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Resumen:

El presente estudio se realizd con la finalidad
de diferenciar la hidrdélisis guimica de la microbiana,
para poder determinar su impacto, asi como el tipo de
microorganismos presentes en el aceite, se partid desde
la obtencidn de la muestra en un tangue de
almacenamiento de 780 853 1ks. de capacidad,
dividiéndolo en tres zonas distintas que son:

Superficie, Medio y Fondo.

Posteriormente se procedid a realizar el
andlisis de los siguientes pardmetros fisicoguimicos:
Humedad, Acidez libre, Concentracidn de &cidos grasos y

Presencia de Mono, di y triacigliceridos en el aceite.

Simultédneamente al estudio de los pardmetros
fisicoguimicos se aislaron y purificaron las cepas
encontradas, determinando la especie y/o el género de
los microorganismos encorntrados y se procedid a
confirmar la <capacidad hidrolitica de las cepas
aisladas, cultivandolas en un medio minimo con aceite

de cdrtamo, como fuente uUnica de carbono.

Al concluir el andlisis comparativo de 1los
resultados de acidez o grado de hidrdlisis del aceite,
se designaron los posibles mecanismos de degradacidn o
rompimiento del triacilglicerido, segin observaciones

realizadas, por cromatografia en placa fina.




Una vez finalizado el estudioc se cuantificd la
pérdida diaria de aceite, donde para un tanque de

780 953 l1lts, es de 384.18 Lts.

Como resultado de estos estudios se detectaron
los siguientes microorganismos:
Pseudomonas viridiflava., Candida sp. 17. Y
Aspergillus terrus, las cuales son capaces de llevar a
cabo una hidrdélisis parcial o total del aceite, con un

tipo de reaccidn enzimdtica, no especifica.
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Introdugeidn:

La industria del procesamientc de aceites vy
grasas vegetales es de las mas complejas del pais:
Abarca desde la molienda de oleaginosas, como materia
prima, la elaboracidén de aceites comestibles, pastas
para alimentos balanceados de consumo animal, productos
quimicos, hasta la elaboracidén de jabones y cosméticos.
El valor de su produccidn representa cerca del uno por
ciento del producto interno bruto, con una
participacién de NS 16 900 millones de nuevos pesos

para 1990 (INEGI; 198983).

En México se explotan algoddn, ajonjoli, soja,
girasol, coco, coguito, linaza, cacahuate, nabo, maiz
(gérmen) y cartamo. En nuestro pais tenemos un consumo
Per Capita calculado segun censo realizado en 1991, fue
de 1.083 Kgs. Estimandose 98 000 hectdreas sembradas
para el mismo afio (INEGI, 1993). Dentro del rengldn de
los aceites comestibles, México cuenta con la
infraestructura necesaria para su elaboracidn, proceso
que incluye: rececleccién de la semilla, molienda,
extraccidén del aceite crudo, su almacenamiento, asi
como su blangueo deodorizado, entre otros, hasta su

envasado. (Diagrama No. 1).




El aceite o grasa neutra es el éster de los
dcidos grasos del alcohol glicerina y recibe el nombre
de acilglicerido, grasa neutra o glicérido

(Lehninger, 1975).

Cuando los tres grupos de la glicerina se
encuentran esterificados con 4&cidos grasos (C-R) 1la
estructura resultante recibe el nombre de
triacilglicerido constituyendo este la mayor parte de
lo que son la grasa neutra naturales. Sin embargo, en
la naturaleza se encuentran también diacilgliceridos vy

monoacilgliceridos (op cit.). (Figura No. 1)

El A&cido graso como componente principal del
riacilglicerido, es una larga cadena carbonada gque
ademds de contener un grupo carboxilo, presenta o no
dobles enlaces. El numerc de &tomos en las cadenas
carbonadas es generalmente 16, 18 o 20. Y el numero de
dobles enlaces va de cero a cuatro e.g. Acido palmitico
(16,0) que es el mas comin de los édcidos saturados,
dcido oleico (18,1) el més abundante de los é&cidos
monoinsaturados, el dcido 1lindleico (18,3) vy el

dcido araquidico (20,4), son los principales 4&cidos

poliinsaturados. ( Mc Murray, 1975 ).
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DIAGRAMA No. 1.- Diagrama de flujo del p
oleaginosas, en la industria extractiva.
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FIGURA No. 1l.- Formulas de los diferentes glicéridos.

Las grasas o lipidos desempeflian distintas

funciones en los seres vivos:

a) Como agente de proteccidén de las paredes

celulares en muchas bacterias (Dart v col, 1980), como

e
o)
o)
-

componentes en plantas superiores, principalmen

—

endospermo (palmeras) o en los cotiledones del embridr

(soja, cértamo) (Inst. de Sevilla, 1981).

b) Como componente estructural de las membranas

celulares (Lehninger, 1975).

c) Como aislante térmico en tejideo subcutaneo

e.g. mamiferos del artico (Schmidt, y col, 1987).




d) Como fuente de energia calorifica empleados
directa o indirectamente, en aves migratorias. Ya que
la oxidacidén de un gramo de grasa proporciona 9.3 Kcal.
en contraste con los carbohidratos y proteinas que
solamente liberan 4.2 a 5.6 Kcal. respectivamente

(Lehninger, 1975).

De lo anterior se resume gque tanto animales,
plantas y microorganismos requieren principalmente tres
alimentos que son: Hidratos de carbono, aminocdcidos y

grasas (Senez, 1976).

Actualmente se sabe que la fermentacidén es un
proceso de oxido-reduccidén, que se lleva a cabo en los
microorganismos y organismos en general por medio de
catalizadores bioldgicos o enzimas

(Tamayo Legorreta, 1989).

Las enzimas que catalizan la hidrdlisis de los
triacilgliceridos, para darnos 4cidos grasos libres y
glicerol reciben el nombre genérico de lipasas: estas
enzimas pertenecen al género no especifico de 1las
Carboxi-éster-hidrolasas. (Koksho y col, 1982)

(Figura No. 2).
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Por su cardcter restringido y especifico de las
reacciones que catalizan (Sidney, i B2 Sy A

caracteristica se puede observar en las lipasas gque

cortan los ésteres de la posicidn A2 del
triacilglicerido, mientras que otras hidrolizan
cualguiera de los tres enlaces con idéntica

especificidad, por consiguiente contamos con lipasas no

especificas y lipasa 1,3 especificas. (Figura No. 3)

R e I
{1 [J {1 ﬁ]h
R R
R —
TRIACILGLICERIDO  DIACILGLICERIDO MONOACILGLICERIDO GLICEROL
FIGURA No 3.- .Representacidén esquemdtica de los

dlfbrenLea puntos de rompimiento enzimatico, partiendo
de tr1a611gllcer1ﬂo para la obtencidén de Digliceridos,
Monogliceridos, Glicerol Acidos grasos libres.

(Novo, 1985)




Después de ser liberados los Aacidos grasos del
triacilglicerido, estos son integrados al metabclismo

mediante los tres mecanismos, descubiertos hasta ahora,

gue son:

1) La R-cxidacidén, que es el proceso mas
universal, vya gue tiene lugar en toda clase de seres
vivos y es el mas importante. El sitio de atagque es el
segundo carbono, después del grupo carboxilo o
carbono . Obteniéndose un &cido con dos Atomos de

carbono menos.

2) En la a-oxidacidn, que es especifica para los
vegetales superiores, el ataque se efectia en el
carbono siguiente al grupo carboxilo &6 carbono alfa vy
da lugar a la formacidén de un acido graso con un Atomo
de carbono menos. Se utilizan para la obtencidn de
dcidos grasos impares la alfa hidrdlisis, y eliminacidn
de obstédculos en la cadena grasa para facilitar el

camino a la I'—oxidacién.

3) La T-oxidacién que se ha demostrado en los
animales y cilertas bacterias, siendo hipotética su

existencia en los vegetales. El atague tiene lugar en

el ultimo <carbono contando a partir del grupo
carboxilo, Obteniéndose un dcido dicarboxilico.
(Ruiz, 1988)
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FIGURA No. 4.- Lugar de atague de los tres diferentes mecanismos
de accidn. (Mazueslos, V., 1981)




acetil CoA, seguida

acetilo a COp. (Lehninger, 1975), (Figura No. 5).
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El desarrollo de conceptos quimicos més
rigurosos, asi como el conocimiento mas amplio de la
naturaleza de accidén de estos sistemas subcelulares
"enzimas", tuvo como resultado un mayor auge de la
biotecnologia dentro de la industria de grasas vy
aceites.Este nuevo impulso motivdé a Coleman M.H.
(1961), a realizar estudios relativos a la forma en que
opera la lipasa pancreatica sobre los triacilgliceridos
de origen animal y vegetal, encontrando que actia en el
grupo 1,3 ademds de observar que en los monogliceridos
resultantes a la hidrdlisis predominan los é&cidos

grasos estedrico y oleico.

En otro trabajo realizado por Luddy vy col.

(1964), se comprueba la especificidad de la lipasa
pancreatica en la posicion 1,3 del triacilglicerido. El
conocimiento de este mecanismo facilitéd la

caracterizacidén del triacilglicerido asi <como su

composicidén original, auxilidndose para ello de
técnicas, tales como cromatografia en capa fina (CCF),
y cromatografia de gases (CG), (Coleman y Col, 196%5).

Otros autores comienzan a utilizar lipasas de
organismos cémo, Rhyzopus, Enterobacter, Aspergillus,
Pseudomonas, Chromobacterium, Candida, Micor Y
Penicillium, para sintetizar ésteres de carbohidratos,
partiendo de &cidos grasos (dcido estedrico, oleico y
lindleico) v carbohidratos (sacarosa, glucosa,
fructuosa y sorbitol), encontrando gque la lipasa de

Candida cylindracea es la mds activa para la sintesis
13




de ésteres de carbohidratos (Seino y col, 18%84), siendo
estos de importancia para la industria de

emulsificantes, alimentos, cosméticos y medicamentos.

La necesidad de contar con triacilgliceridos
formados con 4cidos grasos especificos, condujo a
trabajos con lipasas de organismos como
Candida lipolitica, para realizar biomodificaciones en

grasas y aceites (Bati v col, 1984).

Al observar la versatilidad de los
microorganismos se buscaron nuevas formas de
aprovechamiento, como es el caso de
Eubacterium rumiantum que al desarrollarlo en

condiciones anaerobias, con melaza como sustrato, se
obtuvieron los siguientes subproductos: proteinas
unicelulares y é&cidos grasos libres, que a su vez
fueron utilizados para el enriquecimiento de alimentos

para ganado (Ketan I. M. 1984).

Warner y col, (1984), realizaron trabajos con
lipasas de Candida rugosa, Aspergillus niger Vv
Rhizopus arbizus, para hidrolizar grasas como sebo,
aceite de coco v aceite de olivo, encontrandoe gue a
temperaturas de 24 ©C a 25 ©9C se hidroliza méds répide
el aceite de olivo, observando ademds gue esta reaccidn
se ve afectada negativamente por la presencia de
solventes de hidrocarburos vy surfactantes idnicos. E1

mismo autor continua sus trabajos utilizando lipasas de

Candida rugosa, proponiendo su utilizacién en forma
14




industrial, obteniendo resultados de un 95% a un 98% de
hidrdélisis de aceite de olivo a una temperatura de
26 ©C a 40 ©C, utilizando 15 unidades de lipasa por
milieguivalente U/meqg para aceite de coco y 6 U/meg
para el aceite de olivo, en un lapso de tiempo de 72

hrs., con un margen de repetitividad de +/- 10%

Para el afio de 1987, el Dr. Matias Buhler vy
Col. inician estudios de hidrdélisis en aceite de olivo
y de soja con enzimas de Candida cylindracea v
Pseudomonas sp., modificando los diferentes pardametros
fisicogquimicos, proponiendo su estudio como alternativa
para reducir costos en la industria, ya gque en la
actualidad para hidrolizar la grasa se utilizan altas
presiones Y temperaturas. Park v Eel., (1588) ,
encuentran gue al mezclar lipasas de R. delemar,
R. niveus vy Penicillium sp. se alcanzan valores de

hasta el 98% de hidrdlisis de aceite de soja y maiz.

En paralelo a las investigaciones antes
mencionadas, se efectuaron trabajos mas Iintimamente
relacionados con la iniciativa privada, e.g. Posorske
(1984), nos presenta algunas ventajas en el empleo de

enzimas dentro de la industria procesadora, como SoOn:




a) Alta especificidad, lo gue permite un control
de los productos asi como la reduccidn en los pasos de

producciédn.

b) Condiciones moderadas con decremento de
costos en términos de energlia y eqguipo, reduciendo

subproductos por su baja temperatura.
c) Bajo contenido de deshechos.

Proponiendo ademds su utilizacisdn en la
industria de saborizantes, procesamiento de lipidos
particularmente en el drea de hidrdélisis de grasas por

hidrdlisis inversa e interesterificacidn.

Siguiendo la misma linea de estudio tenemos a

Boyce C. (1984), gue nos habla del gran potencial que
tienen las enzimas en el mercado internacional.
Neidelman y Col. (18984), proponen el empleo de enzimas

que requieren niveles altos de solventes orgdnicos,
como es la sintesis oleoguimica, asi como también en la
produccién de monoesteres para uso alimenticio, con

lipasas de Acinetobacter sp.

Rattray .5 (1984), menciona diferentes
aplicaciones de las enzimas a nivel industrial e.g.
hidrélisis de triacilgliceridos, formacidn de ésteres,
modificacidén de esteroides en la produccidén de
manteguilla de cacao, biosurfactantes y derivados de

prostaglandinas.
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Finalmente a mediados de 1987, en el ramo de la
biotecnologia Schmid R. (1987), refiere algunos campos
en los que utilizan las enzimas como es el caso de la
oleoguimica, en la Dbiotransformacién, sintesis de

ésteres y produccidén de alcoholes grasos.

Otro de los giros que exhibid el estudio de las
lipasas fue el control de calidad de los aceites, como
es el caso de la investigacidn que realizo el Dr.
Mazuelos Vela (1981, 1983), donde se muestra que la
distribucidén de las grasa en la molécula gliceridica de
los aceites naturales es diferente de la que presentan
los aceites esterificados. Basdndose en esta diferencia
describe un método de andlisis cualitativo v
cuantitativo para detectar adulteraciones de aceites
esterificados con aceites naturales, incluyendo la

lipeclisis de la muestra con lipasa pancredtica.

Dentro de esta misma ribrica encontramos el
trabajo hecho por Ruiz Gutiérrez (1986) , donde

considerd los posibles efectos téxicos de los A&cidos

grasos naturales alterados, ademas de otros
contaminantes.
Comoc se puede observar, el estudio de las

enzimas a nivel biotecnoldgico y/o industrial ha tenido
un avance considerable, sin embargo el efecto gque
tienen las enzimas "in vivo", como componentes intra o
extracelulares de organismos gque presentan capacidades

lipoliticas ha sido poco examinado.




El-Saadany y Col. (1986), nos dan un ejemplo
plausible, sobre el efecto gue tiene la presencia de
Aspergillus flavus en semillas de algoddn, donde nos
muestra los cambios en la composicidn de acidos grasos
como son: miristico, palmitico y estearico, en las
semillas sanas es cuatro veces mAs alto gue en las
infectadas, en las cuales encontramos A&cidos grasos
insaponificables del orden de Cj3, C33, Cz9 y en ambas
solo gue en mayor proporcién en las infectadas el Cpgq vy
C3g. El1 «colesterol vy estigmastercl desaparecen en
aceite infectado mientras gue en las sanas aumenta el

sitosterol y campesterol.

Fucikovsky (1880) hace relacién de las
enfermedades del girasocl ocasionadas por bacterias,
como son: Erwinia artroroptia, Erwinia caratovora,
Pséudomonas marginalis, Pséudomonas marginata,

Flavobacterium sp. y la calidad del aceite crudo como

producto final.

Se ha observado que las plantas poseen en su
superficie una microflora caracteristica , aparte de
esta flora superficial propia, los productos naturales
se contaminan a partir del medio ambiente (suelo, agua,
materiales cloacales, etc) de tal forma gue 1los
microorganismos agui presentes se afiaden a la

microflora natural.
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Por ejemplo, en un estudio realizado en el
Instituto de Sevilla (1981) sobre la conservacidn de
aceituna de molino, se aislaron diferentes tipos de
bacterias, mohos v levaduras, gue se desarrollaron
sobre la aceituna atrojada. De las bacterias,
Unicamente tres cultivos pertenecientes a los géneros
Pséudomonas y Serratia, presentan actividad lipolitica
intensa. En cambio de 1las levaduras y mohos, nueve
pertenecientes a los géneros Trichosporum, Candida,
Aspergillus, Penicillium YV Fusarium, presentan
actividad lipolitica intensa y en otros siete, dicha

actividad es débil.

Se advierte entonces que existen microorganismos

capaces de obtener su energia a partir de las grasas.

La alteracidén debida a la oxidacidén microbiana o
guimica, se denomina enrranciamiento oxidative para
distinguirla de 1las alteraciones consecutivas a la
hidrdlisis, causada por lipasas presentes originalmente
en el alimento, o llegadas a el con los
microorganismos, a la gue suele denominarse

enrranciamiento hidrdélitico.

Finalmente tenemos el estudio realizado por
Horvath (1939), guien concluydé que el deterioro en el
almacenamiento del aceite depende no solamente de

factores externos sino, también de la condicidén inicial
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del aceite en cuanto a su contenido de humedad, &cidos
grasos libres, cantidad de impurezas orgénicas vy

contaminacién por microorganismos.

Los hongos de la especie Penicillium, Fusarium y
Monilia, poseen la mayor potencia para desdoblar grasas
vy se ha estimado gue bajo condiciones conducentes a su
crecimiento, el contenido de 4&cidos grasos libres del

aceite se ve incrementado.




Objetivos:

1.- Determinar los microorganismos lipofilicos
presentes en un tangue de almacenamiento de aceite

crudo de cértamo.

2.- Evaluar los paréametros fisicogquimicos presentes en

el tangue de almacenamiento.

3.- Medir el impacto de la degradacién de aceite de

cartamo por efecto microbiano.

4.- Designar los posibles mecanismos de degradacidn ds

los triacilgliceridos por efecto enzimdtico microbiano.




Material y métoedo:

De un tangue de almacenamiento de aceite crudo

de céartamo seleccionado al azar, con una capacidad de

790 953 1lts. se extrajo la muestra a estudiar
(Diagrama 2), sumergiendo una botella de muestreo zonal
de 948 mL. ( GCA-presicion Scientific cat. no. 14851)

adguiriendo asi la muestra de la Superficie, Medio y

Fondo (Sup, Med y Fon)}.

Posterior a la obtencidén de la muestra, esta se
recibe en un contenedor con una capacidad de 1000 mL.

(previa esterilizacidn del mismo) .

Una vez obtenidas las tres muestras, Sup, Med y
Fon, se procedié a homogeneizar las muestras con un
agitador magnético introducido en el interior del

frasco contenedor antes de su esterilizacidn.

Las tres muestras se agitaron por espacio de
cinco minutos para asegurar su uniformidad, esto se
hizo en las condiciones asépticas adecuadas, con la
finalidad de evitar en lo posible contaminacidn

microbiana externa.

Al concluir la homogeneizacidn, se tomaron dos
muestras de 250 mL. cada una, de las diferentes zonas

de muestreo.




Obteniéndose 6 muestras en total, dos para la
superficie, dos para la parte media y dos para la

profundidad del tangue.

De las seis muestras, se tomaron tres, una de
cada zona de muestreo y se etiguetaron como muestra

principal (Pr), zona de ©procedencia vy fecha de

muestreo.

Las tres muestras restantes se etiquetaron como
muestra paralela (Pa), zona de procedencia vy fecha de

muestreo.

Las muestras Pr, fueron los controles bioldgicos
en cuante al grado de hidrélisis del aceite o

triacilglicerido, ocasionado por microorganismos.

Las muestras Pa, fueron los controles guimicos,
para poder diferenciar la actividad hidrolitica
microbiana de la quimica y asi poder cuantificar el

dafio que ocasionan los microorganismos al aceite crudo.

El tratamiento qgue se les dié a las muestras Pr

fue el siguiente:

Se incubaron a 37 ©C por un periodo de 7 dias,
al concluir la incubacidén se cuantificd su acidez, como

dcidos grasos libres, representando lo anterior, el

grado de hidrdélisis en el triacilglicerido.




Por otro ladc se corrieron por cromatografia en
capa fina (C.C.F.), alicuotas de las muestras a
examinar, para detectar al rompimiento del

triacilglicerido, via enzimatica.

Para el caso de las muestras Pa, se
esterilizaron en autoclave a 15 lbs de presidén durante
30 minutos, al finalizar la esterilizacidn se incubaron
junto con las muestras Pr por el mismo lapso de tiempo,
para posteriormente cuantificar el por ciento de

acidez.

En paralelo al procedimiento anterior, a los
448 mL. restantes de la muestra de aceite, de cada una
de los diferentes puntos de muestreo, se le hicieron

los siguientes andlisis quimicos y microbioldgicos.




SELECCION TOMA DE MUESTRAS HOMOGENEACICH DE
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DIAGRAMA No. 2.- Metodologia, diagrama de
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Andalisis gUuimices:
A) Cuantificacidn de humedad. ( A.0.C.S., Da 2b-42 )

Titulacidén de humedad por el método Karl-Fisher (K-F).

De la muestra de aceite se pesaron 2 grs. +/-
100 mg v se introdujeron en el vaso de K-F, una vez
dentro se disolviercon con 20 mL. de metanol anhidro, al
concluirse la disolucidn, se titularon con reactivo de
K-F, después de finalizada la titulacidén se tomd la

lectura del wvolumen gastado.

Este procedimiento es igual para cada una de las
muestras asi como para un control de humedad. E1
control de humedad se obtuvo pesando 150 mg. de
tartrato de sodio en el wvaso de K-F, y se tituld de

igual manera.

Cédlculos:

Volumen gastado de Reactivo K-F

(factor) (Vol. gastado de Reactivo K-F)

_________________________________________ = % DE HUMEDAD

Peso de la muestra.




B) Cuantificacidén de &cidos grasos por cromatografia de

gases (CG) ( IUPAC ).

Se pesaron 2 grs. de cada una de las muestras en
un vaso de precipitado de 250 mL. y se agregaron
200 mL. de KOH 5.0 N en solucidén alcochdlica, se
calentaron hasta dejar un volumen aproximado de 50 mnL,
agregdndoles posteriormente 100 mL. de agua destilada
para disolverlos. Una vez disueltos se pasaron a un
embudo de separacidn y se les agregaron unas gotas de
anaranjado de metilo como indicador de pH, para ser
acidulados con HCl 1:1. Una vez frio el contenido del
embudo de extraccidén se agregd 50 mL. de éter de
petrdlec, se agitdé de tal manera que los dcidos grasocs
se disolvieran en el éter, se dejd reposar hasta que la

capa de éter guedara clara, a continuacidén se drend la

fase acuosa para dejar sclo la fase etérea.

El éter con los 4&cidos grasos, se secaron con
sulfato de sodio anhidro, pasande la muestra anhidra
éter-acidos grasos a un vaso de precipitado de 100 mL.,
para evaporar el éter de petrdéleo y asi obtener la

mezcla de &cidos grasos a analizar.

Para poder metilar los &dcidos grasos se pesaron
100 mg. de muestra en un matraz de evaporacién de
50 mL., provisto de refrigerante, adiciondndole 3 mL.

de trifluoruro de boro al 12.5 % en metanol, se calentéd
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la muestra a ebullicidén durante dos minutos, tiempo

suficiente para su total metilacidn.

La reaccién se detuvo adicionando 3 mL. de
agua mads 3 mL. de n-pentano, se paso la muestra a un
embudo de separacidn de 60 mL v se deshechd la fase
acuosa, el n-pentano con los ésteres metilicos se
secaron con sulfato de sodio anhidro, finalmente se
evapord el n-pentano, introduciendo la muestra en un
bafio Maria, haciéndole pasar una corriente de
nitrégeno, se confirmdé la metilacidn por espectroscopia

de infrarrojo. (Figura No. 6)

FIGURA No. 6.- Espectro de Infrarrojo de &dcidos grasos

vy de sus ésteres metilicos.
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Una vez concluida la metilacién se disolvieron

los ésteres metilicos en 0.3 mL. de éter etilico y se

inyectaron al cromatédgrafo de gases.

Las condiciones de operacidén del cromatdégrafo de gases

Perkin Elmer 2B fueron las siguientes:

Temperatura del inyector 235 ©OC
Temperatura del detector 260 ©C

Temperatura programada del Horno.

Temperatura inicial 160 ©C
Temperatura final 215 ©C

Tiempo inicial 0 minutos.
Tiempo final 60 minutos
Incremento de temperatura 6 °©C por minuto

Integrador:

Tiempo 60 - 1.5
Rango de sensibilidad 70.4
Atenuacidén de la carta 5.10

Columna Perkin Elmer de 2 m. de longitud por
didmetro con soporte DEGS al 15 %.

1/8 de




C) Determinacidén de Mono, Di y Triacilgliceridos por
cromatografia en capa fina (CCF) (IUPAC, MII, D27; C7.)

(Privett, 1961).

Para determinar el contenido de los diferentes
glicéridos (el andlisis es semicuantitativo) se tomd
un UL de cada uno de los estandares ademas de una
alicuota de cada una de las muestras y se colocaron
sobre la placa en forma horizontal con intervalos de un

centimetro de cada una.

Por otro lado se prepard la mezcla de solventes
para el corrimiento, se midieron:
210.0 mL. de éter de petrdleo.

90.0 mL. de éter etilico.
0.4 mL. de &cido férmico.

Se hizo la mezcla de solventes, v a continuacidn
fueron colocados dentro de la camara de cromatografia,
se dejdé saturar la atmdsfera interna de la camara por
un lapsco de 10 minutos, antes de iniciar el

corrimiento.

El corrimiento se detuvo cuando el frente de
solventes se encontraba a un centimetro de la altura

maxima de la placa.

La placa se seco con corriente de nitrdgeno,

para posteriormente revelarla con vapores de yodo.
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Una vez revelada la placa se identificardén los
puntos concernientes a acidos grasos, Mono, Di vy
Triacilgliceridos, comparando las alturas (Rf) de los
estandares con las de la muestra problema,
posteriormente se sumardn las dreas representadas en
las placas de cromatografia, para obtener la
concentracion aproximada de mono, di v
triacilgliceridos, para cada uno de los diferentes

puntos de muestreo Sup, Med, y Fon.

D) Cuantificacidén de acidez ( A.0.C.S., Da 4a-48 ).

Se pesardn por separade 5 grs. +/- 100 mg. de
cada una de las muestras en un vaso de precipitadeo de
150 mL. y se agregardn aproximadamente 80 mL. de
alcohol etilico neutro, se calentardén durante 5
minutos, a continuacién fuerdédn tituladas con NaQH
0.125 N, wutilizando come indicador fenoftaleina, la
titulacién se dio por concluida en el momento que el

color rosado persistié por 30 segundos

Cdlculos:

(Vol. gastado de NaOH) (0.125 N)( 0.269) (100)
————————————————————————————————————————————— = % DE ACIDEZ*

Peso de la muestra.

* La acidez se cuantificod tomando el peso promedio de los &cidos

grasos presentes en la muestra, gue es de 269.30
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Andlisis Microbioldgico:

De los 438 mL. de aceite de cértamo restantes,

jan

de cada uno de los puntos de muestreo (Sup, Med y Fon)
se tomaron 5 alicuotas de 80 mL. para extraer 1los
microorganismos presentes Y sembrarlos en cinco

diferentes medios de cultivo. (Diagrama No. 3).

| FILTRACION |

POR HMENBRANA

{ i | _l
h 4

h
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l l A i h 4 l
AISLAMIENTOD AISLAMIENTO AISLAMIENTO AISLAMIENTO ATSLAMIENTO
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DIAGRAMA No. 3.- Diagrama de flujo de técnicas microbiolé
biogquimicas para la obtencidn y purificacidén de los o:'
microorganismos.
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A cada alicuota de 80 mL. de aceite se le
agregaron 100 mL. de solucidn buffer pH 7 mds un mL. de
tritén X-100 (Farmacopea, Mex.1977) v fueron
introducidos en un embudo de separacidén de 500 mL. con
tapén esmerilado (ambos estériles), a continuacidén se
agitarcon 25 veces de manera manual para poder extraer

los microorganismos en la fase acuosa.

La fase acuosa se filtré con una membrana de
47 mm. de did metro, con un poro de 0.45 um, al
concluir la filtracidén se extrajo la membrana de manera
aséptica se introdujo cada una de las membranas en una
caja petri estéril con agar selectivo, incubdndose a
37 OC por 24 hrs.. Este proceso se repitid para cada
uno de los diferentes medios de cultivo qgue son: SMA,
PDA, Cédndida, Centrimide y Anaerobio (este Ultimo se
incubd en anaerobiosis). Posteriormente a la filtracidn
en membrana y a la purificacidén de los microorganismos
en diferentes medios de cultivo, se resembraron por
estria, para aislarlos, respetando el agar de
procedencia, en seguida se leyd la morfologia colonial

y se realizd tincidén de Gram.

A continuacidén se procedid a su identificacidn
por medio de las siguientes pruebas: Tincidn de Gram,
Citrato, Reduccidén de nitrateo, Acido Sulfhidrico,
Motilidad, Indol, Descarboxilasas con Ornitina vy
Lisina, reaccidn de la Ureasa, Reaccidn de

Voges-roskauer y Rojo de Metilo, Cianuro de Potasio,
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Licuefaccién de gelatina, Oxidasa, Catalasa 1%
fermentacién de Hidratos de Carbono «con o sin
produccién de gas a partir de Glucosa, Lactosa, Maltosa

y Sacarosa.

La Determinacién de especie se hizo segun
criterio del Manual Bergey (1989), Mc Fadin (19884),
Koneman (1983) y Holt (1989).

La caracterizacidén de levaduras se llevd a cabo
mediante las pruebas gque se mencionaron anteriormente,
ademds de la producciodn de pseudomicelio,
clamidosporas, formacidn de tubo germinativo v
fermentacidén de los carbohidratos dextrosa, galactosa,

inositol, lactosa, maltosa, rafinosa y sacarosa.

Produccidén de pseudomicelio y clamidosporas: En
el interior de una caja Petri, se colocd sobre un
tridngulo de vidrio Y un portaobjetos Yy se
egsterilizaron a 15 lbs de presidn durante 15 minutos,
después de lo cual se agregd en condiciones asépticas
agar harina de maiz, hasta formar una capa homogénea
sobre el portaobjetos. Solidificado el agar se sembrd
por medio de estria, colocando sobre un cubreobjetos
previamente estéril, en el mismo momento se depositd un
algoddén con agua estéril y se incubd durante 24 hrs. a

37 9Ci
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Formacidén de tubo germinativo: En tubos de
13 X 80 previamente esterilizados se colocaron 0.5 mL.
de suero humano mds muestra de cada una de las
levaduras a determinar, y se incubaron a 37 ©C durante
dos o tres hrs., transcurriendo este tiempc se procedid
a tomar una muestra con una pipeta Pasteur estéril, la
cual se colocdé sobre un portaobjetos limpieo, y a
continuacidn se depositd sobre la muestra el
cubreobjetos para poder observar la formacidén del tubo

germinativo. (Castillo, J. M., 1989)

Para la fermentacidn de carbohidratos se
colocaron 4 mL. de medio base de Wikerman en tubos de
13 X 100 mds un mL. de azucar al &% (dextrosa,
galactosa, inositol, lactosa, maltosa, rafinosa v
sacarosa.) Yy una campana de Durham para detectar la
produccidén de gas por medio del desplazamiento del
liguido de la misma, esterilizdndose en autocclave a
15 1lbs durante 15 minutos ambos substratos. Una vez
esterilizado el medio de fermentacidn con los azucares,
se sembraron las muestras a analizar con una asada
pequefila y se incubaron durante 72 hrs. a 37 ©OcC,
haciendo lecturas <cada 24 hrs. para observar 1la
produccidén de 4cido mediante un indicador (azul de
bromotimol) en el medio, que detecta el cambio del pH,

dando un vire de color verde o amarillo.
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Con los hongos aislados, el procedimiento a

seguir fue el siguiente:

Para la determinacidén del género en el caso de

los hongos se realizaron microcultivos.

Después se procedié a observar al microscopio
con los objetivos de 10X y 40X, la produccidn de

clamidosporas, blastosporas y pseudemicelio.

A continuacidén de la determinacidén de especie
y/0o género en bacterias, levaduras vy hongos, se
procedié a realizar la prueba de confirmacidén de la
capacidad hidrolitica o la utilizacidén de aceite como
unica fuente de carbono en cada una de las cepas

aisladas.

Prueba de la capacidad hidrolitica.

Las diferentes cepas obtenidas se cultivaron en
tubos de ensaye de 13 X 100, los cuales contenian
20 mL. de caldo rojo fencl, 15% de aceite de cértamo y
el 0.15% de tritdén X-100, a continuacidén se incubaron a
37 ©OC por 48 hrs., postericormente se tituld la acidez
con la técnica antes mencionada, y de esta manera se
determindé la capacidad hidrolitica de cada uno de los

microorganismos estudiados. (Garza Caballero., 1983)




Resultados guimicos:

a) Determinacidn de humedad:

De las determinaciones realizadas durante las
diferentes etapas de muestreo se puede apreciar que la
zona de mayor concentracién de humedad fue el fondo,
situacién que resulta obvia si se toma en cuenta la
diferencia dé densidades que hay entre el agua y el
aceite, observédndose ademds incremento de humedad en la
cuarta etapa de muestreo, ocasionando este aumento la
precipitacién pluvial gue se registrd la noche anterior
al dia de muestreo. Los valores alcanzados en esta
etapa son del orden de 1.014, 0.950 y 7.360, para la

Sup, Med, y Fon respectivamente tabla 1.

Etapa de % Humedad £ Humedad % Humedad
muestreo Superficie Medio. Fondo.

1 0.066 0.057 3..890

2 0.088 0.045 2.283

3 0,135 0.107 3.635

4 1.014 0.950 7.360

5 0.091 0.016 1.090

6 0.110 0.113 0.728

7 0.06% 0.077 1.268

8 0.072 0.083 1.110

Tabla 1.- Contenido de humedad en las tres zonas de muestreo.




PORCIENTO DE HUMEDAD EN SUPERFICIE, MEDIO Y FONDO. |
% DE HUMEDAD.

I
'~ SUPERFICIE

- MEDIO

1 2 3 4'5- 6 *FONDO
TIEMPO (SEMANAS).

78 9

GRAFICA No. 1.- Representacion grafica del porciento
durante los ocho periodos de
analizadas.

de humedad
muestreo, en las

diferentes zonas
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B) .- Cuantificacidén del contenido de &cidos grasos por

cromatografia de gases:

Los resultados alcanzados para la concentracidn
de &acidos grasos fueron obtenidos por normalizacidén de
drea de 1los diferentes picos registrados en 1los
cromatogramas (Figura No. 7), donde se encontraron los

siguientes datos:

% Ac. grasos Inicial. Superficie. Medio. Fondo.
Miristico { ‘1) 0.18 0.44 075 0.86
Palmitico ¢ 2 9.64 22.28 2 i 20.15
Estearice { 3) 2.90 917 6.43 7.60
Araquidico { 4) 0.70 169 1.81 1.86
Behenico { ‘5) 1.58 1.31 .79 G Ui
Palmitoleico { 6) 0.21 5.65 1.53 2.38
Oleico ( 7) le.81 34.92 26.58 29.68
Linéleico { 8) 66.44 12.88 40.35 28.88
Linolenico { 9) 0.59 2.2%9 0.90 0.78
Heptadecanoico (10) 0.46 4.12 1.52 | L i X
Palmitolenico (11) 0.22 4.51 1.64 2.95
Tabla 2.- Porciento de acidos grasos en las diferentes zonas de
muestreo.
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Figura No. 7.- Cromatograma de A&ci
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DIFERENCIACION PORCENTUAL DE AC. GRASOS INICIALES Y FINALES PARA SUPERFICIE, MEDIO Y FONDO.
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GRAFICA DNo. 2.- Diferencia porcentual de 1los acidos grasos
iniciales, con respecto a la concentracion final en las tres
diferntes zonas de muestreo (Sup, Med, y Fon.).
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C) .- Determinacidén de Mono, Di y Triacilgliceridos por

cromatografia en capa fina (CCF).

Los resultados expresados en las placas de
cromatografia fuerdn examinados por comparacidn directa
con estédndares, ademas de obtener los Rf promedio para
cada uno de los distintos gliceridos (mono, di vy
triacilglicerido), donde se pudo observar que en las
tres zonas de muestreo predominardn los 1 monoglicerido
con un 46.9%, siguiendole en concentracidén el
1,3 digliceridoe para 1las tres puntos de muestreo
(Sup, Med vy Fon) con 36.2% y por ultimo el
1,2 diacilglicerido, con el 17.4% para las tres =zonas

de muestreo. Figura 8 Y 9.
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FIGURA NO 8.- Cromatografia en Placa Fina mostrando los
Rf promedio de Mono, Di y Triacilgligeridos. Fs, Frente
del solvente; Tr, triglicerido; AL-b, Acidos grasos
libres de polaridad semejante con "a"“; AL-a, Acidos
grasos libres de polaridad semejante a "b"; Di-1-3.
Digliceridos en posicidén 1-3; Di-1-2, Digliceridos en
posicidn 1-2; M-3, monogliceridos en posicién 3; M-1,
monoglicerido en posicidén 1; M-2, monoglicerido en
posicidén 2; QOg, Origen del solvente.
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FIGURA NO 9.- Cromatografia en Placa Fina, presentando
los Rf de las muestras Principal (Pr) y Paralela (Pa),
de las diferentes zonas de muestreo. Fs, Frente del
solvente; Tr, Triglicerido; AL-b, Acidos grasos libres
de polaridad similar con "a"; Al-a, Acidos grasos
libres de polaridad semejante a ' cTisT Di-1-3,
Digliceridos en posicién 1-3; Di-1-2, Digliceridos en
posicién 1-2; M-3, Monoglicerido en carbono 3; M-1,
Monogliceride en carbono 1; M-2, Monogliceride en
carbono 2; Og, Origen del solvente.




D) Cuantificacidédn de acidez.

La determinacién se realizd por el matodo
descrito en material v método. Los cdlculos se hicieron
en base al peso de las moléculas promedio con el gue se
obtuvieron los siguientes resultados para los
diferentes puntos de muestreo (Sup, Med y Fon) asi como

para las muestras Principal (Pr) y paralela (Pa).

o
a1
L)
1]

Sup. PrL. Pa. Med. Pr. Pa. Fon.

1.00 14513 1x12 1.01 1.04 1.06 3.22 4,74 3457

oy

1.00 0.97 0.96 1.01 1537 .08 1.46 1.860 .77

+

1.00 1.04 33 0.96 1.086 1.05 1.65 2:11 Ly 13

1.08 o S 1.04 1.02 1.14 1713 1.58 2.16 1.67

Tabla 3 .- Por ciento de acidez libre para las diferentes =zonas
de muestreo, de las muestras Principal (Pr) y Paralela )

4]
mf
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PORCIENTO DE ACIDEZ LIBRE EN LA REGION DE LA SUPERFICIE PARA LAS MUESTRAS Pr. y Pa.

% DE ACIDEZ.
181
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14 X
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02 - CONTROL
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 | ol

TIEMPO (SEMANAS).

GRAFICA No. 3.A.- Representacion grafica de la diferencia en el
grado de hidrélisis (Pr.), a la gquimica (Pa.), por medio de
acidez libre.
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PORCIENTO DE ACIDEZ LIBRE EN LA REGION MEDIA PARA LAS MUESTRAS Pr.y Pa.

% DE ACIDEZ.
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GRAFICA No. 3.B.- Representa la diferencia en =21 grado de
hidrélisis de origen microbiologica con respecto a la guimica por

medio del porciento en acidez libre.




PORCIENTO DE ACIDEZ LIBRE EN LA REGION DEL FONDO PARA LAS MUESTRAS P, y Pa,

% DE ACIDEZ.
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FoooR
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|

GRAFICA No. 3 C.- La siguiente grafica representa las diferencias
porcentuales de acidez libre, del control con respecto a las
muestras principal (Pa.), y paralela (Pr.).




Resultados microbioldgicos:

De la identificacidén de las cepas que se
obtuvieron, pueden, estas dividirse en tres grupos que
son: Dbacterias, levaduras (hongos levaduriformes) vy
hongos, y gque de acuerdo a la siguiente tabulacidén se
indica el estrato en que fueron localizadas. Las
pruebas bioguimicas, asi come los resultados de las

mismas se encuentran en los cuadros siguientes.

ORGANISMO. ESTRATO.

NOMBRE CIENTIFICO. SOP. MED. FON. |TOTAL.
Acetobacter liquefaciens. 1 0 0 1
Acetobacter pasteurianus. 4 1 2 7
Acinetobacter calcocaceticus. i 0 1 2
Bacillus alcalophilus. 1 1 2 4
Bacillus badius. 8 6 5 20
Bacillus brevis. 0 2 5 7
Bacillus circulans. 0 0 6 &
Bacillus globisporus. 0} 1 0 1
Bacillus laterosporus. 2 0 1 3
Bacillus lentus. 1 0 0 1
Bacillus megaterium. 1 3 1 5
Enterobacter agglomerans. blogrupo 5 0 0 i 1
Micrococus agilis. 1 2 0 3
Micrococus roseus. 2 2 2 6
Obesumbacterium proteus. bio-organismo 2 0 3 0 3
Pseudomonas syringae. var. pathovars. 10 & 1 17
Pseudomonas viridiflava. 5 5 11 21
Yersenia enterocolitica. g 4 0 12

45 36 39 120
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Con respecto a las bacterias se encontraron un
total de 120 organismos los cuales se distribuyen en 8
géneros y 19 especies de la siguiente manera un 37.50%
(45 organismos) <corresponden a el estrato de la
superficie, un 30% (36 organismos) que corresponden a
el estrato medio y por uUltimo al 32.50% (39 organismos)

localizados en el estrato del fondo.

su

i3]
41
=
o))

Las pruebas bioguimicas realizadas

=

identificacidén se pueden ver en el cuadro No.
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GRAM | CIT | NIT | LAC | GLU | H2S | GAS [ MOT [ IND | ORN [ LYS | MAL | SAC | URE | MR. | VP. | KCN | GEL CAT OXI PRUEBA |PIG.FLUO (UV)

NOMBRE DEL ORGANISMO LIPOFILICO. DE
LIPASA.

Acetobacter liquafaciens. = + + % = - + + & 0.19
Acetobacter pasteurianus. V- + = + + + Y= ¥ V- V-V v 028 + AZIVER
Acinstobacter cakcoaceticus. ] @ + # v + i/ - v & \ = 0.38 v
Bacillus slcalophilus. + + v v = v v + v + + - + - - v - 0.00 VVER
Bacillus badius. + V- + + + V- Vi ¥ = V- v + - 150 + AZNER/AMA.
Bacillus brevis. + + v + + v « ! + = 065 + AZVER
Bacillus circulans. + Vi = + + + 2 # - + 0.00 + AMARILLO.
Bacillus globisporus. + + + + + . + V4 + -1+POCO - 019 + VERDE
Bacillus Isterosporus. + - + v v v + + v - \ v + - 0.00 + AZNER
Bacillus lentus. + + + + + 4+ + + POCO. 056 + SOLUBLE
Bacillus mogaterium. + + Vi V- V. v Vi V. + + v = V- v + + = 103 +AZ
Entarobacter agglomerans Biogrupo 5 + - + + + + 0 0 + % 0 0.00 + VERDE
Micrococcus agilis. + + + + V- = + + 038 + VERDE
Micrococcus roseus. + V- Ve V- + Vi + V- V- + 093 + VERDE
Obesumbacterium proteus Biorg. 2 Vi = + + + = = + & 0.18 + SOLUBLE
Pseudomonas syringae pathovars. v v ' + + V- V- V- Vi 1.50 + VERDE
Pssudomonas viridiflava. Vs v v Vs + V- Ve V- v Vi + 2n + VER/AMA
Yersenia enterocolitica. + + + + Vi + 0.18 + AMARILLO

CUADRO 1.- Pruebas bioguimicas

de bacterias.




se aislaron

Para el caso de los organismos levaduriformes,

23 organismos

observandose gue

todos

corresponden al género conocido como Candida donde se

agruparon en 12 especies diferentes.

ORGANISMO. ESTRATO.

NOMBRE CIENTIFICO. SUP. MED. FON. |[TOTAL.
Candida sp. 1. 0 0 3 3
Candida sp. 2. 1 0 0 1
Candida sp. 3. 0 0 2 2
Candida sp. 4. 1 Q Q 1
Candida sp. 5. 2 0 0 2
Candida sp. 6. 7 0 0 1
Candida sp. 7. 1 1 0 2
Candida sp. 8. 0 2 0 2
Candida sp. 9. 0 1 1 2
Candida sp. 10. 1 0 1 2
Candida sp. 11. 0 0 3 3
Candida sp. 12. 1 0 1 2
8 4 11 23

Las pruebas biogquimicas realizadas para su

identificacidn se pueden ver en el cuadro No. 2




NOMBRE DEL MORF | CIT | NIT [ LAC | GLU | H2S | GAS | MOT | IND | ORN | LYS | MAL | SAC | URE | MR. | VP. [ KCN GEL | CAT | OX! | PRUEBA PIG. FLUD.(UV) T.GERM. CLAM DEX | GAL | INO LAC MAL RAF SAC
ORGANISMO DE
LIPOFILICO LIPASA
Candidasp. 1 LEV - + - + + - - +L 018 + VERDE. - + + - + +
Candidasp. 2 LEV & + + + & % + 0,09 + VERDE +/GAS C 5 * +
Candidasp. 3 LEV + 4 » + + + & = & +P 084 + VERDE +POCO + +/GAS + +
Candidasp. 4 LEV 2 + + + % g Vi 2 UP 0.00 + VERDE - + = - - +
Candidasp. 5 LEV + + + = Vs + = 0,00 + VERDE + + +/GAS - +
Candidasp. 6 LEV + + + - - Vs + 0,00 + VERDE - + +
Candidasp. 7 LEV Vi + + + s = sP - 0.00 + VERDE +/GAS = + +/GAS
Candidasp. 8 LEV Vi + + + 2 - %P 0,18 + VERDE + +
Candidasp. 9 LEV = ¥ + + + + 0,00 -
Candidasp. 10 LEV - + + + 4 - 0,56 + VERDE + + +/GAS +
Candidasp. 11 LEV + + + + = 187 -/+ VERDE + + +/GAS +
Candidasp. 12 LEV + » - + + + = y 037 + VERDE + + +/GAS + +
Cuadro 2.- Pruebas .
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ORGANISMO. ESTRATO.

NOMBRE CIENTIFICO. SUP. MED. FON. |TOTAL.
Aspergillus flavus. 1 2 5 8
Aspergillus fumigatus. 2 3 1 6
Aspergillus niger. 10 & . 21
Aspergillus terrus. 2 6] 3 5
Cladosporium sp. 3 0 0 1

186 7 18 41
Por Ultimo encontramos, 41 cepas de hongos

filamentosos diferentes, los cuales corresponden a dos
géneros gue son: Aspergillus 4 Cladosporium
distribuidos en cuatro especies y un género al que no

se le determino la especie.

NOMERE DEL ORGANISMO LIPOFILICO. PRUEBA DE LIPASA.
Aspergillus flavus. 0,00
Aspergillus fumigatus. 0,00
Aspergillus niger. 57,10
Aspergillus terrus. 12,70
Cladosporium sp. 0,60

Cuadro 3.- Prueba de actividad lipolitica en Hongos filamentosos.
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A continuacion se separaron los microorganismos

por su incidencia en cada uno de los estratos.

ORGANISMOS DE MAYQOR INCIDENCIA EN EL ESTRATO DE SUPERFICIE.
ORGANISMO. ( NOMBRE CIENTIFICO.) INCIDENCIA | PORCIENTO
Bacterias.
Acetobacter liquefaciens. 1 100.0
Acetobacter pasteurianus. 4 667
Bacillus badius. 8 40.0
Bacillus laterosporus. 2 66.7
Bacillus lentus. 1 100.0
Pseudomonas syringae. 10 58.2
Yersenia enterocolitica. g8 66.6
Hongos levaduriformes.
Candida sp .2 1 100.0
Candida sp. 4 1 100.0
Candida sp. 5 2 100.0
Candida sp. 6 1 100.0
Hongos filamentosos.
Aspergillus niger. 10 47.6
Cladosporium sp. 1 100.0
Cuadro No. 4.- Los organismos que por sus caracteristicas
intrinsecas se desarrollan mas selectivamente en la superficie
son: Acetobacter ligquefaciens, A, pasteurianus,
bacillus laterosporus, B. lentus, Pseudomonas syringae,
Yersenia entercolitica, Candida sp. 2 4, of 6,
Cladosporium sp, en el caso particular de Bacillus badius vy
Aspergillus niger, son organismos que se localizan

indistintamente en las tres zonas de muestreo.
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ORGANISMOS DE MAYOR INCIDENCIA EN EL ESTRATO MEDIO.
ORGANISMO. ( NOMBRE CIENTIFICO.) INCIDENCIA | PORCIENTO
Bacterias,
Bacillus globisporus. 1 100.0
Bacillus megaterium. 3 60.0
Micrococus agilis. 2 £6.6
Obesobacterium proteus. bio-organismo 2 3 100.0
Hongos levaduriformes.
Candida sp. &8 2 100.0
Hongos filamentosos.
Aspergillus fumigatus. 3 50.0
Cuadro No. 5.- En el presente cuadro se enumeran los

microorganismos gue poOr sus reguerimientos nutricionales y su
necesidad de oxigeno, agua v pH se desarrollan preferentemente en
el nivel medio a excepcidén de Aspergillus fumigatus,.donde sus
reguerimientos nutricionales vy medicambientales no se ven
afectados, razdn por la que se le localiza indistintamente en las
3 zonas de muestreo.

56




ORGANISMOS DE MAYOR INCIDENCIA EN EL ESTRATO DEL FONDQO.
ORGANISMO. { NOMBRE CIENTIFICO.) INCIDENCIA| PORCIENTO
Bacterias.
Bacillus alcalophilus. 2 50.0
Bacillus brevis. 3 71.4
Bacillus circulans. & 100.0
Enterobacter agglomerans. biogrupo 5 £l 100.0
Pseudomonas viridiflava. 11 52.4
Hongos levaduriformes.
Candida sp. 1 3 100.0
Candida sp. 3 2 100.0
Candida sp. 11 3 100.0
Hongos filamentosos.
Aspergillus flavus. 5 2.5
Aspergillus terrus. 3 60.0
Cuadro No. 6.- En esta zona de muestrec se observan factores

microbiano,
een una mayor
ntan un alto

ambientales mds selectivos para el desarrol
encontrandosé por ello los microorganismos gue po o
capacidad lipofilica ademas de ser los que prese
grado de adaptabilidad.

Los organismos gue en esta zona se localizan son:
B. brevis, B. circulans, E. agglomerans,
P. viridiflava, Candida sp. 1, 3 % 11, A. flavus,
A. terrus. En el caso particular de B. alcalophillus.
se le localiza indistintamente en las tres zonas de

muestreo.
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Discucidn:

Las grasas y aceites son propensas a alteraciones

de origen quimico y microbiano.

Dentro de las alteraciones que sufren las grasas
se tienen, la hidrdélisis causada por lipasas presentes
originalmente en el aceite vy las procedentes de
microorganismos contaminantes externos o de origen. La
presencia o ausencia de microorganismos en el aceite se
ve influenciada por factores tales como humedad, pH,
tensidén de oxigeno y sustancias quimicobiologicas que

u aat utrimento acteri aticos
eden funcionar como nutrimentos o bacteriostatic

ol

(Trager vy col.1992, Sokoloff 14 o1 1859) . Estas
sustancias o) contaminantes incluyen gomas,
fosfolipidos, polvos, fragmentos de semillas, harina y
material proteinico (Horvat, 19839). Dichaé sustancias
al combinarse optimamente c¢on factores tdles como
humedad, oxigeno disuelto, pH y temperatura promusven
el crecimiento microbiano asi como la actividad
enzimatica de los mismos, aunada estd a las enzimas
lipoliticas provenientes de fragmentos de semillas vy
tejido celular, es de hacer notar gue el aceite
extraido por solventes es menos propenso a dicho

deterioro.
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Los resultados que a continuacidén se discuten y
se analizan, se circunscriben a la evaluacidén de los
parametros fisicoguimicos presentes en las tres
diferentes zonas de muestreo (Sup, Med y Fon), del
tangque de almacenamiento estudiado. Ademds de la
caracterizacién de los microorganismos aislados, asi

como su capacidad hidrdélitica.

Al observar los cuadros de distribucidn se pueae
advertir que existe una mayor incidencia de hongos
filamentosos vy |bacterias en la superficie, donde
encontramos valores del 50% para ambos grupos, no asi
en el fondo donde localizamos con mayor frecuencia los
hongos del tipo levaduriforme, registrandose valores

del orden del 53%.

Los porcientos antes registrados se calcularén en

base al mayor grado de incidencia.

En cuanto a los microorganismes aislados en la

superficie, los que mayor capacidad lipolitica
presentaron fueron los siguientes: Bacillus badius,
Pséudomonas syringae, Candida Bp. No.2,

Aspergillus terrus y Aspergillus niger, con valores de
acidez libre porcentual del orden de 1.50, 1.50, 0.08,

12.7 y 57.10 respectivamente.

Para el caso de los organismos encontrados en la
parte media del tangue tenemos & Bacillus megaterium

con una acidez de 1.03% y Candida sp. No. 8 con 0.18%
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de acidez 1libre, ambas como organismos de mayor

capacidad lipolitica en esta zona.

Las especies aisladas en el fondo del tangue
fuerdén: Pséudomonas viridiflava, Aspergillus niger,
Aspergillus terrus, Candidal sps No.3 ¥ 11, con los
siguientes porcientos de acidez libre, 2.71, 57.10,
12.7, 0.84 y 1.87 respectivamente, wvalores gue se

asemejan a los reportados por Koritala (1987).

Después de analizar 1la distribucidén de los
microorganismos se encontrd gque ademds de la densidad
intrinsica de cada grupo, asi como su tamafio existen
otros factores gue intervienen en dicho comportamiento.
Uno de ellos es la humedad, si se considera gque los
organismos levaduriformes poseen una gran actividad
lipolitica (Senez, 1976), y por ello reguleren de una
mayor concentracién de humedad, por otro lado estos
organismos dentro de su desarrollo no producen micelio,
lo cual facilita una mayor precipitacidédn al encontrarse
inmersos en las proximidades de las gotas de agua,
mientras que en el caso de los hongos filamentosos,
aungue estos requieren igualmente de la presencia de
humedad (Horvath, 1839), su produccidén de micelio les
proporciona un soporte gque Jjunto con la tensidn
superficial existente en la interface aceite-agua les

retrasa el hundimiento.




En el caso de las Dbacterias es importante
considerar su tamafio vy forma de agragacién vy
agrupacidén, pudiendo ser estos algunos de los factores
gue influyen en su distribucidén dentro de las tres

zonas de muestreo del tanque de almacenamiento.

Por lo anterior podemos inferir que la humedad
juega un papel de vital importancia en el desarrollo
microbiano, como lo podemos corroborar con el estudio
realizado por Horvath (1939), guien menciona gue las
esporas de hongos filamentosos, que desdoblan grasas
germinan solamente con un contenido de humedad superior

al 0.2% y crecen bien a niveles de humedad superior

al 2%.

t300R — <
Dentro de nuestros resultados observamos gue en

el fondo encontramos valores minimos de 0.728% vy
maximos de hasta 7.36%, por consiguiente en estd Ultima
encontramos altos indices de acidez libre, con titulos

de hasta un 3%, sin tomar en cuenta la acidez de origen

quimico.

Antes de hacer el andlisis de 1los resultados
obtenidos de acidez libre, es conveniente conocer la
distribucidn y contenido total de é&cidos grasos en las

zonas de muestreo.

Al realizar dicho estudio encontramos gue en la
zona de Superficie, se conserva una relacidn de acidos

grasos muy cercana a la reportada por Castanedo (1989),
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en semillas de cértame de la variedad I. Si se toman
como controles los dcidos grasos mas abundantes: Oleico
y Linoleico, donde inicialmente tenemos una relacidn de
1:4, para la zona media contamos con una relacidn de
2:3, mientras que en la superficie se tiene una
relacidén de 1:3 v en el fondo de 1:1, se puede apreciar
que en la superficie la relacidén de &cidos grasos se
acerca mas a la inicial, no asi en el fondo donde dicha
relacién decrece considerablemente. Por otro lado
podemos observar gque el contenidc promedio de &cidos
grasos saturados se ve incrementado con un 1098.73% en
promedio, a diferencia de los insaturados gue tienen un

decremento del 17.99% en promedio.

Lo anterior se explica si se toma en cuenta gue
los organismos presentan una asimilacidn selectiva de
los Acidos grasos, por ejemplo en el trabajo realizado
por Koritala (1987), se menciona que Aspergillus flavus
cataboliza selectivamente al é&cido linoleico, citando

tambien que Amylomyces sp. transésterifica al mismo

acido.

El trabajo realizado por El-Sadany (1986) nos
muestra que en semillas de algodén infectadas por
Aspergillus flavus la concentracién de Acidos grasos
saturados es cuatro veces menor que en las semillas

sanas.




Dentro de la misma linea de investigacidn tenemos
el estudio realizado por Conte y col. (1989) donde al
analizar semillas de girasol infectadas por
Sclerotium baticola encontrardén decrementos en el A4cido
oleico del 12% e incrementos en é&cido linoleico de

hasta 5%.

Von Johnson y col. (1992) por su parte, al
infectar el coce con Rhodotorula glutanis II p-30,
antes de extraerle el aceite observardn que hay un
decremento en los &cidos laurico y miristico, mientras

que los acidos oleico y linoleico se ven incrementados.

Por lo anterior se puede apreciar gque la
actividad 1lipolitica de los microorganismos Jjuega un
papel preponderante en el contenido inicial y final de

los acidos grasos.

La actividad lipolitica de los microorganismos
sobre el aceite de cartamo, se cuantificéd
indirectamente al titular la acidez libre del aceite,
al principio y al final de cada periodo, donde cada uno

consta de siete dias, siendo un total de ocho periodos.

De los resultados encontrados se observd gue los
microorganismos participan con 0.06% de acidez en la
Superficie, 0.1% en la parte Media v 0.8% en el Fondo,
representando una acidez promedio de 0.32% del total

general.
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Al realizar el andlisis comparativo de los
resultados de acidez por medio del estadistico "t" de
student, se advirtio que es significativa la diferencia
de acidez de origen biologica de la guimica, en 1la
parte Media y Fondo de las zonas de muestreo donde se
encontraron wvalores del 16.34 v 2.83 con 7 grados de
libertad, lo cual corresponde a una probabilidad
inferior al 0.02 vy 0.001, no asi para la zona de
muestreo de Superficie .donde la probkabilidad es
superior al 0.05 ,por lo gque en este caso no resulta

una diferencia significativa.

Es importante seflalar que la actividad lipolitica
ademdas de los cambios gue ocasiona en el
triacilglicerido, tambien proporciona un decremento de
pH en la muestra de aceite siendo este ultimo un medio
natural de seleccidén y/o de distribucidn de la

poblacidén microbiana dentro del tangue estudiado.

Para explicar la relacidén del pH con los otros
parametros encontramos el trabajo realizado por Garcia
y Col. (1992) guienes mencionan que Micrococcus sp. en
plena actividad lipolitica infiere cambios en el pH, de
5.6 a 5.4 en un periodo de 30 dias, més sin embargo si
se wutiliza un cultivo mixto de Micrococcus sp.
Lactobacillus sp. se aprecia un decremento en el pH de

5.6 a 4.8 dentro de los tres primeros dias.




Por otra parte Buhler y col.(1987) realizaron un
trabajo muy interesante al cambinar parametros tales
como pH, temperatura y &rea de contacto sefilalando que a
un pH de 5.6, con una temperatura de 30 "C y un Aarea de
contacte en la interface de 12 c¢m?, los organismos
Candida cylindarcea y Pséudomonas sp., en una hora
alcanzan valores de hidrdélisis de hasta 89% de forma

independiente.

Mientras que Warner y col.(1984) reportan gue
Aspergillus niger presenta una actividad lipdlitica de

hasta el 90% en medios de cultivo con un pH de 5.4

Dentro de los trabajos hechos sobre la accidén del
pH en poblaciones microbianas encontramos el realizado
por Andreeva y col. (1985) donde cuantifican el efecto
del pH sobre una poblacién de Candida wutilis, por
examen espectrofotométrico reportan gue a un pH de 2.2
la densidad optica (d.o.) para la poblacidén es de 0.3,

mientras que a un pH de 4.5 alcanza rangos de 14 d.o.

Otra de las causas gque intervienen en la
distribucidén poblaciocnal microbiana son los A&cidos
grasos libres, por ejemplo Sokoloff y col. (1959)
reportan que con una concentracidén minima de 1.28% de
dcido oleico e igual concentracidén para el Acido
linoleico, como acidos grasos 1libres, inhiben el

desarrollo de Candida albicans.
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Hugo (1971), informa gque un alto contenido de
dcido oleico, palmitico y estedrico pueden favorecer la

esporulacidén de Clostridium botulinum.

Una limitante mds que interviene en la presencia
o en su defecto ausencia de micrcorganismos es la
disponibilidad de 03, (Trager y co0l.1992) va gue en
algunos casos, se encontrardn microorganismos
anaerobios facultativos. La disponibilidad de 0p se ve
afectada por 1la tencion superficial y contenido de
oxigeno disuelto en el agua, explicéandose asi 1la

reducida poblacidén microbiana en la parte media del

tanque. El estudio realizado por Bati y col. (1984)
podria explicar, el alto niumero de organismos
levaduriformes en el fondo, del tangue de

almacenamiento estudiado, ya que en su trabajo reportan
que Candida lipolytica regquiere de bajas

concentraciones de oxigeno.

Para poder designar los posibles mecanismos de
degradacidén del triacilglicerido por efecto enzimdtico
microbiano, es necesario analizar los resultados

obtenidos por cromatografia en capa fina.

En primer termino, tenemos gue en la superficie
predominan los 1,3 monogliceridos con un 37.1% respecto
a las dos zonas restantes, en la parte media del
tangque, sobresalen en concentracion los
1,2 digliceridos con un 38% y los triacilgliceridos con

un 34.6% en relacidén al fondo y superficie, mientras
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que en el fondo resaltan los dcidos grasos con un 35.3%
y los 1,3 digliceridos con un 35.7% en proporcidn a la
superficie y zona media. La alta concentracién de
dcidos grasos libres en el fondo se explica si tomamos
en cuenta que el mayor indice de acidez se localiza en
esta zona y por consiguiente la méds alta actividad
lipolitica, sumandose a lo anterior gque los 4&cidos
grasos son mds misibles al agua que una grasa neutra
(Bhagavan, 1978), mientras que en la parte media por
ser la zona de mayor estabilidad fisicoquimicamente
hablando, localizamos el mas alto ©porcentaje de

acilgliceridos.

Por otro lado para poder explicar las diferencias
entre mono y digliceridos es menester estudiar otra
capacidad gque poseen las lipasas, ademds de ser
lipoliticas, refiriendonos en particular a su habilidad
de esterificacidn. Por ejemplo Schmid (1987), menciona
gque a 25 'C Aspergillus niger y Pséudomonas fluorecens
hidrolizan el triglicerido en la posicidén 1,3 mientras

gue Candida sp.es inespecifica.

Warner y col. (1884), por su parte reportan gue
Candida rugosa estérifica en una hora a 25 'C el é&cido
oleico, en 1,2 monoglicerido, 1,2 diglicerideo vy

triacilglicerido formando de esta manera trioleina.
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Jack R. (1965) al realizar estudios concernientes
a la formacién de fosfogliceridos encuentra que
Lipomyces lipofarus, transésterifica digliceridos con
dcidos grasos del tipo 18:1 y 18:2 en concentraciones
de TB..7 v 2.8 respectivamente los cuales son
precursores de la molécula fosfogliceridica, guedando

demostrada su alta afinidad.

Mazuelos Vi (1981) trabajando con lipasa
pancréatica descubre que en forma natural se
esterifican en los carbonos 1,3 del triglicerido 4cidos
grasos saturados y en el carbono 2 del triglicerido
acidos grasos insaturados, dando valores de
esterificacidn para el aceite de cartamo del 82.97% con
el dcido lindleice, en el carbono 2 y para el oleico de

16.38% en la misma posicién.

Niedelman v col.(1984) al trabajar con
Rhizopus arbizus determinan que esté, esterifica oleico
en el carbono 1 del monogliceride, en las posiciones
1,2 / 1,3 del diglicerido, para posteriormente formar
trigliceridos vy de igual manera para Rhizopus delemar,
mientras gue Geotrichum candidum interesterifica
principalmente linoleico.

Por hidrdélisis parcial Park y col. (1988) al

mezclar lipasas de Rhizopus delemar y Rhizopus niveus,

encuentran 1,2,3 monogliceridos y 1,2 digliceridos.
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En resumen podemos mMmencionar gue aungue por
bibliografia y por resultados, en nuestro sistema,
encontramos lipasas del tipo no especificas y lipasas
1,3 especificas, tambien es cierto gue la accidn de las
lipasas no se restringe tan solo a una actividad
lipolitica sino que tambien existe una
interesterificacién al encontrarse en el medio Aacidos
grasos 1libres, sin olvidar gue estos pueden ser

oxidados para formar peroxidos e hidroperoxidos.

69



Conglauelons

En base a los resultados presentados podemos
sugerir que si es importante un control microbioldgico,
asi como la eliminacidén de residuos orgdnicos, ya que

ambos contienen lipasas.

Por ejemplo si tomamos en cuenta el wvolumen de
aceite crudo de un solo tangue con una capacidad de
790,953 1ts. el 0.34% (como triglicerido) representa

una pérdida de 384.18 1lt. diarios por tangue.

En el caso de los acidos grasos libres, estos no
merman la calidad del aceite, va gue son eliminados en

el proceso de neutralizacidn.

Por otra parte, dada la versatilidad de las
enzimas podemos sugerir la utilizacidn de ellas en
procesos tales como: Esterificacidn, epoxidacidn,
hidrdlisis total o parcial de las grasas,
interesterificacién vy modificacién de grasas entre

otras.

Como ejemplo podemos mencionar que al realizar la
hidrélisis de una grasa neutra wvia enzimatica hay un
decremento energético, de costos, residuos,
subproductos y color, si se piensa en la obtencidén de

glicerina.

70



Al interésterificar las grasas se pueden obtener
mono, di y triacilgliceridos con un solo tipo de dcidos
grasos. Compuestos que son altamente utilizados en la

industria de cosmeticos, tensoactivos y alimentaria.

El proceso de modificacidn y emulsificacidn de
grasas puede ser utilizado para producir derivados
lacteos, modificar su textura e impartir sabores

diferentes a dichos derivados.
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