

Para todas estas {‘ermentgp
los antibiéticos sobre lo v
agar MRS acidificado a pH 8 é'akdo:arpH 4.5 para la deteccién
del crecimiento de bacterl‘a:.s;lzé,ct; : goé NA ievaduras. respectivamente
(ver Anexo I[I1.E.2), tomando _1'a ~mu§stféi,del licor escurrido durante la
fermentacion. = L

Las fermentaciones inoculadas con 5% de licor llevadas a cabo con y sin la
adicién de antibiéticos, muestran que la actividad amilolitica es similar en
ambos sistemas, se presenta después de 10,hor‘$s de fermentacién y cuando el
pH es de 5.5. El valor maximo de la activvidad para la fermentacién con 1la
adicién de antibidticos es de 0.16 mg' reductores/ml extracto/min y se
presenta un aumento en la concentracién de azucares reductores durante las
primeras tres horas desde un valor inicial de 12 mg/g de yuca fresca hasta
32.25 mg/g.

Los azUcares no son consum&do

‘la’ concentracién alcanzada permance

constante hasta -el”.final “de fe mehtadibn. _No “se:tiene el patrén de
acidificacién’ comunmevn
inhibidos a:3.

antibiéticos,” como

pues 1os microorganismos presentes son
termin por medio de ; i ento’ microblolégico para
este sistema. ‘A diferencia.de 'la ferment.acibn llevada 3 ‘cabo sin la adicién
de antlbiétlcos, en-la que los aztcares se consumen constantemente, el pH
baJa hasta un valor de 4.0 y la maxima actividad es . de 0.2 mg red/ml ext/min.
En las fermentaciones ‘naturales la actividad es mas alta al inic’o de la
fermentacion, para ambos sistemas, con y sin antibiéticos. El1 valor méximo de
la actividad amilolitica para la fermentacién sin antibiéticos es de 0.56 mg
red/ml ext/min y decae durante las primeras 8 horas, el pH empieza a
disminuir a las 24 horas y el maximo aumento en la concentracién de azucares
es de 8.6 mg/g de yuca fresca y se presenta entre las 8 y las 16 horas,
transcurrido este tiempo se consumen rapidamente. )

Para la fermentacion natural con antibi6ticos, la maxima actividad es de 0.48
mg red/ml ext/min y sigue un patrén similar al sistema descrito
anteriormente. El pH no es menor de 5.8 durante todo el tiempo transcurrido,
los microorganismos desaparecen a partir de las 4 horas y a partir de este
momento los azucares aumentan constantemente hasta alcanzar un valor maximo
de 11 mg/g de yuca fresca. En la siguiente tabla pueden compararse los
resultados de actividad amilolitica, concentracién de azicares reductores y
pH de los sistemas de fermentacién descritos anteriormente.
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~Tabla-4. Aéti&ida&:l an;ilrglrit_iiéa', ‘pH 7y ‘Azdcares Bedl.lictore'sifenfi‘ermentacinnes de

yuca’ édlqinnadé\s con antibisticos.

STIEMPO. ZUCARES REDUCTORES

T(hre) - (mg/m1)
Tt . c/antib s/antlb
12.0 12.0
32.25 31.62
26.25 30.37
30.0 27.25
29.25 16.75
30.5 12.5

27.4 11.5

ZUCARES - REDUCTORES

< {mg/ml)
c/antib s/antib
7.8 7.5
8.0 8.0
8.3 9.6
10,0 9.8
10.8 7.8
11.0 5.6

“La ‘informacién obtenida de los re‘sultados'"anteri‘ores puede indicar que las

“enzimas amiloliticas provienen’ de la yﬁca y ‘no. de los microorganismos
responsables de la fermentacién, comé son las bacterias 1lacticas que son
inhibidas con los antibiéticos en las primeras horas y de las que se reporta,
liberan fracciones amiloliticas con actividad en "las ultimas etapas de
crecimiento (Sribir y Chakrabarty, 1984).

Probablemente las enzimas provenientes de la yuca son liberadas durante el
pretratamiento de la raiz para someterla a fermentacién, que implica el dafio
de los tejidos tal como sefialan Padjama, et al. (1982}.
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CAPITULOITI{

FERMENTACIONES SUCESIVAS Y E¢0LOGIA: DE LA FERMENTACION

111, 1: Introduccién

nformacion. concer: roorganismos’ Anvolucrados en la
z ciente, ademas de que no

microbianas establecidas

te Sibiid’ad y reproducibilidad
cto” fermentado obtenido,
: Ae fermentacién-al nivel
va'"y Ta. acidez descritos
al ‘momento’ de” ser adicionados.
cq‘ni masa - fermentada, - se
énér‘os a- algunos- de - los

icacién y se determind la

I11.2.; Fermentaciones Sucesivas

Al" llevar a cabo las fermentaciones sucesivas, en el s'isteinaf’rde,_

fermentacién descrito en el diagrama 2 del (‘:apitulohl, “con 1a masa o el licor

obtenidos de una fermentacién anterior con las caracter‘isticas f‘isiccquimlcas .

tipicas del gari, a un nivel de inoculacién de 5% .en peso, hast.a e

ocasiones seguidas, se comprobd que el patrén de acidll‘icacién es similar
durante todas las fermentaciones, lo que Iindica qrue el proceso se hace
reproducible.

En la figura 17 se presenta una gréfica de acidez, al momento en que se
alcanzan valores de pH y % AIT similares a los del gari, con respecto al
namero de reinoculaciones sucesivas llevadas a cabo con los 1inécules
sefialados anteriormente. La acidez total corresponde a la encontrada después

de 48 horas de fermentacién o cuando se alcanza la condicién de gari.
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rglnoculaﬁdo en’
mentacion - (0).

tanto para masa como para 1|cor. es la de’ aumentar 1entame‘ te hacla 'un nlvel .
de acidificacién cada vez mayor, probablemente por‘ el

prevalecencia de los mxcrcorgamsmos ne jor adaptados al. pr‘o e

Esta tendencia se ajusta a una rccta con una pendiente m que:cer'o. en un

intervalo de confianza.de. 95%, para.ambos lnbculos utilizados Sin "emba.x"go

las fermentaciones sucesivas 1nocu1adas con licor presentan esta tendencia de

manera mis consistente y la pend&ente es: mayo. inocu{adas con
“del. licor,.

mater Xales solubles como

masa fermentada, probablemente porque durante eli escurrimient

ademéas de presentarse el “\as_/ado" de nuner' les

sefiala Ezeala (1984), se Liene: tambié de 'mlcroorganlsmos y

probablemente en este Hcor‘ .de f mentacion’ se encuentren en’ ‘un - numero

relativamente mayor que -en 1a masa ferméntada (Ogunsua‘ et al., 1983).

De esta forma, el tiempo requerld para alcanzax“las cax‘acl:er’ist.icas

fislicoquimicas deseadas ée “dcorta ara - las f‘ermentaclones inoculadas con

Las fermentaciones suceslvas masa obtenida de

fermentaclones anter&ores N rn_ant

gari, hasta la 13ava._ferrherif.a.



pf‘esenteé, lo "cual” propicia el estableclmiento de una. poblacién adaptada y

seleccionada, que fue estudiada por alslamiento puru‘icacién =@

identificacién en géneros, 1mp1ementando una metodologia apr piad

I11.3. Metodologia

Se siguié una metodologia de aislamx;ento‘ y: purificaci6én ‘de cepas
adaptada para este sistema fermentativo y basada ‘en . técnicas clésicas de
microblologia reéomendadas ‘por Bucﬁanan, -ed. _'(1974); Gréz;a y Suzzi, (1884);
Krieg (1881}, Simbert y’[(r‘ieg‘ {1981)" y “Koch  (1881); Harrigan y Mc Cance,
(1979); Mc Donald, ‘et al..'(1887); Miyamoto, ‘et al. (1982); Sharpe, (1981) y
Sharpe (1877), descr‘itas en detalle en el Anexo 11 de Métodos Mlcrobiolégicos.
Para la agrupacxén e I

’ros de las cepas aisladas, se llevaron a cabo

algunas’ pruebas oquimicas éon’ la metodologia indicada por Mc Faddin (1880),

selecq)oh‘éda&sg ase a'las caracteristicas morfolégicas encontradas en éstas

gas a; partir de glucosa, 5

- aé,tlv}dg fer entativa en 1 ‘ch ornasol‘ayda,,',
“=ihidrélisis de. almldén. 3
- prodiccién de amoniaco a ar

- crecimiento en un medio’ hquido de u dlélohﬁdo' de "-minerales.

Para la determinacién- de ’lag ;;secuencia. de microorganismos durante
fermentaciones naturales de ‘la' yucé dé' 10 dias,' se hicleron cxllentas totales
en placa como recomienda harrigan-y Mc ‘Cance (1979) y Koch (1881) y se
determind el numero poblacional de bacterias léctiqas, hongos y levaduras,
utilizando medios selectivos para cada grupo. La metodologia esté descrita en
detalle en el Anexo IL.D.

I11.4. Aislamiento de Microorganismos.

El alslamiento de microorganismos para estudios de ecologia se hicieron
utilizando el sustrato proveniente de la 7a., llava. y 13ava. fermentaciones
sucesivas inoculadas con masa fermentada.

Se tomé el contenido total de las columnas, mezclandolo con agua estéril y
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~haciendo diluciénéé a bar‘t’!r :*rde“ -esta.._mezcla, Posterior—mente, las
diluclones respectivas se sembraron en-cajas. de agar MRS N cuando ‘s& tuvoe"

crecimiento, se plcaron colonlas al azar que fueron resembradas nueva.mente en

agar MRS para continuar v°°“ un 'p ceso ’der purificacién., La metodologla

seguida para el aislamiento de micr

ganismos-esta ‘descrita en detalle en el
Anexo II.A. e

111.5, Purificacidn de las Cepas:Aisladas

Posteriormente se purificacién para la

-;:p}{ 5.5 y con la misma

composicién ambos:' a éxcepci6ﬁ del ééa ¢ aciendo tincién de Gram
para cada - pase, examlnando las i 1 ulares al microscopioc y
examinando - la morfologla de Ias "e;: "'mgdio sélido para
determinar la homogeneidad de la aparie 1
Se consxderé que las. . cepas estaban‘ U 15 de las colonias
obtenidas - era  homogénea 'y md'stf'ziban estructuras
celulares similares.en obser‘vaciones

Simbert y Krieg (1981).

mo lo ‘recomiendan
A través del proceso de  puri n 70 cepas en total, las

cuales mostraron vire del colora e M‘icaron ‘en24 horas el medlo MRS

liquido incubando ;35» C. alcanzandc un- pH final de 5.0 a 4.3 y daban una

respuesta negativa - a ‘la—‘ pr\,\eba de la catalasa. Las tinciones de Gram
mostraron en gener{al, estﬁubturés celulares tales como cocos en mayor
cantidad'y muy éscasosjbééllo“s. todos negativos. La metodologia esta descrita

en detalle.en el A\'}é)gor;llr.B‘
I11.B. Morfologia de las Colonias de los Grupos Encontrados.

Se encontaron tres ‘diferentes tipos de colonias predominantemente, con
una morfologia bien definida, que resultaron ser tres grupos de bacterias de
la familia Streptococcaceae. El primer grupo o Grupo morfolégico 1 estaba
formado por colonias blancas-grisaceas, con centros elevados, de bordes
regulares y ligeramentes translucldos, de apariencla opaca, redondas y
pequeiias, representando alrededor de 33% del total de las colonias obtenidas.
Las estructuras celulares encontradas mostraron cocos en pares y cadenas

cortas.El segundo grupo o Grupo morfolégico 1I mostré colenias cremosas, de
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color. ‘amarillo clar‘o. de apariencia humeda brlllante, circulares cum}exas,

de . ‘bordes muy'conslstentes y blén definidos ‘y .las estructuras . ell\?laijes

consistier’un

> Wrde_,s ;rnegulares. planas,

‘sv_.\av‘e‘ y. ‘color. amarillo-café. ‘Las

‘mostraron’ cocos en pares, . tétradas y algunos a

cbmo lo: indica Mc

wen ‘1os tres diferentes  gripos. Lavcomposicién de los

" estas. pruebas bloquxmlcas v ]a metologia‘segulda par-a e

desarita en:el ‘Anexo 11.C..
Fueron agrupadas como homo Y. heteroi’ermentatlva"
,de gas en medxo basal 11quido ccn lnser‘t;

con:sello de agar.

Las: cepas se. probaron para crec:lmiento en

el género Streptacuccus del” género Leucan

una f‘uente de carbono ‘como glucosa
al. 1974).
El 37% de las cepas clasificadas"como! Leuc
‘de MgSOA 7Hzo° 0.03% de MnS0s.4H20 y

0.02% de purpura de bromocresol - (ver Anexo 11.C.8).

0.:de levadura (Buchannan. et

toc crecleron bién en un medio

liquido compuesto de 10% de yuca,; 0 06'

La hidrélisis de arginina se utilizé para conf‘irmar que las cepas que no
acidificaban la leche no hidrolizaban larargmina para la liberacién de
‘amoniaco como usualmente sucede con los Streptococci.

Las cepas que dieron una respuesta positiva para la prueba de leche
tornasolada e hidrélisis de arginina, como las del Grupo morfolégico 11 se
consideraron como Streptococcus. .

Algunas  cepas  fueron clasificadas ‘como Pedlacaccx por‘ la morfologia -de

colonia cor‘respondlente a la del Grupo morfoléglco 111 ¥ los arreglos .y

agrupamlentos celula.res observados e 1 mlcmscoplp. que consistieron ‘en




cocos solos, en pares.y tétradas. Estas cepas no mostraron produccién de gas

a partir‘ de glucosa, por, lo que. se les clasl!‘lcé como homofer‘mentativas Yy

crecleron blen en condiciones aerobias de incuba.cién. pero las colonias
.'obtenldas eran pequena.s y-en ocasiones escasas. ) g
'itornasolada. cambiando el

color del medio de azul-purpura a os indicando 5clarifricaci6n ligera, pero
sin cuajado de la leche. : ; :

Ninguna de las cepas aisiadas € stai‘positiva a la prueba de

1 zado por Sribh’ sy Chaknabarty (18986) y por

son unicamente nitratos: ut

Olukayode y Olusola (198'7)” omposlz‘ ibn esta descrita en el Anexo

las

GRUPO GRAM CATALASA GAS :DE ARGIRINA ALNIDON

I +
11 SRR =
111 L

nd: no determinado; vi .
En.el asilamiento.y purificacién de .las.cepas.provenientes de fermentaclones
sucesivas, no se‘e‘ncovrv\!.r‘ar e'\"adutjas. confirmando que la selecciétn de la
edad del inéculo seleci;_ioha ambién 1a microflora que se establece en estos

sistemas.

111.8. Ecologia Hicr‘ot‘iiana'reli la_Fermentacién Natural de la Yuca. Cuentas

Totales en Placa.

Para las cuentas totales en placa en fermentaciones natur‘:iles de yuca a
30« C durante 10 dias, se utilizé agar MRS con acetato de sodio y purpura de
bromocresol para cuenta de baclterias lacticas y PDA para la deteccién de
hongos y levaduras. Las cuentas y la siembra de muestras de la fermentacién
se hicleron diariamente, haciendo diluciones de 1:10 a 1:100,000, con la
metodologia descrita en el Anexo II.E.
Los resultados mostraron que las bacterias acidificantes como cocos o bacilos

predominan desde el segundo dia de fermentacién y alcanzan los numeros
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Las levadur-
fermentac 16

permanecieron

cantidades, alr‘ededor de

estables en cuanto a numero poblacional ‘sin aumentos ignifi‘cativii»s“y”rié se’

stgs resul tados

encontraron hongos. 'La',"‘ t.abla siguiente 'rnuestrja

numericamente, los cuales son comparables con’ los tados por Ogunsua,

et al.(1983).

TABLA 6. Cuentas Poblacionales’

Dias

pH
Lacticas

Levaduras

En- la tabla:5
disminuye la poblacl(m de bacterias . vlacticyaéy Y. ‘aumenta 1igerament

poblacibn de lﬂvadur‘as, debxdo pr‘obablemente al .consumo .

por éstas’ segun’ seﬁala Baseler Y Fields (1984} v Deiana
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CCONCLUSIONES 7 7 mmrm e

En este LEabaJo se lmplementé una metodolog&a y un sistem’

‘para obtener un producto €on"las car:xcterlst!cas del
beportan Lancaster, “et ‘al.  (1982); Ogunsda, et - al.
" “Ramakrishna (1985). : :

~El siéterﬁa de columnas para la fermentaclén. -

acidu‘icacién racklitando “que'las ¢ bacter\as_
Z:';cualquier otro microorganismo " como’ levaduras /u hong
s&stema quev promueve el ,escurr&m&ento del
""determinadas de acidez

'S'e,f determmb ‘que ‘el nivel:

encontré-el ti xempo requer‘ldo

del ' producto deseado para var‘i

inéculos.

" En este “sentido se’ consiguié: .reproducir el proces

alimento, incluyandb cbmo" inécful'o Sla yadicibn del lXcor; mismo que a.ctualm
es aplicado. par’a acelerar‘ la (‘ermentacibn en. procesos mecanizados.
Las  cepas puras de 1as” bacterias ' lacticas ‘utilizadas camo Labtoba
cellobiosus (NRRL -B-184}) y. Lactobacillus plantarum - (APG Eurozym’
recomiendan como inémﬂos. ya que acidifican rapidamente el Sustrato con .
variacién en- las ca.ract.emstlcas flsxcoquxmicas finales obtenidas, acortan el,
tiempo de fermentacién notablemente y me joran el.aroma del producto.

Aunque al aplicar ‘estos inéculos se;,me‘jcra €1 proceso de acldiflcac&éh, no se'

tiene la actividad amlolitica. pék‘b 1a' concentracién de azlcares disponibles
es suficlente para la produccibn de la. cantidad de acido deseado. Sin

embargo, es necesario &mplement,ar i med;ﬁdﬁdef cultivo para el crecimiento de

estas bacterias, tal que al va'\dl:cvfimiars’e al sustrato no afiada sabores extrafios
o desagradables al producto. : :

Una forma de inoculacién sin la‘adic‘ibn de. sustancias que afiaden sabores

extrafios es la adicién de rhaéa erme’ntada,q licor de una fermentacién

anterior, que como se demo'stty‘él‘.: es uﬁ,"’sistema reproducible y estable en donde

la reinoculacién sucesiva ‘selec::ilina'a;la poblacién microbliana y el efecto
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obtenido es el de acortar el tlempo de fermpntacxén para mayor produccion-de
4cido. : :

Aunque se demostré que- 5% icomo ni;vel 'r;limmo dé '\nbculacié‘n' es suficlente para
hacer reproducible la. fermcntacién. es necesarlo seﬁalar que -probablemente el
tamafio de indculo influya también en este.. proceso, ya que un nivel de
inoculacién mayor llevaria el proceso hacia un produccién de 4cido mayor en
un tiempo mas corto, seleccionando més. rapidamente a la poblacién microbiana.
La actividad amilolitica que probablemente proviene de las enzimas propias de
la yuca y se presenta en rangos de pH de 5.0 a 6.0, durante las primeras
horas de fermentacién, puede ser considerada 'como una carcteristica del
sistema de fermentacién tradicional, que favorece ‘el proceso, ya que los
azucares producidos son consumidos para la produccién de- éacido.

Mas no es una caracteristica determinante para .su desarrollo‘ pues la

acidificaci6n se .da aun cuando la actividad no' se presenta y parece ser

~dependlente mas del  tamafio de indéculo que de. una cantldad abundante ° de

.azycares reductores, como se demostr6é en -las cinéticas de. fermentacién

natur‘al de la'yuca, adiclionadas de glucosa. ; :
En: 1os estudlos microbioclégicos efectuados en las f‘ermentacmnes sucesivas.
se tiene que -predominan microorganismos tales como Streptococcus; Leuconostoc

y Pediococcus ‘que se adaptan y resisten los niveles de acidez, aunque el

‘sistema de fermentacidén contribuye a la implantacién de estas poblaciones por

que promueve un ambiente semi-anaerobio .y .el. escurriemiento, que va
reducliendo la cantidad proporcional de otros microorganismos. Pero también la
edad del inéculo es determinante, pues cbmo en el caso de las levaduras que
estan presentes en numeros bajos, con cada reinoculacién aplicada a la yuca
fresca la poblacién de estas se "diluye" hasta que desaparecen.

Finalmente, las cuentas poblacionales hechas en fermentaciones naturales, son
comparables con los datos presentados.: por’Ogunéua‘ét al. (1983) aunque aqui
se observa un ligero aumento en la poblacién de levaduras que-coincide con un

aumento ligero en el pH,

Trabajo a . Futuro.

Actualmente se tiene algunos aspectos ‘del proceso tradicional estudiados
a profundidad y resueltésﬁibor: otros aulores como es, el efecto de 1la

fermentacién y de la-gafificacién sobre la detoxificaclién del producto y la
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contribucién de microorganismos’como ~Leuconostoc_ mesenteroides en el ‘proceso

de" detoxificacion. Igualmente,” se..tlene. ya "la: meca.nizacién §F5<':e’sd*'

tradicional que utiliza la adlcién de llcc de fermentacibn inbculo;- -

dando un producto mas higiénico.

Aunque para este trabajo se desarr-ollar-on algunos aspectos béslcos de la

fermentacioén, como la reproduccién y 1 estudio del proceso de acidificacién,
la activiada amilelitica y la microblélogia de la fermentacion, existen otros
aspectos sobre los que se ha profundizado poco.

Entre estos se tiene la produccidén de compuestos volatiles provenientes de la.
acidificacién  del sustrato, que i céntribuyen a las  caracteristicas
organolépticas finales de olor y s‘abor del ‘producto, que se obtiene del
proceso de fermentacidéon y del de garli‘icacién.

Igualmente, es importante el estud!o‘ de- la interaccién de los microor‘ganismos .

durante la fermentacién, ya que’ las bact.er-ias lact:cas y las levaduras estan

presentes a lo largo de ésta y_n

enc’ ,Snf‘orjmacibn de-la. activldad d

ambos grupos sobre este: sustrato; .asi  como de la afctiv‘ibdad ‘de i hong

reportados para esta I’ermentacién como: eotrichurﬂ'can&idum,

Siendo que se trata de un aliment r'an aporte de carbohldratos pe,

sin aporte de proteinas; se considera meortante el; perfil nutriclonal que,

pueden impartir los microorganlsmos ir\volucrados durante la fer-mentaclbn v flas

calidad nutricional. '‘que puede conservax‘ est,e producte - después " de  un

tratamiento térmico como €8s la garl{‘icacibn Tgualmente .es importante la
modificacién del pr‘oducto A pcr lo tanto ‘de  la fermentacién, por la adiéibn
de otras. fuentes de proteina como har‘inas de cereales o leguminosas que
puedan em'-lquecer el al:mento
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ANEXOS



MATERIALES 'Y ‘METODOLOGIA

Anexo 1) METODOLOGIA DE LA FERMENTACION.
A).Preparacion del Sustrato

»SF; lﬁ.ﬁliib y;.\car fresca comprada en la Central de Abastos de la Ciudad de
Méxfco; proveniiebnte de ‘los Estados de Morelos, Tabasco y Veracruz, sobre 1la
cﬁ:al no se tuvo.control de la variedad y s6lo se busc6é que la yuca fuera de
cés_ch‘a‘rv‘:éfsa‘-café y-que el interior o la parte carnosa de la raiz fuera

! bl;ihc'a, is'vilave‘y sin fibras, por lo que se escogian los camotes pequefios que
nD tuvieran i‘ibrés o las partes apicales de los camotes mas grandes.

“La:yuca se lavé frotandola con cepillo para eliminar las particulas de lodo y
la piel café que la recubre; posteriormente se eliminé la plel exterior color
rosacéa y los‘camotes se picaron para molerlos en un molino casero, hasta
ézbtener una consistencia de pasta, el tamafic de particula era normalmente de
1 a 2 mm. Esta pasta de yuca se introdujo en bolsas de pléastico y se le dio
forma de placa o palanqueta y se congeld, este procedimiento se seguia cada
vez que se adquiria un lote de yuca‘ para conservarla durante el tiempo en que

se ‘llevara a cabo la experimentacién.
B) Inbculos

Se utilizaron varios inéculos para promover'ia fermentacién, - entre ellos,
inéculos de tipo tradicional como: i
B.1) masa fermentada proveniente de una fermentacién natural de yuca de 72
horas, que se obtiene dejando fermentar yuca fresca sin inocular en el
sistema de fermentacién descrito en I.C, ’
B.2) licor de fermentacién proveniente de una fermentacién natural de yuca de
72 horas, que es el liquido que escurre de manera natural durante la
acidificacién y se colecta para utilizarlo como inéculo,

B.3) pozol proveniente del Estado de Chiapas refrigerado,

B.4) yakult, un producto lactico comercial y cuyo microorganismo activo es

Lactobacillus casei,
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=“cepas~lacticas:de-coleccién.como:,

tulieron un pH de 4.0 ¥ 0.15 y

€ Y
“los niveles de’ inoculacién’ fueron-de: 5, ‘10 'y 20% en peso, mismos que se
~ adicionaron a la yuca fresca. Laél céba.s he‘coleccién se mantuvieron en agar
MRS en caja .o en tubo dé-cd}ti‘vo y de aqui se inocularon en caldo MRS
cultivandolas a 37 C hasta nbtenér una'densided 6ptica (DO) de 0.6 a 540 nm
y se aplicaron pesando el cé.l:§b hécesario para el nivel de inéculo deseado.

La composici6n del medio. de Ac'ultivor se describe en II.A.

Todos los in6culos y aditii\io piicaron pesando  la cantidad necesaria de

estos para alcanzar el- nivel 6culo deseado, mezclandolo perfectamente

con la yuca fresca molida anl:es de: someterla a fermentacién.

C) Sistema de Fermentacién.

Las fermentaciones se llevaban'a 0; C; en columnas de vidrio de
20 cm de longitud por 1.5 cm'de diémetr Y tapadas en la parte superior. En la
parte inferior se colocé un tubo de ensaye para colectar el licor que escurrz
durante la fermentacién, como se describe en-el diagrama 1.

lLas columnas se llenaron con 30 g Vde yuca fresca, o en su caso, de yuca
mezclada con el inéculo correspondiente al nivel de inoculaci6tn deseado,
empacando la masa para evitar burbujas de aire en el interior.

La evolucién de la acidificacién de la yuca se siguié durante 72 horas,
muestreando cada 24 horas, o en el caso de las cinéticas puntuales, en
intervalos de 2 a 4 horas, tomando como muestra para analisis el contenido

total de la columna y mezclédndole con su licor, utilizando 5 g para cada

determinacion.
D) Analisis de la Fermentacién.
La preparacién de muestras y las determinaciones, se tomaron del manual
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de " Schettino: et,al t1988) éFiﬁéhGchn $811da “dela=yuca...-Los .

Tparametros nalizados fueron

pH m;zdido con un potencibmetro y porc&ento de
,‘j‘acidez total t;tulable y 1

Se midib también la concentracién de carbohidratos'solubles totales con fenol

&'é&i’do sulfurico y los azicares reductor‘es con ‘acido dxnitrosallcillco
diluyendo la yuca en proporcién 1:1 con amortiguador de citratos 0:1 M a pH -
8.0, centrifugando a 2,500 rpm durante 15 rnmutos y tomando ‘el sobrenadante

como la muestra para las determinacjones.

La acidez producida, est4 determinada como ~la-: diferencia entre la acidez
inicial natural de la yuca, o la que adquiere g:qn la;a.diclbn de inéculo,
menos la acidez encontrada por titulacién ia‘ cualquier tiempo de la

fermentacio6n.
E) Estudio de las Fermentaciones Sucesivas’

Para llevar a cabo el estudio del comportamiento de la fermentacién con
-inoculaciones sucesivas, se utilizé yuca fresca iniciando el proceso con una
fermentacién natural cuya duracién era de 72 horas. De esta primera
fermentacién se obtuvo el indculo para la fermentacién siguiente, ya fuera
yuca fermentada o licor de fermentacién y se utilizé el que tuviera el pH y
el contenido de acidez caracteristicos del gari, aplicades a un nivel de
in6culo de 5% en peso. Las determinaciones hechas a las muestras obtenidas
fueron pH y % de ATT. Este procedimiento se repitié, reinoculando con yuca o

con licor de una fermentacién anterior hasta en 15 ocasiones sucesivas.
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_Anexo, 11). METODOS' MICROBIOLOGICOS -

A) Aisiamienf.a de- Cepas
" setome"

Harmgan y Mc Cance. 1979)

Peptona de caseina +10.0:g/1
Extracto de levadura 5.0 .
Extracto de carne 110.0
Acetato de sodio 5.0
Citrato diaménico 2.0
Glucosa 715:0%-
K2HPOs 5 3u0
KHaPO4 ‘3.0
NaCl S2.8
MgS04. 7H20 0,58
MnS04. 4H20 20:28"
Agar 150
Tween 80 1

Purpura de Bromocresol

Acldo ‘Acético Glacial pafa acidif l‘ ‘}nedio a-pH 5.5,

Las cajas inoculadas 's'e lncubaron a 37‘3, Cc }:;Ol'“ 72 horas y posteriormen.e se
dividieron en 16 sectores radiales para“ facilitar la seleccién al azar de
colonias. Para esta seleccién se utilizaron las cajas con dilucién 1:10 y
1:100, que fueron las que presentaron crecimiento con colonias espacialmente
separadas entre si, que se encontraban dentro de los sectores que dividian
las caja y que a simple vista y por observacién microscépica, presentaron
algunas caracteristicas morfolégicas propias de las bacterias lacticas.

A las colonias seleccionadas se les hizo tincién de Gram y la prueba de
catalasa y se resembraron por estria en un medio sélido con una composicién
similar al utilizado anteriormente pero acldificado a pH 5.5 con 4&cido
acético glacial y sin indicador y se incubaron en las mismas condiciones.
Cuando se tuve crecimiento en las cajas resembradas, se examinaron las
‘colonias que crecieron, anotando las caracteristicas morfolégias como arreglo

de colonias, forma y color, forma de los bordes, elevacién, aspecto, textura
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B) Purificacion de ,Cei)'a

La pur!ficaéibn 5"1"; ¢ L
MRS, haciendo tinc‘@én' vl.def'li Gram, la 'c;atalyasa y. checando la
acidificaciéon. en caldo MR:S‘ en- : vlbre‘ del colorante y
crecimiento de la masa celixlar;::: ias se’ seleccionaron en base a la
respuesta a estas pruebas. : i
Los pases a placas de agar se hiéle sembr‘andb con estria diferencial, de

tal forma gque en la ultima estri as. colonias crecieran espacialmente

separadas, para utilizarlas en subcultivos posteriores o para identificacioén.
En el crecimiento en placa se’ observb tamblén la morfologia de las colonlas
por las caracteristicas visibleé. Lé-cepas se consideraron puras cuando las
colonias que se tenian, lucian’ muy similares entre 'si considerando la
morfologia y también considerando la similitud de las estructuras observadas

al microscopio, como recomiendan Simbert y Krieg (1981).
C) Agrupacién de las Cepas en Géneros

Con el fin de agrupar a las cepas aisladas y ya purificadas en géneros,
se hicieron algunas pruebas bioguimicas segun las indicaciones de Mac Faddin
(1980) también descritas en Gerhardt, ed. (1981) y Harrigan y Mc Cance(1879).

C.1) Prueba de la catalasa

Se utilizé agua oxigenada comercial y se probaron las cepas adicionando
una gota de agua oxigenda a una muestra de una colonia alslada tomada con
asada y distribuida en un portaobjeto 7(7Harrigan,y Mc Cance, 1879 y Mac
Faddin, 1880). la prueba resulta negativa cuandoﬂ& hay formacién de burbujas

apreciable a simple vista.
C.2) Prueba de Fermentacién de Carbohidratos

Esta prueba se utiliz6é solamente para detectar la produccién de gas a
partir de glucosa (Mac Faddin, 1980). Esta prueba se hace utilizando un medio

basal al que se le afadié purpura de bromocresol, ya que las bacterias
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Se ‘consideré positiva la prueba’

lacticas ‘son capac;s Qe ﬁgiéifiiﬁf“i'pH'mcnorndea4,0n Laxgémppsléién del

a‘sigu'ent

Durham, después de 24’ horas de

Se -hizo también “una variaqidh‘d' ba sefialada por Krieg (1981)

utilizando el mismo med‘ic'v‘ba,:s 1 /1" de “agar. En este caso, la.

inoculacién se hizo adlcl‘ona'ndb [¢} ,,dé MRS de 24 horas de la cepa en :

cuestioén a un tubo de ensaye,y"post Qrméh;é se adicionaba el medio estéril:

a una temperatura de 40- C,

Los tubos se dejaron solidificar posicién-vertical y se les adicions 1 ml -

de agar puro estéril en’la ‘parte sﬁpéﬁior‘a manera de tapén. La incubacién se e

llevé a cabo a 35- C y.se checé el vire del color del medio de pirpura a
amarillo que se presenta en caso 'de acidificacién, el rompimiento del'agarry
la expulsién del ta;ﬁﬁn por produccién de gas y el crecimiento a lo largo del
tubo.

Se utilizé también el medio recomendado por Mc Donald et al. (1987) para
distinguir cepas homo y heterofermentativas, basado en la utilizacién de la
fructosa para la produccién de #@cido detectado por el vire del colorante
verde de bromocresol,. sin resultados claros, que no confrimaban la prueba de

produccién de gas.

C.3) Prueba de Leche Tornasolada

Es un medio diferencial para checar las- siguientes funciones del
metabolismo microbiano sobre‘ las proteinas y carbohidratos de la leche, como
la fermentacién de la lactosa, reduccién del colorante, formacién de coagulo
por acidificacién o peptonizacién y produccién de gas. Se utilizé Leche
Tornasolada de Difco preparandola como indica el producto. Se adiciond 0.1 ml
de indculo de caldo MRS de 24 horas a tubos de ensaye que contenian porciones
de 5 ml del medio. Se incubaron a 35¢ € durante 24 horas y se checéd el vire

del colorante, la formacién de coagulo y la produccién de gas (Mac Faddin

64



(1980). = - G

‘Para’ conservar las. .cepas.

que dier‘cn‘,

-'Mc . Cance . (1979)

cue nda se desea conservar

: anterlor se utilizé el medlo YGLM r‘ecomendad <por Harri

y Sharpe (1981) y ad&cmnado de car‘b ato de calc
cepas en:refrigeracién de 3.2 6 meser :
0%,
1

leche en polvo descremada . 10.0
tornasol 0.0
extracto de levadura 0.2
glucosa 1.0
0.2
5.0

extracto de carne 5
carbonato de calcio

Se esteriliza a 121« C y 15 1b de presién'dyur‘ante 15 min y se inocula con 1%
de caldo MRS de 24 horas. Se incuba a 37« C dur;ante 24 horas y en caso de dar
una prueba positiva se tiene la reduccién del colorante de azul-purpura a
rosa. palido y la formacidn de,coagu‘lo con :liberacién de suero, que puede
disolverse neutralizando el medio, :'sil .la formacién de este es debida a
acldificacién solamente. La formacién  del coagulo’ por peptonizacién es
irreversible. »

C.4) Prueba de Hidr6lisis de Almidén

Se utilizé agar MRS sustituyendo la glucosa por almidén. Se inoculé
sembrando 1 ml de caldo MRS de 24 horas en masa o distribuyéndolo por la
superficie de la placa y se incubé a 37 C durante 72 horas. Se checé el
crecimiento y la formacién de halos de hidrélisis del almidén con vapores de
yodo (Mac Faddin, 1980) que al contacto con el almidén toman una coloracién
azul mientras los halos de hidrélisis permanecen inceloros.

Se utilizé también un medio mineral 1liquido, indicadoe por Sribir y
Chakrabarty (1986) y por Olukayode y Olusola (1887) para bacterias lacticas

con capacidad amilolitica, cuya composicién es la siguiente:

almidén soluble 10.0 g/1
KCl 0.5
MgS04. TH20 0.5
K2HPOa 1.0
"NaNOa 3.0
FeS04a. 7TH20 0.01
CaClz 0.1

A este medio se. le adicions _p\lr'pqrr'zrxy‘, dre/'r bromocresol “como " indicador - de

. :.‘ ‘ 7 657-:_ 7




zacrén del almidén como fucnte de carbono y se

ci ldo MRS de 24 horas y se incubé a 37- C:durante 72 horas.

acidlflcac

incculé con

C;‘S) 'Pru'eb'a :de P‘roducc'ién "d:gy Amoniaco a partir de Arginina

Se utilizé caldo arginina recomendado para estreptococos -(Mac Faddin
1980 y Harrigan y Mc Cance,,lB?S%

peptona
extracto de levadura
dextrosa
K2HPO4
L-Arginina

'urante 15 minutos. se distribuye
‘nocula con 0.1 ml de caldo MRS

de 24 horas y se incuba a 35° i 8 hor'as. Las :lecturas se hacen

comparando los tubos Vincr)cu}?do ubo. testigo sin arginina,
solucién de yoduro de potasio,

considerando la prueba positiv‘ ftiene vire de amarillo a

anaranjado, con. turbidez.liger:

C.8) Otras pruebas...

Se utilizdé un medio l/iquldo,d uca’ éiseﬁg\do para comprobar la actividad

acidificante sobre este s'u’sti‘ato‘de las- cepas aisladas. La composicién es:

yuca fresca 10.0 % .
MgS04. 7TH20 0.06 '
¥MnS04. 4H20 0.03

purpura de

bromocresol 0.02

Se esterilizo a 121« C y 15.1b de presién durante 15 minutos y se inoculd con
1% de caldo MRS de 24 horas. Se incubbé a 37- C en agitacién durante 72 horas
y se checd el vire del colorante.

‘D) Conservacién de las Cepas

Las cepas que no dieron una respuesta positiva-a la prueba de leche

tornasolada se conservaron en medio MRS sé6lido por'pasgs. La cepa de interés
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hxzo tincién .de: Gram Las «

semanas en refnger‘acién.
E) Cuentas Totaleé

Par‘a reallzar _las‘cuentas totales durante 1a fermentacién natural de 10

d&as de la. yuc a metodulogia de - IT.A; pero se inoculé en medios

‘selectivos par‘a el aislam)ento especif&co de dxi‘er‘entes mlcr‘oorga.nismos

- E. 1)‘pari bacterias laéticas se utilizé agar MRS‘aé'idificado a pH 6.5 con
1 A,
E.2)- y para hongos-y levaduras se utxlizé agar PDA acidifxcado a pH 4.5 de

4cido acético glacial cuya composiclén se lndica en

Bloxon preparado’ segin las .indicaciones del: producto E

Anexo III) ACTIVIDAD AMILOLITICA

A) Preparacién del Extracto Crudo

La preparacién del extracto crudo se hizo utilizando yuca fresca y masa
fermentada. La yuca fresca se utilizé para las determinaciones de rangos de
pH y temperatura optimos y para la determinacién de los parametros cinéticos
por medio de la modificaci6én de Hanes-Woolf al modelo de Michaelis-Menten. La
masa fermentada se utilizé mezclada con su respectivo licor de fermentacién,
para las determinaciones de actividad amilolitica durante el proceso
fermentativo, tanto en fermentaciones naturales como en fermentaciones
inoculadas con los diferentes inéculos mencionados en I.B.

El procedimiento consistié en procesar muestras de 5 g a las que se les
adiciondé amortiguador de citratos frio 0.1v M a pH 6.0 en proporcién 1:1,
homogenizando la mezcla con agitadores magnéticos y posteriormente
.manteniéndola en refrigeracién durante 20 minutos, con el fin de que la
enzima presente se solubilizara en el amortiguador y el almidén, las fibras y
otras particulas, se asentaran para posteriormente centrifugar la muestra a

2,500 rpm durante 15 minutos. El1 sobrenadante obtenido se consideré como el
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lolitica

A OSml de“la Solucion de aimidén de 10 mg/ml; se.le ‘adicions 0.1 ml de
sobrenédaint.a de la centrifugacién o ektracto crudo enzimatico, incubando . la
mezcla durante 20 minutos a 30- C en un bafio de t’é‘mpefaturé,contro!ada. AY

inicio .y al finalizar este tiempo- se adicionaba_ll

1 de " 4cido
I (1988]"

d\nitr‘osalicilico siguiendo el método sefialado por Schettino, etr" ali
para la determinacién de los azucares reductores liberado po la enz

La actividad amilolitica queda expresada como:

(Rt = Rto) :
ml extracto * tiempo de:incub

_ Actividad =

-Rto. = reductor‘es aliinicie: de’:
Dilucmn = la proporc 5

“La actxv;dad se def,
libera ‘1 .mcromo; 3 de glucu'sa :

‘anteriormente:

mperaturas ya’_rivaron desde 20¢ a 70-C

"desde 1 a 50 mg/ml de almidon. midiendo la actividad

cfohatdgra pa f‘ma _(Handbook of Chromatography. 1987, CRC Press y
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Stahl, “1969). “Se- utilizaron: placas f}e}:iblcs de’ Silicagel  "G" -de Baker,
de jandolas reposar en ‘estufa a 80-°°C durante 20 minutos;

a.fin . de que se
secaran. -Se ‘hizo la cromatografia al .licor que escurre aproximadamente 'a las

6 horas de fermentacién, aplicandolo sin diluir y sin _ defecar, corriendo al

mismo tiempo patrones de glucosa, fructosa, sacarosa,  lactosa y maltosa,
aplicando 10 microlitros con una concentracién de 50 microgramos. Se utilizo

como solvente el sistema n-butanol/acetona/agua en proporcién 4:5:1 en el

cual ‘los patrdnes corren.en aproximadamente 1 horay .veinte minutos y el
revelador fue antrona. . : ) e

Séy‘, 1‘leva‘rvon'

fermentaciones naturale

se’ les ar‘xadie“rc_n ‘antibisti
“como p'enlrcilin'a Gicon
Para las determinaciones de
LB
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