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2. RESUME

Les principaux résultats obtenus lors de notre recherche sont les
suivants:

a) L'enrichissement protéique de la farine de manioc (Manlhot
esculenta) par la technique de fermentation sol ide, grace à
l 'utilisation de champignons fi lamenteux comme Aspergillus Niger,
étudiés au niveau pl lote (10-25 kg matlére séche). L'étude comprend
l' Installation et la mise en marche de prototype de fermenteurs, le
modèle mathématique, les stratégies de controle et les manuels
d'opération; ainsi que l'évaluation nutritionnel le des
échantillons du produit obtenu.

b) L'amèl loratlon de la dlgestlbl 1 Itè de fibres par FS ;
l 'utilisation de supports fibreux comme la bagasse et la canne à
sucre, ainsi que la production d'enzymes hydrolytlques : cellulases
et pectlnases.

c) Des études sur la détoxlflcatlon du café par FS et
l'Isolement de souches capables de dégrader la caféine et leurs
caractéristiques physiologiques et biochimiques.
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3. ENRICHiSSEMENT PROTEIQUE DU MAN10C

3.1. Introduction

Les résultats les plus Important ont été présentés dans notre
premier rapport technique dans lequel sont développés les succés
obtenus. au pl lote, des méthodes de laboratoire par FS (production
de spores et prétraltement thermique des substrats) ainsi qU'une
amorce des modéles mathématiques caractéristiques de nos
expériences, l' Installation et la mise en marche de trois
fermenteurs, qui permettent d'évaluer la production de protéines
par A. nlger avec des rendements trés similaires à ceux obtenus au
laboratoire. De ces travaux, se dégagent la nécessité d'améliorer
le stratégies de controle du procédé, grace à l'aide de programmes
informatiques pour la prise de données en direct ainsi que le
développement de modéles mathématiques quI répondent aux cinétiques
expérimentales, sa résolution numérique et l'évaluation des
paramétres, et enfin la validation des modéles pour le
developpement et le controle des fermenteurs.

3.2. Résultats

Durant ce semestre, un fermenteur pour la FS sur différents
substrats a été Instal lé et mis en marche, cet équipement a été
acquis en France à l'Institut de la Recherche chimique Appliqués
( 1RCHA). Il est de type dynam 1que et cons 1ste en un pétr 1n de
boulangerie avec un double fond et des perforations pour
l'aération. Il a deux moteurs, un pour le bras d'agitation et
l'autre pour la rotation; la vitesse étant variable pour les deux.
Il dispose d'un équipement de controle automatique et une série de
pér 1 f ér 1ques. La descr 1pt Ion déta 1 liée de l' équ 1pement se trouve en
annexe 1, ainsi qU'un manuel d'utl J Isalon et d'entretien, élaborés
par les Ingénieurs Rual Lopez UI Ibarrl et Gilles Bacquet
(Université technique de Complégne), ce dernier ayant effectué ce
travail durant son temps de service militaire comme coopérant
francals à la UAM 1.

L'ut 1 1 1sa t Ion de cet équ 1pement a perm 1s d'adapter un systéme
de saisie de données en continu sur programme basic, adapté aux
cartes d' Interfaces d'un microordinateur Apple 1 le, d'usage
exclusif pour ce fermenteur. Le systéme de saisie des données
fonctionne actuellement sur un seul canal, et transforme les
signaux (pour le moment seulement des températures) digitaux
stockés et sortis Immédiatement sous forme de graphiques. Le manuel
complet de fonctionnement de ce systéme, élaboré par Sergio Huerta
Ochoa et Rual Lopez UI Ibarrl, se trouve en annexe Il.

Actue 1 1ement, 1es travaux sur 1a recherche d'un modé 1e
mathématique se pousulvent. Ils tentent de valider les modéles de
transfert de chaleur, proposés par Gilles Bacquet et Gerardo
Saucedo, détaillés et discutés dans le rapport préalable. Ce modéle
a été substanclef lement modifié par G. Saucedo, qui a révisé la
méthodologie compléte pour résoudre mathématiquement le probléme et
simuler le comportement d'un bloréacteur de type colonne (de 6 cm
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de dlamétre et 45 cm de hauteur comprenant 0.5. kg de MS), avec
lequel s'effectue l'enrichissement protéique du manioc. Cette
méthodo 1og 1e est déta 1 1 J ée dans l'annexe 1 1 1 . On peut y consta ter
que la Justesse des prédictions mathématiques est confirmée par les
résultats expérimentaux obtenus.

Actuellement, ces modéles sont utilisés pour prévoir le
comportement d'un équipement plus Important 25-30 kg de MS dans le
cadre du pl lote dans un bloréacteur. Ces études réalisées par
Isabel le Canes de l'Université de Complégne, au cours d'un stage de
six mols effectué a la UAM l, seront utilisés pour le développement
de la FS de manioc dans ce type de réacteur. De meme, actuellement,
en ce qui concerne l'évaluation économique finale du processus
d'enrichissement, une approximation de l'Investissement nécessaire
pour l'Installation d'une unité pilote (100-150 kg de MS) pour la
transformation par fermentation sol ide de matiéres premléres
tropicales d'origine agricole. Cette unité a été dessinée par
Ingenieur Mariano Gutlerrez, OCtavio Gonzalez et Isalas Ramos.
Cette étude est détaillée dans l'annexe IV, dans laquel le, on peut
voir que le montant global nécessaire pour l' Installation de cette
unité est de 280,000 $ dollars. Dans ce rapport, nous présentons
une étude compléte de la factlbl lité économique de ce procédé.

Avec les équipements pour fermentation sol Ide (FS) décrits
dans ce rapport et le précédent, des lots de manioc ayant suivi
différents traitements ont été produits; sans ensilage (avec une
gélatlnlsatlon partiel le) ou préalablement ensl lés pour des études
u 1tér 1eures, lots qu 1 furent 1nocu 1és par Asperg 11 1us ni ger pour
l'enrichissement en protéines.

Les résultats expérimentaux montrent qu' 11 n'éxlste pas une
différence significative entre les différents prétraltements dans
l'accroissement net de protéines aprés 35 heures de processus.
Cependant, le manioc ensl lé exige un traitement thermique moins
fort dans le cas du manioc non ensl lé, engeandrant une économie
substanclel le dans le processus global. Ces échantillons sont
soumis à une série d'évaluation nutritionnel le,sur rats dans les
locaux de l'Institut National de Nutrition.

La méthodologie employée, et une ample discussion sur les
résultats obtenus par Fernando Canclno et Gustavo Vlnlegra sont
Joints en annexe V. Ces résultats Indiquent une faible
digestibilité. Deux hypothéses en découlent, à vérifier le prochain
semestre. a) Il existe une concentraton élevée de 1"azote
Inorgarnlque émanant du produit aprés FS et b) la composition de la
paroi cellulaire des champignons, principalement formée de kltlne
est pratiquement non digérée par les animaux de laboratoires
utilisés (les rats) ; dans le cas d'utilisation de poulets nous
pensons que ce probléme sera moins Important.

3.3. Discussion et conclusions

Quatre prototypes expérimentaux ont été mis en place, pour
la FS de différents matériaux d'origine agricole. Avec le dernier
prototype Instal lé, nous avons développé une stratégie compléte de
controle automatique moyennant la prise de données en direct et en
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temps réel, qui dans peu de temps, permettra d'Inclure l'usage de
modéles mathématiques similaires à ceux décrits dans ce rapport. Il
est nécessaire de mentionner que les équipements de controle,
périphériques et sondes sont en majeur partie d'Importation.
Cependant, en vue d'une plus grande Intégration nationale,
l'exécution d'un projet avec le Département de Ingénierie
Electrique de la UAM 1, a 1 leu actuellement, pour le développement
d'équipements fabriqués à Mexico.

La faible digestibilité rencontrée (proche 34 %) du produit
enrichi en protéines par FS, 1 Imite son application aux rations
diététiques d'animaux monogastrlques, jusqu'à des concentrations
Inférieures à 2% de la ration normale du poulet par exemple.

Ces résultats conduisent à proposer des modIfications dans
le processus de FS et à améliorer cette digestibilité grace à des
traitements approprIés; physiques, chimiques ou enzymatiques.

Finalement, Il parait indispensable d'établ Ir une nouvel le
stratégie quant à l 'utilisation du produit final et au développemet
de nouveaux produits.
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4. AMELIORATION DE LA DIGESTIBILITE PAR FS

4.1. 1ntroduct Ion

Grace a l 'utilisation de fibres naturel les comme support Inerte
pour améliorer la productivité du processus de FS, et en fonction
des résultats de recherche précédemment obtenus, lia été démontré
qU'avec un ajout de 15 à 30 % de bagasse de canne à sucre dans le
milieu de culture solide, Il est possible d'améliorer jusqu'à 35 %
le taux spécifique de croissance d'A. niger sur manioc.

Probablement, ceci est du au fait que les fibres cellulosiques se
comportent comme un réservoir permanent d'eau et maintiennent une
activité d'eau (Aw) élevée à l'Intérieur du milIeu de culture. de
tel le manlére que l'absence d'eau n'est plus le facteur 1 Imitant de
la croissance des microorganismes. L'usage de fibres dans le
procédé, présente des avantages comme une meilleure porosité du
milieu et une mannlfestatlon plus facl le du substrat. Mals aussi
que 1ques 1nconvén 1ents ; 1a dens 1té apparente des fibres est par
ex em pie t 0 u j ou r spi us fa 1b 1e et dansies mé 1an ge s fin a ux. 1e milieu
de culture de FS requiert toujours des volumes opératoires
supérieurs' la concentration de fibres du produit final sera
fonction de la tolérance des animaux, ceci étant le facteur le plus
limitant.

Dans tous les cas, on a observé que le substrat se consommait
toujours partiellement et que la quantité de sucres assimilables
obtenus aprés FS était toujours élevé. C'est pour cela que nous
avons décidé d'étudier le probléme d'Incorporation de fibres
celluloses à 3 niveaux

a) le développement d'un systéme expérimentai de FS, modéle
qui permettra l'étude de la physiologie et de la biochimie des
microorganismes inducteurs dans la FS, sans problémes d'Induction
enzymatique ou de diffusion de nutriments.

b) l'étude de l 'amélioration de la digestibilité des fibres
ensilées et ayant subles la FS.

c) l 'utl J Isatlon des résultats obtenus avec l'addition de
fibres pour l 'elaboratlon de nouveaux produits, dans le cas
présent, deux enzymes hydrolytlques, cel lulases et pectlnases avec
lesquel les les fibres agissent comme supports et Inducteurs;

4.2. Résultats

Pour l'étude du comportement de champignons fi lamenteux en FS, un
modéle se dégage qui consiste à Imprégner la bagasse de canne à
sucre, lavée ou non, avec des sucres facilement assimilables comme
le glucose et la saccharose, en plus des sels. Ces milieux
synthétiques ont été étudiés au niveau du laboratoire avec A.
nlger, avec bagasse de canne et glucose en colonne de verre par
Er 1c Or 101 •
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Les résultats de ces travaux sont présentés en annexe VI, pour
lesquels on peut constater qu'en plus de l'activité Initiale de
l'eau, 1es facteurs phys 1ques qu 1 1nf 1uencent ces procédés sont 1a
concentration en glucose et la taille de l'inoculum. Une
augmentaton de la concentration de glucose donne de bons résultats
jusqu'à 420 grammes de glucose par litre d'eau en milieu solide,
montrant que les microorganismes employés dans les systémes de FS
présente une grande tolérance osmotique et une bonne éfflcaclté
pu i squ' Ils consomment jusqu'à 80 % du substrat 1nit 1al.

En augmentant la quantité d' Inoculum, les résultats obtenus sont
positifs, raccourcissant le temps de fermentation et augmentant le
taux de croissance, à l'inverse de ce qui se produit dans le cas de
fermentation liquide.

D'autres facteurs physiques étudiés, comme l 'humidité Initiale et
la taille des particules, ne semblent pas avoir d'effet sur les
résultats cinétiques de la croissance d'A nlger dans le procédé
utilisé. Dans cette meme optique, une série d'études réalisées avec
Asperg 1 1 1us ter reus, a eu lieu a 1a UAM l, sur un mé 1ange de canne
et saccharose par Pedro Cleto Gonzalez et Ma. ANtonleta Brlzuela de
l'Institut cubain de recherche sur la canne à sucre (ICIDCA), sous
la direction de Gerardo Saucedo.

Les travaux des chercheurs cubains seront blentot terminés et
seront complétés par des travaux au niveau pl lote a la UAM.

Les résultats obtenus qui se trouvent dans l' annexe VII sous forme
d'une série d'études de mlcrocalorlmétrle,correspondants aux
travaux réalisés par Eric Oriol dans les locaux du CENIC de Cuba,
durant un séjour de trois semaines a la Havane.

De ces travaux avec A. nlger, sur manioc et supports Inertes, s'est
révélée l'existence d'un pic énergétique pendant l'étape de
transition entre la germination des spores et la croissance
apicale. Ce phénoméne a également 1 leu avec les systémes sur fibres
Imprégnées de glucose avec une Intensité croissante, au fur et à
mesure que la concentration du substrat et la taille de l' Inoculum
augmentent.

Les études de digestibilité des fibres demeurent toujours en
suspens et doivent etre faites par l' INIFAP / INRA. Ces travaux
n'ont pas encore été real Is's à cause de la mort du chercheur
francals F. Geoffroy de l'INRA - France.
Comme la production d'enzymes se révéle etre une alternative

Interessante pour les procédés de FS, une étude de caractérisation
biochimique, physiologique et nutritionnel le a 1 leu actuellement
sur un champignon, à capacité de synthése de cel lulase :
Trlchoderma harzlanum.

Une synthése du travail réalisé par les Ingénieurs Leobardo Serrano
et Jorge Avl les sous la direction de la QFB Angeles Aqulahuatl et
du Dr. Sevastlanos Roussos se trouve en annexe VIII. Comme on peut
le constater, T. harzlanum se révéle etre une souche prototrophe
qui croit à des températures comprises entre 15 et 35 C, fortement
halophl le et capable d'utl liser différentes sources de carbone. Ce
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microorganisme germe rapidement en présence de sucres facilement
assimilable comme le glucose ou fructose; en présence d'Inducteur
(cellulose), Il synthétise des cellulases des le départ de
1. 1ncu bat Ion, pré f é r e n t 1e 11emen t 10 r s que 1e PH est 1n f é rieur a 5.

La souche étudiée, présente de bonnes caractéristiques de
croissance et de production de cel lulases dans un milieu sol Ide
contenant de la bagasse de canne comme unique source de carbone et
d'énergie.

D'autres produits présentant un Intéret pour ce type de culture,
sont les enzymes pectlnolytlques qui sont utilisées dans les
Industries alimentaires pour l'extraction, la clarification et la
stabilisation de jus de fruits de pommes, mangue et raisin.

En annexe IX se trouve une étude de marché. les techniques et une
évaluation flnanclére pour la production de ces enzymes par FS au
Mexique. On peut remarquer que les Importations de ce produit
approchait les 350,000.00 US dollars en 1985 et que l 'oportunlté
commerciale réside dans la substitution totale d'un marché
cro 1ssant de produ 1t qu 1 représente actue 1 1ement un vo 1ume de 80
kg A jour d'un produit ayant une activité de 1300 ulAg.

Les avantages qu'offrent la technique de production de ces enzymes
par FS, sont détaillés et discutés dans l'annexe X. Avec la
collaboration du Dr. Agustln Lopez Mungula de l'Université
Nationale Autonome de ~exlco et la QFB Maria dei Refuglo Trejo, une
série d'études a été faite avec utilisation de supports fibreux.
Les travaux se font suivant les techniques de FS et de culture
submergée avec de la bagasse de canne, de la pectine citrique comme
substrat Inducteur, du saccharose comme source de carbone et
d'énergie et des sels, ainsi qU'avec une souche d'A. nlger,
moyennement productive d'Enzymes pectlnolytlques.

La productivité est 5 fols supérieure dans le cas de la FS que dans
le cas de culture submergée, avec l'avantage d'obtenir directement
par FS des concentrés sans passer par toute une série d'étapes
d'extraction. Néanmoins, la stabilité de ces enzymes n'est pas
encore tout a fait satisfaisante, et pour cela, nous pensons
effectuer des recherches pour améliorer sa stabilité et trouver de
nouvel les souches hyperproductrlces de pectlnases.

4.3. Discussion et conclusions

Pour pouvoir comprendre les phénoménes biologiques, trouver les
conditions optimales d'opération et de procédés de transformation
capables de générer des produits d' Intéret Industriel,
l 'utilisation de "modéle" parait Indispensable pour l'étude
physique, physiologique et biochimique des microorganismes et des
substrats Intervenant dans la FS. L'Information obtenue avec ce
type de systéme, 1nd i que qu' 11 est poss 1b 1e d'ut 1liser des
concentrations de substrats trés Importantes sans rencontrer
d'effets Inhibiteurs, et que l'efficacité est bien supérieure a
cel le rencontrée dans les études préalables effectuées en
fermenta t Ions so 11des su 1vant 1es procédés convent 1onne 1s. 11
parait alors possible de produire des métabolites commerciaux comme
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des enzymes hydrolytlques ou des substrats pharmaceutiques, grace a
l 'application de ces types de culture.

Ces travaux ne sont pas encore terminés Ils requlérent des souches
ayant des caractéristIques meilleures que cel les qui sont
disponibles. Actuellement, nous pensons utiliser ces résultats à un
niveau pilote, et étudier en détail, la factlblllté économique de
chaque produit. L'appllcatlon Immédiate de ces résultats pour le
développement de nouveau produit à forte valeur ajoutée permettra
d'ouvrir une nouvel le perspective économique et de nouvel les
opportunités pour les procédés de FS développés dans ce projet.
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5. DETOXIFICATION DE LA PULPE DE CAFE

5.1 Introduction

Ce nouveau volet d'application de la fermentation en milieu sol Ide
concerne la production de nouveaux aliments pour le bétail par
d·toxlflcatlon de la pulpe de café, résidu agro-Industrlel abondant
en Amérique Centrale.

L'hypothése de travail concerne la posslbllté de réaliser une
fermentation en milieu sol Ide utilisant une souche de champignon
fi lamenteux sélectionnée non pas pour sa capacité a synthétiser des
protéines "de novo" , mais d'attaquer spécifiquement une substance
tox 1que présente dans un rés 1du agro- i ndustr 1el, qu 1 par ailleurs
contIent déja des protéines en quantité Importante, mals qui ne
peuvent etre utilisés significativement dans les rations animales
du fait de la présence de cette meme substance toxique.

Nous avons pris la pulpe de café comme modéle pour expérimenté la
validité de cette hypothése, en raison de l'abondance de ce résidu
dans cette région d'Amérique Centrale.

Cependant, sil' hypothése peut etre vér 1 fiée, 1e processus pourra 1 t
etre appliqué a d'autres résidus agro-Industrlels, comme les
tourteaux de coton contenant du gossypol, ou a des produits
végétaux susceptibles d'etre ensuite Introduit en alimentation
animale ou humaine ( graines de soja, haricots ... )

Nous présentons Ici uniquement la premlére étape du travail qui
correspond â la phase exploratoire et méthodologique. Les résultats
seront présentés lors du prochain rapport semestriel.

5.2 Résultats

Une étude portant sur la détoxlflcatlon du café a été Inlclée lors
du présent semestre.Les résultats seront présentés conjointement
par l 'ORSTOM et la UAM 1 lors du prochain semestre a venir. Le plan
de travail complet de cette étude est présenté en annexe XI l' nous
présentons Ici de facon préliminaIre les aspects généraux de la
production et de l' Industrialisation du café dans le monde,de
l'Amérique latine et du Mexique, ainsi qU'une étude bibi lographlque
sur la détoxlflcatlon de la pulpe de café. Nous présentons
également une série d'enquetes réal (sées par S.Roussos dans les
zones de production de café au Mexique. Une enquete sur le café au
Costa Rica avec qui nous avons établi une collaboration. Ces
enquetes visaient a

A. connaltre les conditions de production et le fonctionnement des
"beneflclo" pour le café au Mexique.

B. connaltre les différents niveaux d' Industrialisation et tirer
partI? ln situ? des sous produits générés
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C. d'améliorer génétiquement les différentes variétés de café
ut 11 1sées

D. de cibler les oportunlt·s de transformation blotechnologlque
dans 1e secteur agroa 1 1menta 1re

E. de collecter des échantillons de terre pour Isoler des
microorganismes pouvant permettre la détoxlflcatlon de la pulpe de
café.

Pendant ces visites, des contacts ont été établis avec différents
fonctionnaires de l'Institut Mexicain du Café ( IMECAFE ) et du
secteur local de production, qui ont facilité le tournage d·un fi lm
en caméra vidéo 8 mm, contenant les étapes de culture et de
transformation du café dans les différentes réglons visitées.
Nous avons par ail 1eur s co 1 1ecté 36 échant 1 lions de gra 1ns de ca fé,
de feuilles et de pulpe, et nous avons commencé un travail
exhaustif de selection et d· Isolement de microorganismes capables
de dégrader la cafélne.Pour le moment, quelques 180 souches de
champignons fi lamenteux présentent cette caractéristique.
Ces travaux sur le terrain ont débuté en décembre 1986 et vont se
prolonger ce semestre.

5.3 Discussion et conclusions

L'analyse bibi lographlque a confirmé la possibilité de rencontrer
assez facilement des souches de champignons fi lamenteux capable de
dégrader assez rapidement et spécifiquement la caféine qui peut
etre utilisée comme source d'azote. De meme nous avons trouvé une
méthode spectrophotométrlque trés simple qui permet de doser la
caféine et de suivre simplement la cinétique de sa dégradation dans
des milieux de culture à base d'extrait de café.

Aprés les enquetes de terrain, nous avons une Idée plus précise des
problémes de culture du café comme la sélection et la plantation de
grains, la préparation de la terre, les méthodes de protection des
plants et de la problématique de la roui 1 le (champignon
phytopathogéne qui attaque les feuilles de café). D'autre part, Il
est apparu que l'agriculture et l'Industrie agroal Imentalre dans
l'état de Véracruz présentait un degré d"avancement technologique
suffisant pour permettre 1· Industrialisation du café etla mise en
valeur des résidus, alors que l'état du Chlapas était plus
spécialisé dans la culture du café.
Au Costa Rica, une entreprise valorise une faible portion de la
pu 1pe de café par un tra 1tement s Imp 1e et un séchage' 1e produ 1t
est commercialisé pour l'alimentation anlmale.Au Mexique, l' INIREB
valorise la pulpe de café comme substrat de croissance de
champignons comestibles qui sont commercialisés.
FI na 1ement, 1es souches co 1 1ectées dans l'état de Véracruz,
permettront d'obtenir un nombre suffisant de souches de champignons
fi lamenteux, capables de croltre sur pulpe de café. lisera
nécessaire d'élaborer une stratégie en laboratoire pour
sé 1ect lonner 1es souches ut 1 1 1sab 1es.
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6. FORMATION ET PUBLICATIONS

Depuis l'édition du dernier rapport, la production académique
du groupe de travail de l 'ORSTOM / UAM peut se résumer en 3 points:

a) Formation de personnels

4 théses de licence ont été commencées et 4 autres ont été
achevées (dont 2 pour l'Université de Veracruz).

2 théses de maltrlse ont été commencées, une pour l 'UAM et
l'autre pour l'Université "Iberoamerlcana". Une thése de maltrlse a
été obtenue en génie chimique. De plus une thèse de doctorat est en
cours d'élaboration, réalisée dans les laboratoires de la UAM pour
l'Université de Toulouse (France).

Un coopérant de l'Université Technique de Complégne réal Ise
actuellement ses études de DEA (dlplome d'études approffondies) a
Mexico, et une étudiante de la m"me Université effectue un stage de
six mols.

b) Coopération avec d'autres groupes de travail

Des relations ont été établ les avec différents groupes de
travail au Mexique. Avec l'Institut Technologique de Veracruz, par
l'IntermédiaIre du Dr. Luis David Patlno : échange de souches et de
résultats de la fermentation de manioc en culture submergée; avec
le centre de fixation d'azote de la UAM, par l'Intermédiaire du Dr.
Carlos Huitron : échange de souches de champignons fi lamenteux et
développement d'études physiologiques de spores.

Avec le gouvernement cubain, des relations scientifiques et
techniques ont été établ les et ont donné de bons résultats. Nous
avons accueilli a la UAM deux chercheurs de l'Institut Cubain de
Recherche sur la canne à sucre (ICIDCA) pendant 3 mols et nous
pensons envoyer au moins deux chercheurs mexicains durant le
prochain semestre à l' ICIDCA.

Un chercheur français a réalisé une mission de 3 semaines en
Centre National de Recherches Scientifiques (CEMIC) et attendons
cel le d'un autre chercheur cubain du m"me Institut a la UAM.

c) Travaux de recherche

5 articles ont été envoyés pour publ (cation a des revues
scientifiques mexicaines et étrangéres, 29 autres ont été destinés
a des congrés spécialisés 7 conférences et cours ont été présentés
et nous avons déposé par l 'ORSTOM une demande de brevet
franco-mexicaine au bureau français des Brevets (ANVAR).

Les sujets des travaux mentionnés sont détaillés en annexe
XIV.
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7. CONCLUSIONS GENERALES

7.1. Les travaux concernant l'enrichissement protéique du
manioc sont pratiquement terminés. Les études préliminaires de
factlbl lité de ce procédé blotechnologlque Indiquent qu' 1 1 est
techniquement possible d'enrichir en protéines la farine de manioc
au niveau pl lote (10 - 25 kg), mals que d'un point de vue
économique, ce procédé ne serait pas rentable à Mexico pour
l'alimentation animale, et cela pour deux raisons: la faible
digestibilité que l'on constate sur le produit obtenu et le cout
global du procédé, Il parait dlfflcl le de concurrencer le marché
des concentrés, vu le prix élevé du manioc et l'usage généralisé de
grains à bas prix.

Cependant, pendant cette période de travail du projet, un
procédé complet a été mis au point au niveau pl lote, ce qui
permettra de tester de nouvel les matléres premieres, de nouveaux
microorganismes et de développer de nouveaux produits, sans
modifications importantes de procédé global.

7.2. L'utilisation de supports fibreux comme auxiliaire de la
FS, a ouvert un large champs de recherche basique et appliquée.
Grace aux travaux effectués, une nouvel le étape dans l 'application
des techniques de FS a été franchie; principalement en ce qui
concerne la production de nouvel les Enzymes hydrolytlques
(pectlnases) trés utilisees dans l'Industrie agroal Imentalre, ou la
production de cel lulases Interessantes à bréve échéance. En ce qui
concerne la production d'autres produits par FS, encore plus
Interessants pour l'Industrie, comme les antibiotiques et autres
métabolites secondaires, des études sont en cours au stade du
laboratoire à un stade préliminaire de recherche. En ce qui
concerne la production d'Enzymes pectlnolytlques par FS sur support
fibreux, nous avons sollicité l'appui financier de la CEE, pour un
projet, de 3 ans (à partir de Septembre 1987) en collaboration avec
l 'ORSTOM.

7.3. Les études concernant la détoxlflcatlon de la pulpe de
café sont à un stade préliminaire. Les zones caféléres les plus
Industrialisées ont été sélectionnées, zones dans lesquel les Il
sera possible d'effectuer une valorisation blotechnologlque des
résidus agrolndustrlels.

D'autre part, une grande quantité d'échantillons a été
collectée "In situ", sur lesquels ont été Isolés un nombre
considérable de microorganismes capables de dégrader la caféine.
Pendant le prochain semestre, nous pensons selectionner les
champignons fi lamenteux les plus aptes à détoxlfler la pulpe de
café, définir les conditions d'opération les plus appropriées et
finalement, d'exploiter les résultats, au pl lote avec les
Installations disponibles.
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equipo (una vez instalado
LOS EQUIPOS E INSTRUMENTOS

y ALIMENTADOS (corriente

- 1 -

********************************************
* ** PRE CAU CIO N' *
* *********************************************

Se recomienda NO TRATAR DE OPERAR CUALQUIERA DE LOS
EQUIPOS Y/O INSTRUMENTOS ANTES DE LEER COMPLETAMENTE EL
PRESENTE MANUAL DEL USUARIO.

Una vez hecho esto, se recomienda identificar cada una de
las partes que se senalan en la descbipciOn deI equipo CON
LA AYUDA DEL MANUAL.

Se recomienda NO ABRIR LOS PANELES DE CONTROL CUANDO EL
EQUIPO ESTA ENCENDIDO.

ES NECESARIO EVITAR DESCARGAS DE CORRIENTE ESTATICA A LOS
CIRCUITOS ELECTRONICOS, 10 qur se legra tocando antes el
50porte interno de los paneles.

Cuando se ve a operar el
secci6n III> verificar que TOnOS
ESTEN CORRECTAMENTE CONECTADOS
eléctrica y aire comprimido>.

En case que se requieran mayores especificaciones
tfcnicas de los instrumentos y equipos, se recomienda
CONSULTAR LOS ANEXOS TECNICOS ESPECIFICOS.
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INTRODUCCION

-las bombas volum~tricas,

tres partes principales: el
control automâtico y los

de
de

equipos periféricos consisten en: 2
una balanza con registrador digital

secci6n dei manual se describen los
las instrucciones de instalaci6n y
los datos de funcionamiento de

-la bAscula de 600 Kg de capacidad,

-el controlador de temperatura y

-el sistema dei programador de operaciones,

El equipo de control automâtico se divide en tres
pAneles: panel de control general, panel de registro y
panel de aeraci6n (Secci6n II).

-el registrador potenclom~trico.

-circuitos eléctric05 "dei sistema de control
general,

Para ampliar las especificaciones técnicas
especlficas respecte a los instrumentos y equipos, se
cuenta con algunos anexos proporcionados por los fabricantes,
de esta manera, se presentan anexos para:

En la tercera
servicios requeridos y
operaciOn, detallAndose
cada equipo.

Finalmente los
bombas volumétricas y
(SecciOn II).

El fermentador consiste en una olla de tipo amasadora
de harina, con doble fonde con perforaciones y un brazo
agitador adentro (Secci6n 1).

El presente manual es un documento técnico de un
equipo piloto para fermentaciones en media s6lido
construido en Francia por el Instituto Nacional de
Investigaci6n en Qufmica Aplicada (IRCHA).

El equipo consta
fermentador, el equipo
periféricos (fotograffa 1).

1
1
1
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-botOn para control manual 0 automAti~o,

J. FERMENTADOR Cfotograflas 1 y 2)

protegido contra las sobrecargas
2 fusibles t~rmicos de 6 y 22

- girar la palan~a deI seguro de la olla Cf)
liberAndolal

- levantar el brazo agitador Ce) aprox. 90 gradosi

- levantar la tapa deI fermentador Cd) aprox. 90
gradosl

- abrir el seguro deI brazo agitador Ca) girando el
tornillo de bloqueo Cb) y desplazando el tornillo
de seguridad C~)I

La olla, para facilitar su descarga y limpieza, tiene
la capacidad de levantarse verticalmente CFigura 1), para 10
~ual se requiere seguir los siguientes pasos:

-interruptores independientes tanto de ~n~endido

~omo de apagado para ~ada motor,

-interruptor de emergencia y luz indi~adora de
alimenta~i6n.

-int~rruptor principal de en~endido-apagado,

El tablero estA
el.~tri~as por medio de
amperes de capacidad.

El equipo estA soportado en un. estru~tura m6vil
~on ruedas que permite desplazarlo y también posee un
dispositivo que fa~ilita depositarlo sobre la balanza girando
una manivela. El fermentador tiene una tapa m6vil dividida
en dos partes: una de prote~ci6n deI brazo agitador y otra
con varillas desmontables que sirven de soporte para los
sensores de temperatura y pH Y para el aspersor.

Para . realizar el ~ontrol automAtico deI
fermentador, es necesario ~one~tar el cable deI tablero al
equipo de ~ontrol descrito en la se~ciOn II y pon~r el
bot6n correspondiente en -AUTO· Cver sec~i6n III).

El fermentador ~onsta, de una olla tipo amasadora de
harina ~on doble fondo y perfora~iones para aeraci6n y de
un brazo agitado~. Tiene dos motores, une para el agitador y
otro para la rotaci6n de la olla, ambos ~on velocidad
variable. Su tablero de ~ontrol posee:
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- quitar la barra d~ conducci6n y protecciën dei
equipo (g> y

levantar la olla haci~ndola girar hacia el lugar
donde se coloca la barra de conducci6n.

En ~sta posiciën es posible tener acceso al motor
de la olla y al sistema de admisi6n de aire-vapor. el cual
consistE en una abrazadera hexagonal que en su interior posee
dos ernpaques c6nicos que la hacen herm~tica.
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Il. EQUIPa DE CONTROL AUTOMATICO. (fotograffa 3)

- El .. equipo de control esta constituido par 6 elementos
principales que rigen la ~otalidad de las operaciones:

1 - unidad de alimentaciOn general de aire
comprimido;

2 - unidad de electrovAlvulas que distribuye los
flujos de aire comprimido segdn las necesidades

y la aereaciOn bAsica;

3 - unidad de regulaciOn de la vAlvula de aire
en funci6n dei tiempoJ

4 - unidad de regulaciOn de t~mperatura y
programador de operaciones;

5 - unidad de lectura de pHJ

6 - unidad dei registrador grAfico.

AdemAs, se encuentran los equipos perif~ricos

siguientes:

7 - balanza de 600 Kg de capacidad con registrador
digitalJ

(se recomienda alimentar esta unidad con aire comprimido a
6 bare~)

- 2 a 3 bares para la aeraci6n

- 4 bares para destapar orificios de aeraciOn

AIREDE

de aire
seri. se

GENERAL

una alimentaciOn
2 man6metros en

- el el&vador dei sensor de pH

8 - 2 bombas volumétricas.

Esta unidad recibe
comprimido y por media de
distribuye con una presi6n de,

II.1 UNIDAD DE ALIMENTACION
COMPRIMIDO(fotograffas 6 y 7)

~
~,
,
,
,
,
,
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11 • 2 - UtilMD. DE ELEUR.Qv.AWlUJ..a5
(fotografl&s 6 y 7)

cielo

Esta unidad esta constituida por:

~ll~ ~ ~~~~~ ~ ll~~~~A ~~ ~

(fotograffa 4)

UtilIlAIl DE L.A ~Al.~~ tlLlIOl18llc.A (fotograf f as 6

1 motor a velocidad constante que actda sobre una
resistencia variable para el registro dei tiempo acumulado de
agitaci6n ( ~~~ 2 dei registrador)

- 1 regulador de temperatura

1 programador con discos que determinan el orden y
duraci6n de las operaciones durante un cielo de agitaci6n

- 2 relojes -----) tiempo de agitaci6n
-----) tiempo de espera entre cada

Permite la distribuci6n dei aire comprimido para
las distintas operaciones (Figura 2).

Esta unidad contiene una vAlvula d~ alta
precisi6n (Whitey SS2RS4) controlada por un motor paso por
paso. El conjunto se controla por un circuito electr6nico
especlfico para la regulaci6n con este tipo de motor (SAA
1027). Este circuito de regulaci6n recibe los impulsos de
un reloj elecpr6nico (NE 555) n~cesarios para abrir la
vAlvula ••gdn 12 escalas de tiempo de 0.5 hasta 6 horas y
ademAs tiene velocidad rApida 0 lenta para la operaci6n
manual de la vAlvula.

Tambi~n cuenta con una resistencia variable,
acoplada a la vllvula, que permite registrar su posici6n
(apertura) y graficarla en el ~na~ ~ deI registrador.

II. 3
Y 7)
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El conjunto de las operaciones esta determinado por
el programador cuyos discos No.! y No.2 coresponden a las
posiciones de espera entre cada cielo y durante la
agitaci6n, respectivamente. (Figura 3)

El disco No.! conecta el reloj deI tiempo de espera
programado entre cada cielo de agitaci6n. Después de este
tiempo el programador se activa y al girar pone en marcha las
operaciones siguientes:

registro en memoria deI nivel actual deI pH (para
decidir la adici6n de Alcali);

apertura de la vAlvula de aire deI circuito
deI aspersor;

- elevaci6n deI sensor de pH y

- se coloca en posici6n de espera No 2 y se detiene.

En esta posiciOn se activa el reloj deI tiempo de
agitaci6n durante 10 cual el equipo realiza las operaciones
siguientes:

- activar motores de agitaci6n (brazo agitador y
olla) y el motor de registro deI tiempo de
agitaci6n (resistencia)J

apertura de la vAlvula de aire al fermentador;

- activar bomba de agua en el sistema deI aspersor y

- activar bomba de Alcali si el pH es inferior a la
referencia.

Al final deI tiempo de agitaci6n, el programador se
activa nuevamente y realiza las siguientes acciones:

- desconectar motores (brazo agitador, olla y
registrador deI tiempo de agitaci6n)J

- desconectar bombas (agua y Alcali)J

desconectar la apertura de la vAlvula de aire al
fermentadorl

- bajar el sensor de pH a la masal

- cerrar vAlvula de aire deI circuito deI aspersorJ
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de gasto en el rotâmetro y

- activar registro de pH;

dos ciclos
vuelta deI

entre
de una

de espera
(duraci6n

(fotograffa 5)

minime
minuto

equipo consta de un potenci6metro y un
indicador de cuarzo llquido conectado al
registrador grâfico. Al frente presenta los

permite su calibraci6n y seleccionar el pH de
cuales se seùalan en la figura 4.

el ~lectrodo de pH requiere una soluci6n 1.0 molar

II.5 - U~DAn DE EH

NOTA:
de KC 1.

reestablecer nivel de aeraci6n normal, con lectura

- el programador se coloca en la posici6n de espera
inicial.

cerrar vâlvula deI circuito de aire al
rotametro;

descarga de aire a presi6n mAxima al fermentador
para destapar los orificios de aeraci6n (5segundos);

El control de pH es de tipo todo/nada (Figura 5) y
actda sobre una bomba volumétrica que adiciona una
soluci6n alcalina al circuito de espreado durante el ciclo
de agitaci6n, cuando la lectura registrada es inferior al
nivel de referencia. Esto dltimo se hace necesario en el
caso que se requiera controlar el pH de forma artificial,
aunque se recomienda utilizar amortiguadores bio16gicos en
eltmedio de cultivo (como urea).

Este
regulador con
~n..al.;3 deI
controles que
referencia 105

Cuando la temperatura de la masa es superior a la de
referencia, el controlador de temperatura rompe el ciclo de
espera normal y el programador inicia un ciclo de agitaci6n
hasta llegar a la posiciOn de espera No.2J se mantiene
asl hasta lograr una temperatura inferior a la de
referencia. En ese momento se completa el ciclo descrito.

El t i empo
completos es de 1
programador) •
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** PARA MAYOR 1NFORMAC10N CONSULTAR EL ANEXO ESPEC1F1CO **

11.6 - ~I..DAD IlEL BEûl..SIBflDOR (fotograffa 3)

Este registrador grâfico realiza lecturas
simultâneas de 6 canales diferentes y tiene una velocidad
de avance deI papel que permite relacionar la distancia
recorrida con el tiempo. En su parte interna se localizan los
controles de calibraci6n para la escala, velocidad de
avance deI papel y velocidad de impresi6n de las plumillas.
Las plumillas son intercambiables de forma sencilla al igual
que el papel. Para detalles de operaci6n 0 modificaci6n
consultar manual especlfico (JUMO Mesure et regulation).

La especificaci6n de los canales es la siguiente:

Canal 1: temperatura deI producto (violeta)

Canal 2: ciclos de agitaci6n (café)

Canal 3: pH (azul)

Canal 4: apertura de la vAlvula de aire
(caf~ rojizo)

Canal ~: temperatura No.2 (verde)

Canal 6: peso (negro)

** PARA MAYOR 1NFORMAC10N CONSULTAR EL ANEXO ESPEC1F1CO **

II.7 - U~UBn DE BEûl..SIEO DE EESO (fotograffas 3 y 8)

Este equipo cons ta de una balanza con capacidad
mâxima de 600 Kg Y un registrador digital que registra el
peso total deI fermentador. Al lado de la lectura digital se
encuentran los controles para determinar: cero correcto, tara
a cero, inmovilidad y teclas de prueba. La lectura digital
deI peso se reporta en el ~anal 6 deI registrador en forma
continua.

** PARA MAYOR INFORMACION CONSULTAR EL ANEXO ESPECIFICO **
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Son bombas ajustables en volumen unitario y en
frequencla de pulsaci6n. Se calibran al inicio de cada
experimento para que operen a un gasto determinado, tanto
para adicionar agua 0 Alcali segun los requerimientos
especlficos. El rango de operaci6n varia desde 0.02
hasta 2.8 ml/min.

** SE RECOMIENDA EVITAR PRENDER y APAGAR DEMASIADO **
** LAS BOMBAS PARA NO DA~AR SUS CIRCUITOS ELECTRONICOS **
** PARA MAYOR INFORHACION CONSULTAR EL ANEXO ESPECIFICO **
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III. OPERACION DEL EQUIPO

la parte trasera deI

de compresora con filtro de aire,

el~Lr~a 110 volts 60 Hertz
y neutro) y con tierra fisica ( ±

este proposito, es necesario retirar las tapas
deI rack para tener acceso a las conexiones de cada

- el cable de control deI tablero deI fermentador
(motores) J

Por
traseras
panel.

111.1.2 ColocaciOn de los equip05 (fotografia 1)

111.1.3 AlimentaciOn y conexiones(fotografias 4,5 y 6)

Alle J:c..m~i.m1.d.a
presibn minima de 4 bars.

111.1.1 Servicios requeridos

Se recomienda colocar los equipos con sus perifèricos
de la forma seùalada en la fotografla citada.

Las conexiones se realizan por
equipo.

El fermentador puede funcionar tanto manualmente como
de manera completamente automatizada. Por esta raz6n casi
la totalidad de las conexiones salen 0 pasan a travès deI
equipo de control.

Los paneles son movibles independientamente por medio
de un soporte con ruedas que permite sacarlos por el frente y
tener acceso al interior de cada uno.

Al panel de control general, panel superior
(fotografla 4), se conectan (de izquierda a derecha):

In.sul..aù~

monofAsica (positivo
10% de tolerencia)

~pC~ : de caldera con regulador, presiOn requerida
• 0.5 Kg/cm"'2.
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- sslida deI cable al panel de registro grAfico;

- salida de los cables al panel de aeracibn;

- entrada deI cable deI sensor de temperatura 2
(opcional);

- entrada deI cable deI sensor de temperatura deI
fermentador y

- fusible (1.5 Amp.).

- entrada de la manguera deI rotàmetro;

- salida de la manguera al rotàmetro;

- salida de la manguera para el aspersor y

- entrada deI cable deI sensor de pH;

seequipo,

(fotografla

deIinstalacibnla

de aeracibn, panel inferior
(de izquierda a derecha):

de registro y lectura de pH, panel central
se conectan (de izquierda a derecha):

completar

- salida de la manguera para aeracibn deI
fermentador.

- salida de la manguera para descenso deI sensor
de pH;

- entrada deI cable deI registrador de la balanza;

- salida de la manguera para elevacibn deI sensor
de pH;

- salida deI cable de control de la bomba de agua;

- entrada de la manguera de alimentaci6n general
de aire comprimido (6 bares);

- salida deI cable de control de la bomba de Alcali y

Para
necesita:

- salida analbgica a interfase (ADALAB).

Al panel
6), se conectan

Al panel
(fotografl a 5),,

,
,
,
,
,
,
,
,
,
,
,
,
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conectar la manguera de entrada de aire al
fermentador;

conectar las mangueras de entrada de aire al
elevador deI sensorde pH (inferior:elevar,
superior:bajar);

- unir las mangueras de las salidas de las bombas y
la entrada de aire al asp~rsor y conectar este
circuito al aspersor (Figura 6);

- conectar el cable de la balanza al enregiistrador
digital y

- verificar la alimentacibn deI fluido respectivo
de lasbombas en tanques de 10 litros mlnimo.

111.1.4 Encendido de los equipos e instrumentos.

Para encender los equipos e instrumentos
fermentador se requiere realizar las conexiones
alimentacibn referidas en la secciOn anterior (secciOn
111.1.3), VERIFICAR que el tablero de control d~l fermentador
estè colocado en posiciOn -MANUAL- y su perilla de
.ncendido (color negro) se encuentre en posicibn -0-,
VERIFICAR que ronDS los contactos de control estèn
colocados en posicibn -CERO- y conectar TODAS las unidades
que requieran energla elèctrica (que son todas, excepta
el panel de aeracibn).

En el caso deI tablero deI fermentador, para encender
el equipo, la perilla de encendido se coloca en posiciOn
-1- girandola en el sentido de las manecillas deI reloj y la
luz deI indicador de encendido -EN SERVICE- se encenderà
indicando que esta alimentado. El botbn de paro de
emergencia (color rojo) debe estar desconectado. Esto se
verifica girandolo en el sentido deI movimiento de las
manecillas deI reloj, si salta a una posicibn mas alejada
deI tablero significa que se encontraba enganchado en la
posicibn de -encendido-, si no es asl se encontraba
-desconectado-.

Una vez realizadas las operaciones anteriores, los
paneles de control y de registro se encienden colocando los
contactos de encendido en posiciOn -M- (de ~n marcha), que
para el caso deI primera se localiza en la parte inferior
izquierda deI panel de control, y los deI panel de registro
se localizan: el de registro y control de pH, en la parte
superior deI potenciOmetro (zona central 5uperior deI
panel) y el deI registrador- potenciomètrico en la parte



c) VAlvula automAtica: fijar velocidad de apertura
de la vAlvula automAtica de aeracibn seg~n el gasto
mlnimo requerido y el tiempo total de fermentaci6n (se
recomienda calcular la apertura màxima con base en el
tiempo total de fermentacibn, tomando en cuenta que la
vAlvula se abre en cada ciclo de agitaci6n; por ejemplo,
usando como sustrato papa y como inbculo A~ nisec , para
una fermentacibn que dura 30 horas se calcula un tipmpo d~

apertura mAxima de 3 horas -10 % aprox.- co~ U~~ velncidad:
lenta, y un nivel de pulsacihn ne 6).

**~I.XX••*****************•• XXX*****XXII •• I**.XXX.XXX***X.X1 X*********
* ** LA CARGA MINIMA DEL REAC ION SE DEFINE POR EL NIVEL DE SUSTRATO ** SECO NECESARIO PARA TOCAR LA PARTE INFERIOR DEL SENSOR DE ** TEMPERATURA y LA MAXIMA SE DETERMINA CUANDO EL NIVEL DEL MISMO ** A LA HUMEDAD DE OPERACION, ALCANZA ENTRE 5 Y 10 CM. DEL DOMO. *
* ***.IX*************************KllK.KKK •• ~.****************************

*********

b) pH: calibrar el potencibmetro con dos soluciones
buffer, sumergiendo el sensor y el cable de tierra (ne9ro) en
estas. El primer buffer se ajusta 9irando el segundo tornillo
de arriba a abajo deI lado izquierdo (letra -E-) y el segundo
9irando el tornillo abajo de èste (tambièn letra -E-)
situados en el tablero deI potencibmetro (panel central) 
ver seccibn II.5 - • Para seleccionar el pH de referencia,
inclinar la palanca superior a la derecha (posicibn -20R-)
para visualizar la referencia actual seùalada con un signo
negativo y a*ustar la nueva referencia girando el tornillo
superior deI lado derecho (hoyo -2-), manteniendo la palanca
en dicha posici6n.

9asto deseado para cada bomba

- 14 -

la carta de registro (Fotografla 3). Al
luces indicadoras de encendido situadas

111.2.1 Calibracibn general

a) Bombas: ajustar el
(ver seccibn II.8).

l l l • 2 Q~RAc..ImJ

superior deI tablero de
hacerlo, se encenderAn las
junto a los interruptores.
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111.2.2 Gelatinizaci6n

- coloc~r en la posicibn ·MANUAL· el fermentadorl

ajustar los tiempos deseados entre ciclos
izquierdo) y de duracibn de los mismos

el panel s~perior, girando la caràtula
escala de tiempo (6 seg, 60 seg, 60 min, 6
inferior derecha de cada uno, con la llave
propbsito.

f) Relojes:
de agitaci6n (lado
(lado derecho), en
de 105 mismos y la
hr), en la pArte
especial para dicho

Esta operacibn se realizi de manera manual utilizando
la balanza y el equipo de control unicamente como indicador y
registrador de peso y temperatura, para 10 cual se requiere:

h) Registro gràfico: el registrador gràfico realiza
lecturas simultàneas de 6 canales diferentes y tiene una
velocidad de avance deI papel que permite relacionar la
distancia recorrida con el tiempo, por 10 que se necesita
seleccionar la hora ·cero· de lectura. Esto se logra abriendo
la puerta de acrllico deI registrador, retirando el soporte
deI papel y girando el eje inferior de èste hasta la
posicibn deseada.

g) Temperatura: seleccionar la temperatura de
referencia a la cual se desea que act~e el control
automàtico presionando el bot6n deI lado izquierdo deI
indicador digital de temperatura (panel superior) que seùala
la referencia actual. Mantenerlo presionado y fijar la nueva
referencla girando la perilla deI lado derecho deI mismo.

e) Balanza: calibrar el peso en ·cero correcto· con la
balanza vacla (tolerancia ~ 2 Kg.). Colocar el
fermentador sobre la balanza y anotar el peso deI mismo
vaclo (referencia). Si se prefiere se puede trabajar en
peso relativo, tarando el equipo vaclo.

d) Aeracibn: ~iU5t~r la presibn de alimentaciàn
deI pan~l' dp a~racibn registrada en los man6metros de
dicho panel y en el rotàmetro. Las presiones requeridas
son: entre 4 y 6 bares para la aeracibn general y entre 2 y
3 bares para la vàlvula automàtica, que se ajustan con
las perillas colocadas en su parte inferior. El gasto de aire
inicial en el fermentador se establece por medio de la
perilla de ·AIRE DE LATENCIA· y ~~ 1e~~ en el
l:.CUm..ellQ se. iie..be. ab..J:i..l:. il ~bl.~a iie. .la ~aJ:i..e. SJ.,Hl.ec...i tu:
d...e.l m~m.JJ lltl.lQL n..al:.an..ial. Una vez estab 1ec i do el gasto
inicial, se cierra la vàlvula deI rotàmetro y la
vàlvula de apertura automàtica controla el gasto durante
la fermentacibn.
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- colocar en posiciOn ·0 (CERO)· el programador
en el panel de control;

- calibrar la balanza y anotar el peso de referencla;

- poner el SU5trato seco en la olla;

- poner en marcha los motores de agitaciOn;

- m~zclar la solucibn de sales con el sustrato por
medio deI aspersor, usando las bombas manualmente
(~in cable de control);

- con~ctar el vapor a la olla (presibn 0.5 Kg/cm A 2);

dejar subir la temperatura hastD la de gelatinizacibn

y mantenerla durunte el tiempo necesario;

- desconectar el vapor, vaciar la olla y

- destapar los orificios deI doble fondo.

111.2.3 FermentaciOn

- proporcionar las soluciones requeridas a las bombas;

- conectar las bombas al control automàtico
(panel central);

automàtico '~proceso de controlPara iniciar ~l

necesita:

************.J.K.*********************************
* ** PELIGRO: RETIRE EL SOPORTE y EL SENSOR DE pH ** ANTES DE CONECTAR VAPOR A LA OLLA *
* **KKXXXXX*****************************K.XX.********

Para realizar una corrida de fermentaciOn
autornatizada, se requiere ~~~ac ~s c~~~~es ~

iDs~alacibn X ~nexiQn ya mencionadas (secciOn 111.1).
Para la etapa de inoculacibn se realizan las 6 primeras
operaciones seùaladas en la seccibn anterior
(gelatinizacibn) utilizando el sustrato gelatinizado y el
inoculo en soluciOn en lugar de las sales. Al tèrmino
de la adicibn deI inOculo, se completa la
humidificacibn deI sustrato con agua (esta etapa funciona
tambi~n para despejar el inOculo residual en el
circuito).
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1 11. 4 AYUDA

1 1 l • 3 MtWIEtiU1.lEnIO

en posici6n
descargarla

la balanza
vertical y

- colocar en posiciOn de apertura -0- la vàlvula
automàtica de aeraciOn y en posiciOn -AUTO-
su control.

- seleccionar el nivel minimo de aeraci6n
(panel inferior);

- seleccionar el pH de referencia <panel central);

- colocar en posiciOn -AUTO- el tablero deI
fermentador, el programador y el mot or de registro
de ciclos de agitaciOn (-Recopie cycle-) y

- seleccionar la posiciAn inicial deI papel deI
registrador;

- seleccionar la temperatura de referencia
(panel superior);

- seleccionar los tiempos entre ciclos de agitaci6n
y duracibn de los mismos <panel superior);

- colocar la vAlvula automàtica de aeraci6n en
posicibn inicial <cerrada) y seleccionar la
velocidad de apertura de la misma <panel superiorl;

En algunos casos se pue den presentar problemas para
operar el equipo. por 10 q~e aqul se presentan al~uno$ de
los posibles problemas mas comune~ y las causas que 10 pueden
originar. Hediante el u~o frecuente deI equipo. el operario

Se recomienda proteger al equipo en general de factores
ambientales como altas temperaturas, polvo, agua. a~imales

indes~ables. etc.

El fermentador debe lavarse con agua y jabOn al final
de cada experimento.

Es importante mantener
horizontal ~NCA en posiciOn
cuando no se estb utilizando.

Se recomienda cambiar el electrollto deI sensor de pH
cada 3 corridas y debe guardarse sumergido en agua destilada.

.\
1
.II
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se faQiliarizarb con el funcionamiento correcto deI misnlo,
provocando que las suger~ncias que aparecen aqul resulten
obvia~.

111.4.1 Irregularidades.

En el caso de que en alguno de los equipos no encienda
el botOn indicador de encendido, se puede deber a que no
estA correctamente colocada la clavija de alimentaciOn
el~ctrica 0 que no se ha colocado en posiciôn -H- (0 -1-,
en el caso deI fermentador) el interruptor de encendido.

Si a pesar de haber verificado esta, el equipo de
control no enciende, se puede deber posiblemente a que se
haya que~ado el fusible de protecci6n, par 10 que se
recomÎenda revisarlc (se localiza en la parte posterior deI
panel superior).

Si cualquiera de los indicadores con que cuenta el equipo
(temperatura, pH y peso) seùala lecturas incoherentes, ceros
0, incluso, no enciende, se debe p~obablemente a que no se
encuentran correctamente conectados a los sensores
correspondientes, por 10 que se recomienda verificar dichas
conexion~s.

En caso de que en el panel de aeraciôn no se registre
presiôn en los manOmetros, se puede debe~ a que las
vAl vu las que se encuentran bajo los mismos se encuentre~

cerradas (ver secciOn 111.2.1 inciso dl. Si a pesar de
verificarlas no existe presiOn en el sistema se puede deber
a que no se encue~tra alimentado con aire comprimido por 10
que se debe verificar la conexiOn de alimentaci6n general
de aire comprimido (parte posterior deI mismo panel> 0 en su
defecto comprobar si existe aire comprimido en la Ilnea de
alimentaciOn de compresor.

Si el pe~o registrado no varia adecuadamente al adicionar
sustrato 0 cualquier materia al fermentador, se puede deber a
que no estA correctamente depositado sobre la balanza a par
una defectuosa conexiOn deI sensor.

Cuando el motor de agitaciOn 0 el de rotaci6n de la
olla no responden al mando manual 0 automAtico de puesta en
marcha Y SE ESCUCHA UN GOLPETEO DENTRO DE LA C~JA DEL TABLERO
DE CONTROL DEL FERMENTADOR, ocurre que los elementos
tèrmicos de protecci6n deI mismo rechazan la carga que se
les estA administranda y la consecuencia es que no arrancan
los motores. Esta puede ocurrir de manera ordinaria al inicio
de cada experimento. La soIuciOn que se propone, en primer
tèrmino, es el de intentar DE FORMA MANUAL poner en marcha
los motores presionando los botones de arranque (de hule,
coler negro> y de pare (de hule, color reje) que se
encuentran en la parte superier derecha de dicha tablero
alternando une y otro, para cada mater. De no lograr dicho
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prop~sita, ABRIR cot~ CUIDADO la caja deI tablero quitando
el tornillo de seguridad que se localiza en la parte central
deI ~xtremo izquierdo de èste y presionar el botèn de
marcha deI motor que no encienda. De esta forma se tiene
acceso a los element05 tèrmicos de proteccièn (cajas
n~gras de baquelital. PRECAUCION: *** RECUERDE QUE EL EQUIPO
ESTA ALIMENTADO CON CORRIENdE ELECTRICA ***. Los botanes
rojos en la part~ inferia~ de las cajas negras, dentra de la
caja deI tablero, se deben d~slizar cada vez que oprima el
botbn de marcha. Lacalize la caja que rechaza la carga (la
que praduce el ruido al accionar el botbn de marcha) y
oprima UNICAMENTE el botbn deslizable que se encuentra en
la parte inferiar de la caja. Repetir èsta operacièn
tantas veces sea necesario hasta lograr que no sea rechazada
la orden de marcha.
Si a pesar de esta aperacibn el motar de rotaci6n de la

o11a no enciende, (es el qUE mas probabilidades tiene de
r.accionar asl, sobre todo cuando se encuentra vacla la
olla), se recomienda favorecer el movimiento de rotacibn
(para romper la inercia) girando la olla en el sentido
inverso deI movimiento de las manecillas deI reloj.

111.4.2 Emergencias

El caso mas comdn de emergencia que se puede
presentar en la operacibn deI equipo, es que la olla, el
agitador, 0 el resto de las operaciones se pongan en
funcionamiento (manual 0 automàticamente) cuando el resto
deI equipo no se encuentra dispuesto para operar propiamente
(Por ejem. las mangueras estèn mal colocadas 0 sin
conectar, objetos extraùos al equipo sobrE la olla, etc.).

Para este tipo de casos la soluci6n es desconectar 10
mas rApido posible el equipa involucrado, que en el casa
deI tablero deI fermentadar se lagra presionanda el botbn
d~ paro de emergencia (color rojo) mencionado en la seccibn
anterior (irregularidades) y para el casa deI equipa de
contro,l se logra calocanda en la posici6n -A- (de apagado)
los interruptores de encendida.

Una vez ~pagado el equipo, se corrige el desperfecto y
se reinicia el experimento.
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7.03

6.26

6.109

9.59778

98

79

92

56.2

56.16

56.42

55.32

4

4.1

3.95

4.05o

18

23

26

Tabla 4. Cinêtica de fermentacièn en -Petrin- con papa

Tiempo de Azucares
incubacion ! pH Humedad totales Proteinas

(horas) ! (%) (%) (%)

-----------!------------!------------!------------!------------!
! ! ! ! !

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

!-----------!------------!------------!------ I_- !

1
P
Ilp
Il
Il
Il
Il
JI
fi

42 4.275 58 67.15
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3.455

3.477

5.925

6.56

Proteinas
(~> l

97

96

90

96

Azucares
totales

(%)

41.96

41.07

42.01

41.59

Humedad
(,. )

5.45

5.55

5.3

5.55

pH

2

18

21

25

Tabla 5. Cinètica de fermentacibn de yuca en ·Petrin-

Tiempo de
incubacion~

(horas) !

1 -_1--_--- 1 1 ------._- 1
· . . . .

!-----------!------------~------------!------------!------------!
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. . .

1 1 1 1 ---_--1_- 1
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1 -_-1_--_-- 1 1 1_- 1
- . . . . .

1 __ --- 1 1 1 -_1_- 1
. . . . . .

o

o

o

o

o

o

Grado de
gelatin.

( ,.. )

33.08

33.9

33.4

32.56

32.72

32.82

Humedad
(% )

75

80

78.6

78.3

26.5

77.7

!Temperatura
! ( C )

0.2

0.5

0.3

0.3

0.5

0.5

Presion
vapor

(Kg/cm"2)

o

70

45

55

60

65

Tiempo de
gelatin.

(min. )

Tabla 6. Cinètica de gelatinizacibn en -Petrin-

I-----------~------------~------ I ------I_- ~

!-----------~------------~------------~---------%--!------------~

1 1 l , 1. . . . .

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

Ili.
1.
1.

~
~
~
~
\,
,
,
,
1
1
1



FGfŒP.Ar:IA l: :-ernentaùor " ~etrin " con la tmid.a.d de control
v los ~erifé~icos

1- fennentador

2- equi~o ùe control

3- registrador de la balanza

4': rotâmetro

t .

5- tablero cel fermentador

6- boQbas vol~étricas

7- ::.ala.T"l:a



~TOGP~~IA 2: ~talle èel fernentador

1- :ennentador
4- taTJa

2- sensor de te~~eratura
5- brazo agitator

3- soporte neumatico deI
6- tablerosensor de ~~f

.-

• r.
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1.0- entrada de1 cable de1 sensor de tef'111eratura n~ 2

11-"entrada deI cable deI sensor de te~peratura deI fcrmentador

12- cable de alllr.entaci6n
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de1 tablera de1 fermentador

•

12

(\Tista de arriba., ?Osterior)

R- salida de1 c3h1e al re~istr3dor

9- salida Je cab1es al ?anel de aeraciôn

3- controlador Je tcmpcratlrra

4- unidad de aeraci6n autoD5tica

5- pro~ramaclor (con sus discos)

6- unidad de Il relayes Il

7- entrada èe1 cable de control

1- reloj de tiemro de agitaciôn

2- reloj de ti~o de e~era

F~a.FIA 4: !lanel de control general



- - - -T- \ ..,.

\.
•,

l

.~

\

10

tUrOCfu\FIA 5: ranel de regis1.:ro y :le lec1.:UTa de pH

[vista de arriba, posterior)

1- registraàor grafico

2- unidad. de lectura y control de p!I

3- tarjeta de conversi6n para la interfase ADALAB

4- entrada deI cahle deI registrador de la balanza

5- entrada deI cable Jel sensor de pH

6- salida deI cable de control de la bomha de agua

7- salida deI cable de control ùe la bomba de alcali

8- salida deI cable a la interfase ADr~~ (anaI6gica)

9- cable ~e entraJa deI nane: de control

10- cable Je alirncntaci6n
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ï~~L\ 6: ~anel Ge aeraci6n

/ (vista de arriba, posterior)

1- vâlvula automâtica de aeraci6n

2- entrada de la manguera cle aire compri':lido

3- cable de control de la vâlvula automâtica

4- salida para la m~~~Jera al rot5metro

5- entrada para la man~Jera deI rota~etro

6- salida ~ara la manguera de elevaci6n deI seilsor de pH

7- salièa rara la ma!1~lera de Jescenso (l.cl sensor de pH

8- salida para la man~era deI asnersor

9- salida ?ara la ~anguera de aeraci6n al fermentador



1- v~lvula automatica de aeraci6n

2- man6~etro de aeraci6n general

3- rnan6metro de la valvula automatica

4- vâlvula èe aeraci6n General

5- vâlvula 1e ali~entaci6n al control auto~tico de aeraci6n

6- vâlvula de aeraci6n inicial

F01'(X;RfU=L". 7: Panel de aeraci6n

1
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5

(vista de arriba, frontal)

6
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sin tapa8- Ealan::.aŒRAFIA _f-Œ
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El presente trabajo forma parte dei projecto "Valorizacl6n de

productas agrlcolas tropicales por fermentacIOn en medlo sdlido n

financiado par la Cornunida1 Econtmica Europea aprobado de Noviembre

de 1934 a Diciembre de 1987.
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Los sisteT:,as de adqu.isici6n de datos se utilizan para obtener' datos en

la operaci6n de procesos y archivarlos en dispositivos sEcundarios de

almacenamiento para su anàlisis posterior. La adquisiciOn de datos

par computadora proporciona una major Exactitud en las lecturas

realizadas, adern~5 de la ventaja de poder realizar coleccidn de

datos a velocid~dEs nuy sr0nd~5, en el casa de procesas de carta

duraci6n (una lectur~ ceda .01 seg). Es posible dise~ar un sisteffia de

è'dquisicj6r, de d2,tos con pr'op6sitos r"uy- particula.,t-·es p~Të. procesos

especialE5, con la utilizaciOn de interfaces adecuad25 a dicha

pl'oceso.

El poder q~e represen~a la utiliZ2ci6n de micro y ~ini co~put2doras se

utiliz2 p0r~ co~bin2r la adquisiciOn de datas con otras funcionES

t 2 1 2'= co;' 0 c 0 ;,~ w<' t-' 2 ciO n deI 05 v.: 1 0 r e ~ a c tu: 1 E. 5 des <3 1 i d 2 )' los val 0 r' c :::

de~E:dos, y entoncE:s dECidit- lë acci6rl de cO:-ltrol .;decuèda cori ba5E: Ctl

12 ar1icaciorl de mode,los L12tET,',é'-,ticos que de-!in<ën E'1 COr.lpot't2,rc;iento

ide21 1e dicho proc~~o.

El pr~~crtE prQ9~aD2 estt djS~~2do p~ra l~ ~d~uisici6n de s(~&les

ë,nelé,::iC:2'i C" UI; C:2n21, pcôrc; un rr'ocEso pé.'r'tic:ulë.l, cOtltcr.. plc::_rIQ,-

cISL'~",2S C2r2ctEr'[~tic~s C.Spcci2,les )' utiliz2i',do ('o:.:ü inter-fë,EE: ur,e.

të~jEtz dt: "dquisici6~"1 AD:\-LAE pC1r- Intcf2c:tivE' ~licroiic:r'E:, Ir":c.

'/

UTr'LC::':: 1



Il
Il ESTRUCTURA DEL PROGRAt"lA

Il
Il

El programa esté estructurado principalmente de la siguiente manera:

Il - l nie i a l i zac i 6 n de var' i ab les y a c t i vacio n d e t a r· jet a dei n ter' f as e .

- Selecci6n de parémetros iniciales.

11- Inicializacion deI 2.r·chivo de datas (en disco).

- Indicaci6n de tiempo real deI praceso.

11- Colecci6n de datos <en linea,).

1 - l n d i cac i 6 n E:' n c 2. d 2. l e c t u r· a deI t i e mpo, l e c t Ll r- 2, y V <3 l a r· dEI <3,

variable medida correspondiente.

1 - Gr 2. fic ë cio n d ~ d a t 0 sai mismot i e Til pa deI a cap tu ..'a , ca n 0 pcio n ct e

~cceso a lista de valores (--) gr~fica.

1 archiva cada n~mero de lecturas especificado.

'1 - Fi~21izaci6~ deI prosrama al cubrir el nüwero de lecturas totales.

C 2. r· a c t Ë r-· ! 5 tic a ~ de este programa, SE derivan princip~lmente de la

ncce",id::,d resolver un problE~a: 2plicars~ c.. U Ïl P r cc c: :: 0 _r E:: l ë. t. i V 23 '::. II t L

30

(de h,cté. 10 cè.l21 5 E h LI b i e 5 CP/- e f t: :- i ct t: u. t i 1 i z 2. :-

12 pL r dl ci z.Evite:rd c t ç: r· LI i n ë. ct 0

/

n l5 r:. E~' 0

O~· ==·:::::-G.

cëd:

un

~ .-
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,
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siguientes
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de

disco.

los

totalidad)su
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de datas,

Ua.

de

El

arc h i \1 2. r· E n

i n t r· ad u c i r

ct c·

lEctur·2.}

lectur2s en

d:' i \le

inicielc::::,

deseadas)

requierEn

lectur'as p2.r2

o D2>

=

se

l ec tur'ùs ,

archiva de

<Dl

p ~ c c:: C :. t r' cio n

dE

qui

lote .de

de

un n~Tii€ro submultiplo deI

J 2

(ses)

10tF archivaGo ? =

los:: ç:.2 r fo' .: t l' os

de lecturas

SEé3.

USUARIO

deJ

, j r· ive· '

no~bre rles~a~a pJra El archiva

pr'ografl1a

:: rc 1', i 'JO

que

de

DEL

ct C Tii Ll est r· 2. s ? =

dEI

intervalo de tiempo entre cada

pC '-, te: Ile L' r. 2 c t" t { i c '"

de ml'.c"tras pOl'

el

tot2.1

inicio

'./e =

<Es el

1ël

~ J r. ct i ca e J
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i:. u e ~ t r E. 0 c: .: _ciet i [. ::, p 0

21.01

21 1 ~

21 1 ~

21.08

21.02

TIErlPO REAL= 00:02:16.

regresa al modo de texto y apareee la

-,-,,,
,,' ~8

739

733

Lee LJ.r c.

modo de texto, seg~n SE desee utiliazando las

Inmediètamente

* * Presiona <Return> pe~a eomenzar * *

0:0:<:;0

'T' para tExto

O:1:C10

Ti c:.pG

0:1:-"'0

0:1:20

0:2:08

0:0:20

proeeso de adquisieion, se presenta la ope ion de acceder

PresiDn~: 'G' para gr~fica

leI da.

E'jc·;"plo ;:,c

2

No.

1

la gràfica 0 al

~! sisuicnte for~2to:

teclas que indica el programa:

a

EstE

proee-:=o

,01 opt2r par' cl r:::·dG d~ tc:to, la. prE5Ent&cion de datos se obtierlE CGn

Durante el

siguiente indieùeion:

••••••••
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1
1
Fin a. 1 i :z: a. c:: i 6 n

1
deI progra-rna.

Les

senales

t i po.

de

1oc a 1 i 2 ad a e fi e 1

1E ct li r· as

<Esc>,

cualquier

tecla

r E 2. 1 i z c:. r·

la

que SE pU~d2 re;istrar ~nic2mente

o modo de texto, seg~n se de~eE,

a los coeficientes de calibraci6n

par·a

e !', 2. deI ë n t te:) •

:.·-:-(·.r,~lr:

pc:>si.bles.

in di C:.

2 ri ù. 1 6 Sic as

101

pr es i orle::

grafica

de adquisici6n, se presenta la opci6n de

(lfneo.s

a la

Esto

".! ,

proceso

\' \"
;:-;,

cor r'E s ç: D ~': d G n e. 1 for' r\~ 2 t 0 d C' i r,~ prE s ion l t 2, rI t 0 E n E 1 tex t 0

el

las observaciones fin&les que se requieran. Para concluir el

c nI=' r- l! nE 2 S 61 )' 65 ct cIl i 5 t ê. cl Ci cl e 1 progr 2 r:, c , )' e t'I 12 *::

e;~cus i v2.r"entc, y ëdapt2.do ~. lin d i5pO~ i t i \/0 espec f fi co que

T 1 t L' ! os

sim pIe r.' e ~i t e

nuevamente

v2ri2ble. sine qu~. rE~liz2ndo alguns5 modificacionEs s~ncillas, se

hacer

finalizar

E C, t a

loc·:lizz:os

'-"1 Cl d i -f- i c:: 03. c:: ion E? S

r.,id~· tEr;,per2tu~'ê..

~~culo superior i~quiE~do deI teclsdo.

para

SI! bru t i ~'I ë

ccr:~o

2n21t.qic2S

r:: c· ':i i -f i c '" cio nE;:

!: l

1Al

acceder
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Il
~

~

~

1
1,
,
,
,
1
1



1
1

v a. t-- i a. b 1 E? ~ •l.as

lecturi:..

Entrada-Salida de interco~unicaci6n con tarjeta ADA-LAB.

de cadena con los nombres de los ejes X, Y Y T1tulo.

:- : c' ~:J cl E ' ...l:C =t r '- ':) .

J Cont2do~ en ciclD~ FOR NEXT.

r Coda.jOt·, en ciclo,::: FOR NE;~T.

ES DirecciOn deI 'drive'.

E? T i er.: Ç' 0 1j e l E C t u r 2-. ( ses) .

L CGnt2dG~ de JEcturas archivadas.

A$ Varioble para proporcionar una pousa.

E 1 T i e mp 0 dE J e c t u r 2. ( H r 5 ) •

D$ CTL-D (VALOR ACII = q)

DL,llY HH-10

D
·'"

": ~,!:: e r c> t 0 t 2 1 d e r.- u e ~ t r 2-5 •

... "

C$ Valor alfanumérico de cada unidad de las variables

E 2 T i E' L1 P0 d e J E C t u r a ( r.i in) .

r11\ Cor. t c d 0 r ct c: 1 E: ct!'" r- ~ s .

...... , ...

C V210r ASCII de C$

Ft" UN,~=t' e par a E- 1 .2 r chi \/ 0 dei e c t LI t' 2.::: •

L~ V~JGr ASCII de la ~lti~a tccla pUlsoda.

DE--f-inicion

jl

Il
Il
Il
Il
Il
Il
,
,
,
,
,
,
1
1
1



1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

/

TT$ THuio de la graf i cô..

TX$ Nombre deI eje 1 X'.

TY$ Nombre deI e je 1 Y 1 •

" Coordenada 1 X' deI nombre dei eje ' X ' •.,

X ( l ) Tiempo de lectura (1 ) •

XT Coo r der. 2 da r X' dei tItulo de la grafica.

vv COOl' den ad a '\..' r deI nombre dLI eje ' '( , .
I.l'

A

Y Coor d erlacta 1 y 1 dei nOT;,b r e dE:'1 eje
t , .. ,

1', .

Y ( l ) Lectul'ë' &1 t i eT.~po ( I) •

YT COOl'Ger.i'\dë. 1 y r deI tftLll0 de: la srafica.

yy Coordenadë r y 1 dEoI r,or:.b l' E dE: ! EjE: r y r •
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lLIST

TAI:' (l ) ;
10c!

, G' P 2 r a gr 2 fic ",": HT ABIO: P Run

F~~"":T t';', tl': TC' l'';~. l'iY
C • Ir .T r:',. -:- l'[ ( 7); [ 1 : ' : 0' ; [:: ; " : " ; E 3 j T A E ( 1:::): Y (L +
:1); ~"-:- (-,'(L + 1) ~ .06140''':1 - 24.2?6)' r 100) 1

, : : r'!', = ~: Po + 1
•. ,,,,~ '?""FLE

- ; F$, E~
prn tH D~;"OPEn" ; F$; n , " ; !:ë$
PR!NT r~;"WRITE";F$: P~INT M
F'RINT D$; "C~OSE"
~OME : HGR : HCOLOR= 3: HPLOT 34,9 TO 34,135: HPLOT 34,135 TO

270,125: HPLOT 270,135 TO 270,9 TO 34,9
FOR 1 = 1 TO 20:11 = 3~ +' «1 - Il * Il.8): FOR J = 1 TO 10

:IL = 13~ - (J.! la * 126) + 12.8: HPLOT II,IL - 2 TO II,1
L + =: lE: ;(T J: I~E: :T 1

~OP 1 = 1 TG 10: II = 135 - (1 1 10 * 126): FOR J = 1 TO 20:
-~ L = 3.q + «( J - 1) .;:- 1 1 . 8): HP LOT IL - 2, lIT0 l L + 2, 1 1: NE:< T
J: ~!EXT l

GCiSIJE 1Jl: P,J~:E - 16301,0
'v'TAI' 2:i: PRIt:, "-r 7{. PrEsiorl2. (Retur-n> pa.r-a COli1enZ2,r * *,.: GET

AC: H8r-~E :LE = FEE:~ ( - 163t~;)

D~: = 0800: 2,_ iD 0: l'Il', = 1
VT P. ::- ::: ::' : Pr : ~ n "Pre;: i 0 ;-, ë39

29

21
23

31

l '·m~lE

3 D% = 0: DIM C%(5) ,Q(5) ,D%(50):DS = CHRS (4):E5 = -01-: PRINT
DS;DBRUN QUICKI/O-;-,-;ES:L = 1

5 :NVERSE: PRINT "PROGRAMA DE ADOUISICION DE SE~ALES-: HTAB 1
2: PRINT -ANALOGICAS.": NORMAL: PRINT : PRINT "Interfase
ADALAB ~eque~ida. -: PRINT

7 PQf:E 830, 0: PR HITD$; "BL OAD U{l,r-!";","; ES
9 HTAP 16: PRINT -Po~: Rual Lopez Ulibarri": HTAB 21: PRINT us

ergio Huerta Ochoa": PRINT : HTAB 24: PRINT "Septiembre'86
": pr,- 1UT

1 1 Pr Ir: T : HTAB 16: PRl NT U Ho rad e i rli cio = 00 : 00 : 00 D: PRl NT
13 P F' l NT: 1NPUT- T i e mpo de mue 5 t r e 0 ? ( 5 e '3 ) = "; Ht : TM = Ht *

1 0 : D~ ~ y = Tr-I

1 5 P:PUT " t ~ Cl • t 0 t a 1 d e mue 5 t r· as? = ,.; t'l
17 INPUT "~Cl. de mUEstras por lote archivado ? = ";ML: DIM X(M

L + l),'(ct:~ + 1) -

19 l NPUT" U0 Ll t, r- e par a el- at- chi v 0 deI e c tu r· as, d r ive? >

1
li

!
r

it
l -

li • 'T' p c-- ~ ... ~ t.. E ~; t 0 "

~i,"
~1 I)!r.,~~: ~,r"-,= 16: Ir!IJE~,E!:ë : PF:HlT "TIEt'Ir=O RE'::,L = JI: UORtiAL
~2 t'TP.!:.S: prrr:T "j.~ù.':; TP.PC S);H ilEit.;JO 11; T?-.B( 17};J:Lcctur'

2,-; :A~ ( :?:::; "Tc"p,:! 2Lu 2- ("C) JI: F;;'I!!T : pmT 3.::1,6: FmŒ 3
5, =1.: f-:=C~OF:= 3

.., '~S D~: = ::'~67: t. iO 1
Lili :: F~: T: 1 : T ~ D~:: [: AI 0: y (1) = D',:

, . ~ ~ S~' r= L ë = 1 T 0 f: i- : T = T - DU', '(

Il,,] r- f E TIl: !F D~:: = T Tf-!::::~:' c:ec-:-D 59
s-=: ~_r =-- F::::- ( - li:.~E·'l': ~: A!C':'!' = D'/~:El = PEE~( (36201):E2 =

F=~' (2~1ÇJ):E2 = PEEf~ (26179)
~t:' --

Il
_..J .:.:- L~ = !é:.~ c~: ~:: = 71 T~!:ëU co::;ur E9l ~7 L~ =- rL~Y ( - 1~2~-:'): GOTO 51

' :; ;:: ~,L ! \ = Y: ': ( L ~ j) = (E 1 f.. 1 0000 ) + ( E 2 * 100) + E 3
~ 1 ,.'- :; \,: = :-; + , t1 r-, 1 M ~ 2:: te ) : r-; y = 135 - ( (y (L .+ 1) 1: • 06 14 a 4 1-II] 7;.2::;;) 1 50) :' 126: :U;: = 34 + ((t-tA - 1> 1 ~t * 236) :t.J'r' = 1

(II 35 - «( ('( ( L ) 1: • 0 6 1 <:; ':"" ": l - 2 '1 • 236 ) 1 50) ):. 1 2 t. ): RE Il T m
2;~=5~ "C /.It /-

1,1
t..~ '

~I (-
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il
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10
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;
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18
fi'

71 GOSUB 85
73 IF MA < M THEN GOTO 83
75 LE : Bq: GOSUB 8~:: PRINT : PRINT -* * * Fin deI e~periment

o * * *-: PRINT : PRINT uPresiona <Esc> para terminar u
: GET

S$
77 LE = PEEK ( - 16384)
79 IF LE = 27 THEN POKE 34,0: POKE 35,24: HmlE : PRUlT : PRINT

: PRINT : PRINT "* * * Fin deI programa * * *": TEXT
: END

81 GOSUB 89: GOTO 77
83 L = 1: GOTO 45
85 REM Subrutina archiva **
87 PRINT DS; -APPEND" iF$: PRINT DS; "WRITE" ;FS: FOR J = 2 TO ~lL +

1: PRINT XIJ),·, -,Y(J): NEXT J: PRINT D$; "CLOSE": RETURN
F9 REM Subrutin& modo **
91 IF LE = 84 THEN GOTO 99
93 IF LE = 71 TH~I'J GOTO 97
95 LE = PE~K ( - 16368): RETURN
97 POI~E - 16304, (1: POKE - 16297,0: POKE - 16301,0: RETURI·1
99 PC~E - 16303,0: POKE - 16300,0: RETURN
101 P~M fI Subrutina Titulos **
103 TX$ = "Prueba real Muestra No.":TY$ = "Temperatura C"

:TT~ : "C&ptura de datos <en Iinea)·: HOME
105 POKE 233.96: POKE 232,0: HCOLDF= 3: SCALE= 1: ROT= 4: POKE

49:3~ , 1 : y = 155: X = (236 - ( LEN 1TX~) * 6)) / 2 + 34: XX =
2:YY = (135 - ( LEN (TY$) * 7» /2+ 9:YT = 3:XT = (236 
( LEU CTTS) * 6» / 2 + 34

107 FOR JJ = 1 TO LEN (TXS) :C$ = NIDS (TX$,JJ,l):C = ASC (C
~) - 31: IF C < 0 THEN C = 1 .

109 DRAW C AT X + 6 * (JJ - l),Y: NEXT JJ
111 FOR J J = 1 T0, LEN ( TY$) : C$ = ~11 D$ CT Y '$ , J J , 1) : C = A~: C ( C

~) - 31: IF C < 0 THEN C = 1
113 DRAy! C AT )~X, 'l'y + 10 * (J J - 1): l'lE>:T J J
115 FOR J J = 1 TO LEI·t (TT~): C$ = IH D$ CTT$, J J, 1) : C = A~:C (C

$) - 31: IF C < 0 THEIl C =' 1
117 DRAl-! C ,"..T ;~T + 6 ·r (JJ - 1) ,YT: NE>:T JJ -
Il? F:E': -j.·r LDs :-lume: rc·s *7:'
121 !) = 22[ / 10:S>~ == H~T (S / la)
1 "':":' FO~ T = 0 TC'r 10: r.x = 1 NT (M 1.- 1T / 10) * 1000) / 1000: Al~S

== STR$. (AX):YY = 145:>~>( = 27 + (D * Tl
125 F::W JJ = 1 TG LEN (~.X~): C~ = IIlDe:- (P.X$, JJ 11) : C = ASC (C

$ l - 31: 1 r- C < 0 THEN C = 1
127 D ~: /\ tJ C (-\ T ~~ X -1- 6 ~. (J J - 1), '( y : 1~!:: : ~ T J J: NE>~ T T
1~? YF = 50:rY = 5:YF : YF / BY:D = 128 / EY:YL = 0
1:::'1 F(I~ T = 0 TO [Y: >~;~ = 28: AY = JilT (1 YL + (\(F 1.- T)) 1: 1 0) /

lC':A>:S == STrc-: u;::) :yy == 137 - (D * Tl: IF Ln: (P.>:~) > 1 THEl!
X~< :":. >~ ~(- - (i~ .:r ( L E r'J ( A;~ ~-) - 1»

1':"''':' rrr. JI = 1 TO· LEi! (/;:<~):CC:: = IHD$ U.::':;,JJ,ll:C == t.:: (C
~) - 31: IF C ( (1 THEN C = 1

1 ?r- r .....- : toI' C hT ;~:: .; t *- (JJ - !l,Y'o': tlE>~T JJ: !'lC;:T T: F:EïU:-:~:

./
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1
1 D=::S~;:'U)LLO DE ur ~ r"1O!.)ELO

E~ JF,: :J:JEC 1M1Elno PF<:JTE l CO
F'AF-:A LA SIMULACION DE UN F:LA~TOf: DE

G~r~r~c S0uc~dd C2st2~Eda

~~l~cr~ldad Aut~n8na Metropolitana Izt3~alapa
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hora.

:nLlY
de

partE el creclmiento de h8ng85 fi12mentosQs es

elevaciones de la temperbtura, y en el caso

ri i q e r , de 1 0 a 1 2 'c "H' t' l b 2 dei a t e rr. pet- ct tUt' a

37 'C) el crecimiento de~ae notablemente.

F-or otra
sensible a

A.?perqillus
ép t :; ma. (35 -1

1

cJn0ti ..::Gs
~ ..• -:-)
.. 7 CJ·_ •

- ,
d. J.. ,(~OC' \'0:_l"5

~sta secci6n S2 pondrà especi~l 2ten~i6n en los prob1~~as

IltJt:=t-aci6n de c=.<lot- (T'''ct.=tJ:=Jl:cc y ~a co!~:;ec::ue:-ite e~e·.<3=l(jn

la tË·m?Er'at~_\~-a. dE·l r:ïec11o, e==to<:::: 3.=:.pC?ct:.)S S:? E-·:::tuc~at-~.;! JT,eCi-2.r\t~

E\; l D~NC l A EX F'E~, II'1Et<TAL

~~~l~J~~nte SE c25a~t~olla Lin fn~~21o ~at·?~?tlco Fat~a l2

~re::jcciC'n deI cGmportamiento de un rE8ctor De enriqueClm:Ent~

=t'Gteicc en medID s~lido, nasado e~ ~_lnO~imentGS bio~uimico~

v flS10}:)gl=CJS, apOy'd..idcse en da"tos e;'~e''''l(nelitale·=-.

En

1
1

1
1

1
1
1
1

El slstema experimental que se emple6 es muy parecldo si de

Raimbault (1980), por 10 gue parte de la e~idencia experlme~t~l SE

-: 0 ma d P. sur'e p 0 t-· te, J \ l a p a t' tee 0 '" ~ 1 e:Tl e n t a rIa nec 2 '= 3 t~ l a ::J a 1- a
compr~Obëlt- eJ m~dElo se dE'sc3~-r-cllc' en estE' t.1-abc,.jc. :=:1 Cl.5PG5 ... tJ.~

Experimental que S2 empleO en to~os los casos se desc~l~E en
fig u r- c3. 1 , lacc 1 u mn c3. d E' .... l 0 r- lOS e e mp a C a. con l a y :..., e a 1:-. oc L'. :.. .,?, ~ ë

humE' da que 5 Eter me" ta, a t :- a '/ Ë' 5 deI a col u mn a sep a 5 ab s. 2, l ~- '"

pt'eviamente calent2,dc y hurr,ldificad8, la tempe.~2,tLwa dE·l c;U;-E Gi::

entr'ada v la del agu2' que clt-culat.a pew la ChaqLlE'ta se t'egul3'-cr. ==,

35 'e. En estas condiciones iLle posible obte~et~ medidas =E
tempe~atura en la direcc16n radial y axial de la columna, as~

como medlr CC:;z y D2 , en el aire dE 521id2 de la columna.

DE-

deeJevaciorla
la

198{J;
Gc~OS .:J:,tenicioscor. Dt t'CS

!'1Ud:;J2-.;t,

y tempe,~a tUt-cl

dados an b:::' .- l Cl t- men te,

deber'ia cOlncidl~- con

con s '-l ill 0 de 0:: i 8 e r: c, •

t E ,Tl P e ,- a t :...! r' Cc, •

l =' 9 ~- a f l C a (F l 9 .
e", CÜ>ï5t~Ueilte

(2C\jr'achay~ra 81:

~o~' ot·~a partE'

(CFs CO=-, /0 2 )

0,. Il t 2 ricH- men te

~.1 Cinétlca de CG:;z, O2

Segûn los argumentos
temper2tur~ dE] medio

~16xido de carbono y el

=omo una p,-lmer-a E·tapa pao-a su.stentat- El modela. a la salida .je~

lecho emp2cado se mldi6 la temperatura, la formaci6n de
CO:;;;.> (i~) Y consumo de O2 0:), los .-esvl tados obte,," ciOS3e

describen en la figura 2 a y b, se aprecia que eXlste una clara
CO'-T"ë'5.pondeclB eritt-'E las tr-es vat-iab'jes mericionaci::<,=-', y su.e e;~~=.te'i

fun d 0:- 111 E'.'1 t 0 s b i 0:::; LI i rn i c:. Clspar 2 E= l la, r' Li r- • 1 c' ~ u. (O. E"' :: P cs l 2 1 -=
::.esë;;r-'t-ollë\r' un r,-:;:Joelc e,UE ~-'2:"i3C10rle E'l CI'E':ClrnlE',;to de Le., t:.:C;~i~",3ë.

e1 Cor-:5LtmO de a=d'::b.!"'E:=...... c· f8t~,T,3Clûn dE b:~~~ioo de Cë.~,t"'8C;j8 ~~.
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d:Jr,de se sE·Y-.ela Cjue En la r'E:'5i6n de Cr(?Clmlento balanceado este
c:Jeficiente debera tener un Y2Ior cercano a 1. Valores de CR
~ayore5 de 1 en la prlmera etapa de germinaciOn de las esporas
posiblemente este relacionada con un metabolismo end6geno,
ffiler,tr'as q;..;e Yëlot'es menot'es a 1 en 1.=>.5 etapas finales de la
fet'.~,e"t2.cl(~m FD:::iblE'mE'lIte :::.e t'eiacionen con un inCt'E·mento
imForta~te de la energla de mantenimlento y li5is celular.

=":2 F <C' ~ t ~ l 'c. 5 t' == d i z l ~ s y ë' ;. i èê' l c::::: d E' t E" mpet' E t u r cOl

CLn el ~r8po~lto de ~bt?ner los datas necesarios para
[j:::"=.ë\~-·r'c.'·l:al- y c.c.,..,-,~t:=Jt;Ô:tt' U;-. iTi,.:Juf.... lo de tt'a.nsfet'·erlcid dE. calot- se

fT l :: ::.. 2 " :: r'I E ii e l t' E' d C tOI' los P E' t' fil es a :< i a : es y t- ad i a l c= 5 d e

[-. ,~l ::Ec",-,t'-c, ;jE L:,. c~,l·..lfnr-i2. 1~,0nClon2oca 32 mj':L.2t-On los pEt'fil~'s .j",

t,,è'·:cets 1,ut-a er, 12 c.:!ll-ecciOn a;<ial, C::e l~'c 15 a las 30 ~.Ot-ë\S de
f e l ,T, 2 li t. d C l CF. 9 <..l e e s 1 éi e t 2. P a en qUE sep t'e 5 e ri t a e 1 fT, Cl Y 0 r-·

CCo~E~,>::<:ei,t=, 105 t'e=,ulta.dos :::,e encuer,tt-an gt'ëlficados en "
f::"3ura 2. La::: ulferencias màXlfTeS ~2s01utas de tEmperatu~2

ot~E~~~~~~~ iLle~-or de (:~.(~4 'C/cn~, dLlt~ante t~da la fErmenta~i6n.

,-,ent'eac tel"'"
c) •

erl todo el
'c (Fig ..

1 ..
.J.. i::' .

.1.. _, -; _
.... ,._, I.....i C\"C er;'-', L-

1__'.. ,--',
__ ..'C

d i ~ e t' E n c : 2.5 rn à ;< i m2 5 0 b 5 et"· y a d a. '3

muestras fueron menores ~ 1.75la. ==.

E:::1::J
b) ,

'ï. dE

1
1

1
POt' ott'a pa.t'te, :::'=' fT'ldlet'On los PEt-·flles en la dlt'eCc16n t'd.dICo.l.
a. U il ëi 2. l t ~.1t' a L:::- lac 0 l u mnade (J. 7 de .. 8. 1 0 r; g l tud te ta:;', y SE

encontrO gue los perfiles de temperatura eran muy importantes
(Fig 4lsE encontraron diferencias de hasta 5 'C/cm, esto es mas
dE 100 veces respecta al perfil axial, 10 que lleva a un
calentamien~D dE 15 C arriba de la temperatura de incubaci6n,
esto es deI centra a la pared

1
1
1
1

De este manera se concluy6 que las diferencias
la direcci6n axial eran menas importantes
radIales, y por tanto podriëln despreciarse
t'Eac to".

de temperatura en
que los perfiles

deI balance deI

1 F~ANTEA~!ENTO DEL MODELD TEDRICO

3.1 MC'c.H~lo cinéèlCO

1·,Cl:JE"·lo logis.'ticD ;::at-a el c'-eci~;lEnto:

En los ap2t'tC?d~S soqu i en tes se plan tea
para las Expreslones cinéiicas como
b l Ot'eac tor'.

el

el desarrolio modela tante
para el balance en el

de 1",; secci6n antet'ior' se postu16 gUE'

Set'la el Pt-'o~u"'sto pOt' F;c1.lfT,bault:
1osa t-· S Li mEn t 0 s
c.inético ir-;icialrnod E~ l Ci

1
1

.1
'1 dl:

ct
u X (: - r.. X) @ t=C'

1
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CO~5umo de azûcares consid~rando mantenimiento:

azucar'esde los

S = 0@ t=O

fr'acciôn

ct

una

dS

coma

Yc:o:zF:;< = cCO::'

dt

~3. = 1 dX + m X
dt y.. dt

1
1
1
1
1
1
1

t
X
5
c.'

ln

'l' ...

''1'' CCl2

"TiEI-npO (Hr"')

Biomasa (gX/gr1S)

Su~tr2to glucosa 9 (S./8 MS)
Tasa especifica .de creclmiento (Hrl;
Inverso deI crecimlEnto maximo (g MS;g X)
[oeflci~~te de mantenimlonto S 5/9 X Hr)
Rendimlento de azu=ares a blomasa 19 X/g Si
Rendimle~to dE aZLl=are~ t~eO:_lc~orES a

1
1

Er. este morr.ento se conta.ba con una se,'12 de e>~Pt'esionE'=. bàs;ca:=
y s~s paràmetros evaluados gue describian el compcrtamle~to je

X, S v CO 2 • AdE'm~s sc dispon1a clnétlcas d~

creciffilento (Proteina) para clferentes t2mper~t~ras ~c

Incubacitln, t'E'pct'tadas pC:T RaliTIb2.ult (1980). Que =iS,'"lë..r,
LI. t i 1 e 5 p 0 ste t' i Dt' men te. (F i 9 ::i:-

1
1

3.1.1 Interdependencia deI creclmlento con la temperatura
La dependencla deI crecImiento con la temperatura, SE pUE~e

lrtr"'odUClt... ha=iendo u en funci6~ de la tempet-at~t"'a. Se tomat"'o~

los datas de Ra.Imbau:t (1980) y estImai'do u gt'aficamente, lOS

datas se muestran en la ta81a 1

1
TatIa 1. Estimac:6n de u en func:6n de

la temperatura para el creclmlentc
de A. rilÇJi2r' en yuca.

1 TempEt-atura.
( , C)

u
.: h 1"'-1 )

1
J

30 Ü. 18
Ci. : .. )
(>. ::,4

(). 13

1
Los va.l :J1'es

::uat'ta ot'den
ExperImentales fuerQn ajustados por un pGlinomlG d?

p 3 t' a 1 r: t 2 t- pol a r' rn à s d Co. t 0 S " e ;: pet' ~ men t ales" C E:' 3 {) Co.

1
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ESTIMACIDN DE LA INVERSEr: FIJC

PARA UNA PLANTA PILOTO DE FERM~NTACION EN SU5TRATO SOLIDD.

Realizado por: OCTAVIO FRANCISCO GDNZALEZ CA5TILLD
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OBJETIVD

El objetivo de esta estimacion es el de obtener un Boroximado de la inversion fija

Due se reouerira oara el proyectD de construccion de una planta piloto de

fer;nentacion en sustrato solido en la UAM-I para 10 cual se piensa aorovechar como

infra~structura, una construccion denominada planta piloto #4 que se encuentra

c~~tro de las instalaciones de la universidad. Esta estimacion es oreliminar y es

necesaria D~ra Dr,sar a la siguiente etao8 deI oroyecto.

METODOLOGIA

Para calcular el costo deI equipo se tuvo que nacer una seleccion previa deI equipo

entre un numero muy granDe de opciones que se tenlan para cada operacion unitaria,

y se trato de manejar el peor de los casos tanto para reauerimientDs de esoacio como

en cuanto a costos. De cada unD de los casos seleccionados se realizo una

cotizacion directa con provedores salvo en el casa deI esoorulador en el cual existe

una gran incertidumbre, tambien en el casa de la torre de humidificacion no se

presenta una cotizacion (la cual esté en tramite con proveedor) sinn una primera

estimacion "verbal" dada por el proveedor.

Para la estimacion deI monto de la inversion fija se utilizaron muchos métodos

de estimacion mediante factores reportados en la literatura V se analizaron todos

los casos oara finalmente decidirse por los dos métodos que mejor se adaptaron a

nuestro proyecto. Se presentan los 2 tipos de estimado: el deI cuadro 1 concidera

una inversion totalmente nueva donde no existe ninguna infraestructura previs; el

deI cuadro 2 nos permite descontar la infraestructura civil con que va se cuenta para

la realizacion deI proyecto.
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Cthlù lùf/\L EL)UIPù (LAt3)

;HH1ERù COS TO G)U 1PO Fl\dUI~ [)EL MUDLJLü COS Ta IJEL ~hJùLJLO

LAG. (ùlC l ':Hk») S lMPI.E I<EAL ( k ) S1."'1I'LE f~lAL

Tl. -200 2282hO 2.i\ 547H6dO
P-,201 46987U5 2,1 9Sô 74 ~d. ~

S-2Ù1 10137250 2.3 23:11S6/S
r·1-20 1 3450UOO 3 ~ 12U/SOOO
~1C-20 1 80:'000 2.t> a5,~()ùO

G-30l 4171775 2.b l2S2U~70

FS-400 17250000 1.5 25ô750ùU
TI1-401 3000000 1.4 ~2()OOOU

E-4Lll 30000DO :, 4SJ.JJOU
TI\-201 920000 2 j 23ùlh')ÙO
TI\-40 1 81650ù 2 5 ZO,! 12 'je)

AC-7lJO 323::JS :)0 Z.U ~J/Unu

d- 482 ri!)\) 3 1,14 utJo /
13- 83520 3 b056U
C- 25;)'j2':i5 ë j 57713/3 ",)

- .- -- - -- - - ~ - ------- -----..

~7l47.314

l2û~6921J~

lU lb) 21/744/2

CU)fù ~0JULÜ TOTAL 1

Ii"V~EV1SrùS POR PROCESùS lIWVAUÜI<ES (0.80)

1-

1,127-13761

11!~ 1%üOe

2:iô93d/6':l

lNSIALAClùl'~ES AUX1LIARES (0 30) 7/lH51630
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.... IlUt.d: [lHAL 1-,- CùnSIGerdflJo qUè no 52 tlene nlnqulld Infra~structu('J pr~Vld pdrd I::i PI'OYèctO.



Il III Estimacion aoroximada para el costa del piso de rej111a de hierro para el

area BOO se estima un costo de $12D,ooo/m:

1
1
1

AREA

BOO

SUPERFICIE (Mt..)

21.45

CoSTO ($X10 )

2574

1
1

IV Estimacion aoroximada del costo deI acondicionamiento flsico del suelo:

$2,000,000

1 V

1
1

VI

~l costa Estimado oara el aCDndiciona~ieto e imolementacion de ouertas

tiene un costo aorox1mado de:

$1,000,00.

El costa DaTa la construccian de escaleras es de aprox1madamente:

1 $500,000.

1
1
1
1
1

VII Es costa estimado para la edif1cacion de sanitar10s es aproximadamente:

$540,000.

VIII El costa est1mado para una rampa impermeabi11zacion deI area 400,

c1mentacion deI equipo nos fué proporcionado de una manera globa~ V

dicho costo es de:

$2,ODO,OOO.

1 IX

1
1
1

Imprevi stos :

$1,500,000.

TOTAL = SUMA DE I,II,III,IV,V,VI,VII,VII,IX

TOTAL = $20,000,000.

NOTA: Estas estimaciones estan a costos de DIC-19B5.



ESTIM~CIDN PRELIMIN R DEL COSTO DE LA OBRA CIVIL NECE5ARIA PARA EL ACONDICIONAMIENTO

FI5ICo DE L~ PLANTA PILOTO #4

l Costo aproximado de la construccion de pisos V muros ($90,000/m~), tomado

como construccion tipo laboratorio.

AREA SUPERFICIO (m'1.) COSTO ($X10 )

000 14.4 1296

100 12.24 11D2

3Do 10.80 972

4DD 22.50 2025

500 10.80 972

900 15.84 1425

-----------

TOTAL 7792

II Costo aproximado para la construcclon de muros dlvisorios ($50,000/m~)

tomando como construccion tipo aulas e incluvendo serviclos.

AREA SUPERFICIE (m'.L) costo ($X10 )

400 5.72 286

500 6.15 308

7DO 5.15 308

700 6.15 308

900 15.40 770

---------

TOTAL 2[102
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Jnfr'1,'5tJ"llcturJ con Id qtH~ 'Id 52 CkflLJ IJJrd èl pl'oyect.o par la que '.'dmos d r2dlildr otrd estlfnaclon con Url

,njtOJJ OUt~ SI nos pèrrflltJ hjCer dlCllJ tJISCf'll1ll1ldci6n .
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;'1UNTO INVERSION FIJA = F1"F2 k f-3>< SUM(CUSTO EI)uIPOS ENTREGAlJOS) (EQ. 1)
ùJNDE: SUi"l(CÙSTù EOUIPUS ENfl<EGADOS} = SUI'l(CûSTO E\)U1PÙS LAS} 1< 1.03

F1-= 1.39 (FdCtO( lit: Il1stdldClon dd l'quipos pdrd pldntds de prùceso salldo-l(quldo.)
Ft:: 1tf1tf2+f3tf·1+fS
F3= 1+f6+f7+fd

i UûNUE:

FACTùR

f 1 (tuDèr rd de D(OC,:>So)
f2 (cùntrùl JutU·l1clllCO)
f3 (constf'ucc lorl~))

f4 (5er'o/lCIOS y COfblrUCCIOII..:::> dUX.

f5 (llfl2dS t!xt2rlûr'I's)

TOTAL f1 J fS
f2

f 6 (Ir1~1 è n 1è r (ct Y CÙ f l ':. t ru C':: l ,;n )
fl (fdctor Jè tdlnd~ù)

f8 (contlr)(lt~11CldS)

TOfAL fô J fl~

F3

I<I\I~GO UE VMORES

0.10-0.30
0.05-0.10
0.60-1.00
0.00-0.05
0.05-0.15

U.~0-0.35

0.15-0.35
0.30-0.50

VALO~ SELECC10NADO

0.20
O. 10
0.35 Ir

0.05
0.05

0.75 1<

1.75 Ir

O.2ü
0.30
0.40

0.9ü
1. 90

*El fJetor de COllstrucCIOfl solo se tomd ;~n cuenta pdrcidllllellte pues ya se cuentd con un
edlflclO. 1:>1 cUdl solo reqUlere dè mo.JlflcaclOnes menores

NOfl\: Ld seleCCIOIl J2 los "àlor~s dentro de lus rdnqos la redllldffios en base il un
ctfla'li-;is d~ ld') CctrdCtt:'rlstlCJS de nu..:stro proYècto.

UHùlJt..b REGRESANUù 1\ LA EClJACilJN 1 y I<ESOLV 1umo fENEI'10S:

~1UNffj UJVt.rÔIUN F]Ji\ ~ (1.3'J) k (1.1:.» * (1.~Ü) Je (1.03) k (57141314)
.:: \-1.62) " (5HiJ61733)
.:: $ ;2 !2ù il ·1 214
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CJMENTARIOS A LA ESTIMACION DE COSTOS DE EOUIPO

Lavadora
El equioo Due se presenta en la cotizacion es tan 8010 una de las oociones que se

tienen oara esta ooeracion unitaria. La oocion presentada es la opcion mas cara y
no orecis~mente la mas adecuada, sin embargo se Dota Dar trabajar con el casa mas
drastico en cuanto a costos en este equipo par la incertidumbre que todav{a existe
en su diseno.

T~~~ien se cu~nta con 185 si gui entes oociones:

A) Utilizar 3 tanoues de Doletileno (cotizados con ROTOPALS,S.A. DE C.V.) los
cuales se adaptaran para ser môviles V para realizar funeiones de lavado. El costa
de estos tanoues seria de $238,000.

B) Utilizar 3 tanques tioo media cana de Acero inoxidable montados sobre una base
movil V eontando con un sistema manual de carga V desearga de materiales. Esta
oocion tiene el interés adieional de Due se puede fabriear en la UAM-I a un costa
muv oajo.

La eotizaeion De esta oDeion esta en tramite con POLINOX.

Pieajora
Las opciones en el equioo de picado son multiples y aun falta definir bien cual

sera la que se adopte, con fines de este presuDuesto se trabajo con la picadora
cutter que se tiene en la olanta de carnes en la UAM-I con la cual ya se tiene
exoeriencia y se sabe que es necesario cambiar las cuchillas a unas mas resistentes
(10 cual no haee el proveedor "HOBARD"). la otras oDeiones con las que se cuenta con
cotizaciones son:

A) Picadora Cutter de 1/3 de HP (cotizado con HOBARD) la cual tiene un costa de
$3,510,145

B) Rebanadora de frutas y legunbres de 1 HP (cotizado con POLINOX) con un costa de
$2,817,500

C) Picadora Cutter de 2 HP (eotizado con el grupo PESA) con un costa de $9,530,675

D) Molina picador de carne de 1/2 y de 3 HP (cotiZ8dos con HOBARD) los cuales cueatan
respeetivamente $1,222,910 y $3,171,700. Este tipos de equipos muelen en humedo la
cual plantea una alternativa tecnologica interesante pues se podr{a primera picar y
moler (al mismo tiempo) para luego secar.

Seeador de Charolas
Este equipo ieluye ademas de el seeador de charolas en s{ a 40 charolas V a un

carrito para tranSDortarlas.
Actualmente no se tienen otras opciones analizadas en su eotizacion pero den~ro

de ooeo se tendran para su analisis.



Mezclador
ln estos equipos tambien se presentan una gran variedad de opciones para fines deI

reoorte, se esta considerando un equi~o con el cual ya se ha trabajado en la planta
pi oto V en el cual se piensa que se podria tanto mezclar, gelatinizar y(o)
fermentar. Dentrq de las opci~nes que se tienen cotizadas son las siguientes:

A) ~ezclador de liston (cotizado con POLINOX) con un costa de $4,542,500

8) Mezcladores para oast3s de 2 V 5 HP (cotizados con HOgARD) con un casto resoectivD
de $12,305,105 y $17,553,310

Gelatinizador tioo autoclave
Par la ooeracion de gelatinizacion se tienèn varias alternativas tecnologicas

en estudio, se tomo la oocian deI autoclave horizontal por ser el casa extremo en
costos y ademas por ooder llevar acabo en el otras funciones como la de
esterilizacian de materiales. Esta opcion incluye: el autoclave en 51, 2 carritos
y un juego de controles manuales.

Fermentadores
Para esta o~eracian unitaria se considera el caso extremo en cuanto a

requerimientos de eSD2cio y muy probablemente tambien en cuanto costo, el reactor
zimotis, pero aun dentro de estas reactores se tienen varias alternativas de diseno,
con fines de esta estimacion se toma la Drimera de las dos siguientes:

A) 6 reactores zymotis individuales

8) 2 modulos cada uno con tres unidades eouivalentes cada una a un reactor symotis
individusl (cotizado con PROCESADO DE MAQUINADO METALICO) con un costa de $6,000,000
cada modulo

Esoorulador
Por carecer de un diseno definitivo su costa se aproximo

Tanques agitados
Estos tanques incluyen cada unD el costa de un agitador portatil. Faltarla

calcular el costa para hacerlos maviles.

Microautoclsves
Estos autoclaves de laboratorio incluyen canastilla y un juego de controles

manuales.

Bombas
El nu~ero y capacidad de estos equipos es oreliminar por 10 oue estos C05to~ se

deben tomar con reserva, aunque si se observa su impacto en el costo total de la
invcrsi6n fi i3 es mrni~~. =~ri ~~=D~~·~ ~ ~~tDS ~Dui~DS 5~ ~5t~n ~ramitando

cattz~cjones con otrc~ 8r~}~:=~=3.



[~~~rEsor de air~

El tall3'l0 de e::Jte cornpresor surqe de un c31culo prelirninar par 10 Due su
CQtiz~ci5G se debe to~ar con reserba. De estos eouipos se tienen otras cotizaciones
donde el eouipo resulta rnas economieo.

f\OTAS:
1.- Tojos estas costos esta~ a eostos de die/1985, incluyen el rVA son libre a bordo
en la planta y solo se respetaran en general en un corto periodo de tiempo.

3.- Los costos en material de laboratorio ta~bien se han aproxi~ado en $20,000,000

~.- Falta jeterminar todos los costos Que se qeneraran Dor conc2oto de el
eauiD~~ie~to d~l taller m2c~nico.
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CONCLUSIONES

El costo estimado deI eouipo (LAB)= $57,147,314 pesos mexicanos
=($57,150·U.5. Dollar)

===~============================================

El costo ~stimado de la inversion fija = $ 272,044,213 (+-20%) penos mex.
=($ 272,OOO.U.S. Dollar)

========~~====~==========~===========================================

Estas son esti~aciones oreliminares puesto que todavla falta definir con mayor

oresicion la esoecificccion y seleccion deI equioo adecuado para el proceso. Para

su calculo se concideraron en general los casos mas extremos en costo y

re uerimientos de espacio por 10 que pensamos que al ootimizBr la seleccioon deI

equipo dis~inuirâ el monta de la inversion en eouipo y por ende en la inversion

fija. Falta esoecial informacion V definicion en los procesos de secado,

gelatinizado, humidificacion V esporulacion.

No obstante dentro de las condiciones mencionadas los estimados san de une

precision adecuada pues para la estimacion de costa de equipos se realizaron

cotizaciones directas con proveedores V en la estimacion de la inversion fija se

empleo un método que garantiza uns precision de +-20%. Aunque es necesario hacer

notar que falta incluir dos gastos conciderables:equipo de laboratorio V equipo de un

taller de mantenimiento.

=======================================================~======================
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harina de yuca
(HYEFSS) y
en los a rd mal es

los efectos nutricionales de
fermenta=iOn de sustrato sOlido
gluter. de trige (GT) obse!"\/ada

RES UME N .

1

1

1

1

Se determinaron

1
e:rar· i quec i da por
complementada con
H1orrogas t r· i cos.
Se prepararon Dcho dietas de un nivel de proteina deI 10%
propol'cionada por la mezcla protêica en diferentes cantidades. Los
parametr·os obser·vados par'a los efectos nutr'icionales fuer'on:
RelaciOn de Eficien=ia Protéica (P.E.R.!, Utilizacion Neta
PrOteica (N.P.U.) y Digestibilidad In Vitro.
Las dietas no resultaron con un balance Optimo de a~inoacidos

indispenso.bles par'a r'atas, siendo la t'fetiordria el pr imer ë.minoetcido
limitante indispensable sesuido de Treonino., Lisina, Vali~a,

Triptofano e Histidina.
Por este se present6 un retraso en el crecimientD deI animal as!
corna ca~bios cut~neos notorios. La presencia de un exceso de
nitrOgeno amoniacal afectO al nivel deI nitrogene prot~ico y
disminuyO en la diete no alcanzandose el porcentaje protéico
necesario. Fino.lmente, las mediciones de digestibilidad in~LtLC

resultaron con bajos valores siendo un factor adverso pa~a las dietas.

1

1

1 N T R 0 DUC CIO N •

1

1
1

1

1

Algunos factores como el aumento en los costos de la producci6n
agricola j el lento incremento de la misma presenta una
comparaciOn alarmante con el crecimiento mundial de la poblaci6n
por 10 qUE hace pensar en la necesidad de buscar nuevas fuentes
alimenticias utilizando los re.::ursos jispenibl~s que no han sidD
E~plotados. P~r esta situaciOn se ve la necesidad de buscar
mélodos m~s efectivos con cOEtos minimos para el procesamiento
de los o.limento~. Las fermentaciones tradicionales han perdurado a
través deI tiempo por posee~ ca~acteristicas corno favorecer el
i~crereento en el conlenido p~otEinico de sust~atos con altas
~cnc&~traciones de almidOn y el enriquecimiento de los alimentQs con
vitaminas y aminoêcidos indispensables.
Por 10 tanto el presente trabajo de investi3&ci6n ~5 un proyecto de
fermentaciOn s61ida pa~3 favorecer el e~riq~~=irniento en
pr~t.e!na a 1 ël har i (,a de ·i'~=a. (_~ri.ihJ:lL~~llll.i~) med i ante 1a
inoculaci~~ =on cepas de m,ohos tales como Aspergillus niger y

1 d~sputs de la fermentaciOn obtener niveles proximos al 20% que
.es muy superio~ al 3% de proteina inicial.4-7

1
1
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Por otra parte la calidad de una prote!na se determinarâ con la
eficiencia con la cual sea utilizada para la s!ntesis de prote!nas
tisulares y/o para el mantenimiento dei organismo; ya que la funci6n
principal de la prote!na en la dieta es la de suministrar una mezcla
de aminoacidos en proporciones adecuadas para que se efect~en

estas funciones vitales. 4-~

Cualquier m~todo para medir el valor de las protefnas en los
alimentos deber. directa 0 indirect.mente evaluar estas funciones.
Los m~todos primordiales para evaluar la calidad protéica son el
mêtodo qufmico y el método bioldgico.
Es pues que mediante la realizaciOn de los estudios mencionados
anteriormente en este trabajo de investigaciOn se pretenden alcanzar
Jos siguientes objetivos:

Conocer la complementaci6n de aminoâcidos indispensables de 15
harinas de yuca con la adiciOn de gluten de (!"i9':J ;,E-e:.,:;,nte la
ganancia en peso de los animales de experimen~&~i6~.

En base a nuestras :ieta.~ ie- '.51' ina (le • ..;. __ .:,:),', .... n porcéntaje
alto,medio y bëjü té;- tl· de prot_ L._ .:~;t:,:) de nitr~gerlo amonlacal
detelûi.,ar E ~:l'E'jClr ap_~ t.;; ;.~t.r it ....'o de r,-..;,ëstr'as dietas,a.!:il como
conüce~ ~~ ~cr~=~taje tclerable de nitrOgeno amoniacal en el
animal de experimentaciOn.

DisTainuir el posible ~fecto de nitrOgeno amoniacal adicionando un
comp~esto prote!nico y de esta manera evitar la toxicidad aguda en
el organismo.

MAT E RIA LES y MET 0 DOS •

La evaluaciOn nutricional se realiz6 con tres muestras que fueron
enriquecidas por fermentaciOn de sustrato s61ido, producidas en la
planta piloto de ferementaciones de la UAM l, con la siguiente
cod i fic ac id n :

A estas muestras se les realizO un anâlisi5 qufmico proximal con
la finalidad de conocer su composiciOn determinando el contenido de
humedad, protelna cruda, extracto et.reo, fibra cruda, cenizas y
el extracto libre de nitrOgeno. Con el contenido de prote!na,
grasa 0 extracto etêreo y fibra cruda de cada una de Jas muestras se
procediO a realizar câlculos directos de las cantidades necesarias
para preparar la dieta tipo: 10% de prote!na, esta se prepararâ
con los ingredientes bàsicos en la siguiente composicidn
establecida por Morales et al,3:

1
1
1
1
1
1
1
1
1
-1

Yuca ensilada gelatinizada fermentada (40 hrs)
Yuca ensilada gelatinizada fermentada (30 hrs)
Yuca gelatinizada ensilada fermentada (30 hrs)

Ingredientes:
Prote!na.
Aceite de malz.
Mezcla de minerales.
Mezcla de vitaminas.
Celulosa.
G1UCOSil.

Sacarosa.
Almid6n.

2

8637
9849
8198

Por·centaj e (%):

10
20

5
1
4

20
20

20
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1. Gulmico pr·oximal. 'Los datos qufmicos decomposici6n proximal
de las muestras determina que la 8637: presenta el mês alto

Con esta secuencia se efectuO la Relaci6n de Eficiencia
Prot.ica (P.E.R.) durante 28 dfas, posteriormente se realizd el
ensayo de UtilizaciOn Neta Protéica (N.P.U.). Al finalizar estes
anAlisis se determin6 de la composici6n de amin04cidos, la
digestibilidad y el porcentaje de nitrOgeno amoniacal de los
productos fermentados con la fialidad de explicar mAs ampliament~

los resultados encontrados.

AnAlisis Gufmico Proximal.
RelaciOn de Eficiencia Protéica. (P.E.R.)
UtilizaciOn Neta Protéica. (N.P.U.)
Anêlisis cuantitativo de aminoacidos de la protelna.
Digestibilidad ln Vitro con pepsina en êcido clorhfdrico.
Determinaci6n de nitr6geno amoniacal en la muestra.

RES U L' T A DOS y DIS C U S ION •

E M P L E A D A ST E C NIC A S

Muest;"a. 9 de producto 9 de gluten DiluciOn
a evaluar. de tr· i go. (%)

8637 375 2625 12.5
8637 1500 1500 50.0
9849 375 2625 12.5
9849 750 2250 25.0
9849 1500 1500 50.0
8198 375 2625 12.5
8198 750 2250 25.0
8198 1500 1500 50.0

De esta manera se obtuvieron ocho raciones con la mezcla de los
productos prot~icos los cuales serfan suministrados à~libiiYm a
105 animales de experimentaciOn considerando:a) diez animales para
caselna qu~ 5e usar4 como control; b) dos animales como blanco
para N.P.U. y c) diez animales por cada producto. Asi tambi~n los
animales d~ experimentaciOn presentaron las sigui~ntes

caracterlsticas especfficas :
Raza Rata blanca.
Especie Wistar.
Sexo Machos.
Edad 21-23 dfas de nacidos recien destetados.
Pesa 35-40 9

Preparêndose 3 kg de cada dieta una vez ~laboradas, nuevamente se
analiz6 ~l contenido de protefna para verificar que se encontraban
en 10~ +,-0.3
Los factores de conversiOn de protefna utilizados fueron (6.25)
para los product05 fermentados,(~.7) para el gluten de trigo y (6.38)
para la caselna. .
Estos valores fueron obtenidos deI 3 y 6. Teniendo las ocho dietas
preparadas con los productosfermentados y la dieta de gluten de
trigo se efectuaron las siguientes diluciones:

~I
~
~I

:'1
~:I'
~...

~'

~'I

1

-1

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

~'I

-1



DIGESTIBILIDAD IN VITRO CON PEPSINA EN ACIDO CLORHIDRICO.

29.34
23.34
33.91
8:5.79 ....

Digestibi 1 idad
(If.)

1

11.80
11.00
9.04

10.30

Protelna
no digestible.

4

C U A D R 0

CON C LUS ION E S

16.70
14.35
13.68
72.4:5

Prote!na
Total.

pretel~a (16.70%);la 9849 se encuenlra en un valer
j l~ 8193 presentO el valor mAs baje de protefna

<le tr Igo.

porce-:-;ta;e de
mE: j i 0 ( 14 • 2:%)
( 13.93%) •

8637
9.849
8198
Gluten

~
FI
t.
zJl 2. Mélodos bi6103icos. La ganancia de peso presentada demuestra el

retraso deI crec1mienlo al obtener valores tan bajos en comparaciOn
con los oblenidos con caselna. Asi mismo al analizar el cuadro 1
demu~$t~a que la digestibil1dad de los productos son muy bajos por 10

'::~e E?n base a estO!i resultados y tratando de expl icar las causas de
'c' f05 val ores encon trados se proced i 0 a evaluar el perf il de

~';'I" amirlckidos en 15 mu.eslras as! como la determinaci6n dee nitrO'3e-no arnoniacal. El c.Uculo te6rico dei balance de
suplementaciOn de aminoâcidos indispensables para ratas en las

1
mezclas de los productos prot~icos determina a la Hetionina como
primer aminoàcido limitante indispensable seguido de Treonina,
Lisina, Valina y en algunas, deficiencia de Triptofano e HistidinaJ
por 10 que en un gran parte estas deficiencias influyeron en los

1 valores mencionados anleriormenle.
El nitr6geno amoniacal se encontr6 en una buena parte por 10 que
afectO al nitr6geno protéico y contribuy6 a los valores tan1 bajos mencionados.

1
1 Muestra.

1
'1
1
1 - Ninguna complemenlaciOn en las mezclas de los productos

protéicos ,harina de yuca enriquecida por fermentaci6n de
sustrato sOlido (HYEFSS) y gluten de trigo (GT) di6 resultado&

1
satisfactorios al administrarse a ratas.
- Lo anterior podr~ explicarse debido a los siguientes factores:

a).Las muestras a evaluarse tienen bajos valores de digestibilidad.
b).El perffl de aminoâcidos tanto de las muestras a evaluar comO

l eI gluten de trigo pr'esentan deficiencias de aminoAcid05
indispensables en particular Hetionina como primer aminoAcido
limitante indispensable seguido de Treonina, Lisina,Vallna y

1 en algunas , deficiencia de Triptofano e Histidina.
c).Parte' deI nitrOgeno aportado en la dieta correspondi6 al

nitrOgeno amoniacal contribuyendo en gran manera ala

"1
~I
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defi=iencia observada.
Porlo anterior se sugiere utilizar estos mat~~iales en la

~li~entaci6n de polIos de engorde que por sus car~cterfstica5

p~Eden presentar mejores resultados.

~I
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t•I:··· Los au tores desean expresar su agradec i mi ente a. 1a Organ i zac iOn de
"'stados Americanos (O.E.A.), par haber patrocinado parcialmente la

f"<fealizaciOn de este trabajo, asi como al Instituto N&cional de la
~,cl' NutriciOn Salvador Zt:.bi:-ân (LN.N.S.Z.) IHvi5i6n de Nutrici6n

e~perimental y Ciencia ~e los alimentas -Departamento de NutriciOn
Animal-, pcr la colabcraciOn brindada durante la fase experimental1 de esta investigaci6n.
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RESUt'lEN

Este tr~baJo esta enfocado al estudio deI agua en el cultivo sOlido
cl e r: ::J:"'~_g_Ul_u~_-!~i g E' r .

En la prirnera parte, se prob6 un rr:etodo de SUp1eTf:entar agua al Tr.;?dio
cc .:) 1 i doc 0 ri 5 t i tu j do po r ha r i nad e yu ca, TL e d l an tel a i ri t r 0 duc c i à ri de
flbras de bagazo de ca~a con una alta capacidad de retensiOn de

l-, U if e d ad. Un 2 U f;. e n t 0 deI cor', t e nid 0 i n ici al de a 9 u a a c cel e r a el
crecimier,to y permite ur,a lido-jor utilizacion deI sustrato. En 10 que

se refiere a la producciOn de glucoami1asas se mostr6 la existencia
de un optlMO de contenido de fibras asi como de humedad.

En una secunda parte, se hicieron ensayos de cultivos solidos de
A.niger con medios liquidos sinteticos absorbidos sobre bagazo de ca~a

y los cuatro parametros estudiados fueron: la humedad inicial, la
concentracion de glucosa, el tama~o de particula deI bagazo y el

taffia~o de inoculo. La concentraci6n de glucosa en soluci6n afecta
drastlcamente la velocidad de crecimiento, encontrandose una relaci6n

lineal inversa entre la tasa especifica de crecimiento y la
concentraci6n. Un aumento deI tama~o de inoculo demostr6 tener una
influencia positiva sobre la tasa de crecimiento y acortar el tiempo
de fermentaci6n. Los dos otros factores estudiados no produjeron

efectos mayores sobre el comportamiento cinètico de A.niqer.
Estudios de termocalorimetria practicados con A.niger sobre harina de
yuca y medio absorbido sobre bagazo revelaren la existencia de un
brinco energetice relacionado a una fase de transiciOn de la

germinacibn al crecimiento apical. En el secundo case, la intensidad
de este fenbmene fue aumentando cen la concentraci6n de glucesa y el
tamanO de inocule.
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1. Efecto dei agua en el cultivo solido de As~er9illus niQ?r sobr~

almidon de yuca.

1.1. Introducci6n

El cultivo en m~dio solido ha sido utilizado en Japon
tradicionalmente para la producciOn de alimentos fermentados dei
arroz 0 de la soya (H~sseltine 1965). Mas recientemente fueron
desarrollados un nu~ero importante de trabajos tendientes a utilizar
esta tecnica para la elabaracitn de alimentos enriquecidos ~n

prateinas para ganada 0 la sint~sis de enzimas.
Rair-,bault (1980) d~r:"ostr6 que m'?diante un cultivo solida de A.niq€'-E..
sobre almidtn de yuca se podia lagrar un 12 ~ de incre~ento

protelnico pero que el consumo de azucares no era total sine qu~ el
crecimiento se paraba que1andose aân en el media un 25 a 30% de

az1car. Varias factores son descritos en la literatura camo
limitantes de la fer~entaciOn solida:

- La transferencia de ox1geno: un analisis de los gases ~fluEntEs

enseno que solamente se utilizaba de 3 a 4~ dei oxfg~no pr~sente en
el aire en las condiciones de aireaci6n dei exp~rimento (4 llhl10 9

de materia seca) por 10 cual se pe!"'lso que este factor no era
limitante.

- La r~moci6n dei calor metabolico: durante el crecimiento se liberan
cantidades importantes de calor asociadas al proceso de respiraci6n.

La remoci6n de este calor se pu~de hac~r por conducciOn 0 por
convecciOn a traves deI aire forzado pero para diametros de columnas

superiores a 4 cm se pudieron observar fe!"'lo~enos de calentamiento
(Raimbault, 1980; Huerta, 1984; Bacquet, 1986) perjudiciables al buen
desarrollo dei cultivo. Sin embargo, en columnas de 2 cm de di~netro,

la termostataciOn es suficiente y no se detect6 calentamiento
(Raimbault, 1980) por 10 cual pensamos que este factor no era
limitante en las condiciones de cultivo de laboratorio.

- El agua: En el metodo de cultivo de laboratorio considerado la
humedad aumenta de un 10 a un 20~ durante el proceso por efecto de la
perdida de peso seco pero este agua se va incorporando al micelio y
RaiJTIb2ult (1930), en el est2bleClmi~nto d~ la ~cuaci6n

estoichio~etrica de la reacci6n det~rmin6 que el agua libre rEsidual
de=-;Jues de- 25 h no rebasaba el 13~ dei peso total, valor limite para
el crecimiento de los hangos. La baja cap~cidad de absorciOn de ag~a

dei almid6n impide trabajar con hu~eda1es iniciales por enci~a de 50
a 5S~, mas ag~a llevando a un sustrato pastoso de aireacitn diffcil.
El probl~~a d~ suple3r agua al ~edio pUEdE ser abord2do dEsde
diferentes angulos:

- una es de trabajar con un re2=tor de ferme~t~ciOn abierto
din~Mico, aspersando el media a intervales regular2s pero elle lleva
consigo problemas de ho~agenei5aci6n y de mezclado, no sienpre

beneficos para el desarrollo dei micelio. Este tipo de rE~ctor tien2
1 a ven t a j a de pa der f a cil i t a ria e 1 i m i ri a c i 6 n dei as calo ria s p e r 0 E- S

mas ca~plicado que los siste~3S estaticos de tipa charola 0 columna.
- 0 t r are 5 p IJ est a 1 a pa dia ~ r °po r cio n ct r u n c Cl Tl b i 0 en 1 a tE )( tu rad e 1
almidtn de yuca mediante algun tratamiento fisico, aunentando asi su
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~a03Cldad d~ r~t.nsibn d. agua. S~ hicl .. rDn ~nsayDs de ~drusion, la

(

U <3 1 po r i rr e ct i 0 d e u n a 0 p e r a c i t: ri d e c 0 ~:: prE- 5 i ~ n - ct E- :: 0 r.. p r ~ ~ ~ j n a u rr; é r; t a
la superficie especifica deI almid~n. Se obtuviE~Gn asi 5ustrato5 qUE

odian ser usados con 65 ~ de hu~~dad Inlclal sin prQbl~~a5 de
a~reg2ci~n y donde el des2rrollo deI mice!io fue s~ti5f~ctorio (Cruz

l et col. 198~) •. E~ ~ayor inccn'.JE-niente de .este prEacGn.jiciono~:1iE-nto ES

su costo, prohlbltlvo pa~a un producto de bajo valor a3regado camo 10
es la protelna microbiana para la ali~entaci~n gana~era.

1- La lngenieria pue je aportar algunas solucio~~s a estas prcblE~as.

A5 i Gl2 r v ais etc 0 1. (1 9 8 ~ ) P0 r ~ E d i 0 deI areguI a cio n deI a h u ::: ~ cl ;; d
rel a t i va ( H r) deI air e en t r an t e aIr e a c t 0 rIo '3 r a n ~ an t E nerua Ij r- ~ n t a r

l
Ia actividad de agua (Aw) de un soporte constituido por dISCOS de
celulos3. Un punto debil de este slstE~a resulta en el tie~po de
r=spuesta deI si5te~a (4 h) el cual es conveniente para procesos

I
lentos (pr01uccion de esporas en este caso) PEro. de~asiado largo para
pro c t? 5 Cl S r api dos co c, 0 10 es e 1 cre c i mie n t 0 d e ~~..r:U 3.e r .

- existe taTbièn otra alternativa que consiste en intraducir ~n el
media de fermentaci6n un soporte con alta capacidad d~ rett?nsi6n de

l a 31..1a que p'?r'l'1itiria asi incrementar la humedad inicial de manera
importa.nte. Esta ideâ ha sido probada per Sato et col. (1983) que
introducen pulpa de madera en la fermentac16n deI salva~o de t~igo

por Aspergillus oryzae. Esos auteres observan un inc~emento en la
cantidad de biomasa y en la cantldad de glucoamilasas sintetisadas.
Las fibras lignocelulosicas parecen constituir un soporte id6neo para

l este proposito tomando en cuenta que mejaran la textura deI sustrato
volviendolo mas aire2do y facilitan asi su empacamiento en columnas.
Retomamos esa Idea y pensamos en introducir coma seporte bagazo de

1
ca~a, este material siendo un desecho agro-indust~ial facilrnente
disponible y de bajo valor de utilizacibn

1
1. 2. Material y metodos

I. 2. 1. Material bruto

1
1

1 La harina de yuca utilizada fue obtenida a partir de tuberculo fresco ,
pelado, picado, gelatlnizado a 120~C durante 15 mn, después enfriado

a 00 C par a e VIt ëI rIa r e t r 0 9 rad a c i 6 n deI a 1m i d ~ n Isec ad 0 Y fin a 1ri. e r. t e

1 molido y tamlzada, usando la fracc16n camprendida ~ntre 20 y 50 mesh.
Esta harina contenia aproximadarnente 80~ de almid6n y 2 ~ de proteina

en baSE seca.
El sopo~te utilizado fue bagaza de ca~a, essencialmente constituldo
por medula y obtenido deI Ingenia de Zacatepec <Hor.). Este b2;~ZO

contenia aproximada-ente 10~ de azucares residu~les. E5te ba~~zo fue
tamizado, utilizando salvo espicificaciones la fracci6n de 20-50

mesh.

)

1
1
1
1

1. 2 . 2 • Con 5 e r· va c i 6 n dei ace p a y Q b t t? r. c i ~ ri d e e s pc r 2_ S •

La cepa fue se~brada cada seis meses sobre un media ·~alt-a3ar· y
cons2rvada a 4°C. El medio utiliz2do para la obtenci~n de esporas es

el sigulente: Hari~a de yuca, 409i (NH.... );zS04' 4 gi I<H z PO", , 2 9i UrEa,
1 g; CdC1 2 , 1 gi A~2_r. 15 9 i Agua 1000 ml. El pH de e5te rr.edio fUE

ajustado a 5.6 y el ~edio fue ~epartido en rratraces Erlen~~jer d~ 2 r O
m 1 a r a L 6 n ct e 25 'il 1 po r mat raz. Los ~ a t r aCE- s f UEr 0 ne:;; t E- r i 1 i z a. ~ =:; E- r.

2
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1 un autoclave a 110°C durante 25 mn. Los medios se dejaron despues
enfriar hasta 40°C y se inacularcn en la masa con 2 ml de una

1 s~luci6n de esporas obtenida a partir de los tubas de conservaci6n.
Las ~atraces fueron incub~das a 25 Q C durante 7 dias. DespuÉs de este
lapso de tiempo, las esparas fueron suspendidas en 100 ml de agua

1
adicionada de 2 gotas de Tween 80 mediante una agitaci6n con una

barra magnetica. La suspensiOn de esporas fue filtrada con gaza para
re~over las particulas de media 0 de micelio.

1 I. 2. 3. Metodo de cultiva

El rr.etodo de cultiva es una adaptaciOn de aquel propu~sto par

1Rai~bault et col. (1930). El b2gazo esta hu~idificado con el 50~ deI
agua y la mezcla es esteril'izada al autoclave durante 15 mrl a 120c>C
para evitar toda conta~inaciOn ulteriar por la microflora deI ba~3zo.

Par atra parte los sales se disuelven en los otros 50~ de a3 ua Y
después de la adiciOn de las esporas el pH se ajusta a 2.7. El
bagazo se enfria, se mezcla con la harina de yuca y se inocula con las
esporas en suspensiOn en la saluciOn salina. El material inoculado
se empaca despues en colu~nas de vidrio a-razOn de 15 a 20 g por

columna dependiendo de la densidad deI material. Las columnas aireadas

I
se panen en un bano de agua termostatado (ref. Raimbault et col.
1980). La composiciOn deI medio salino es la siguiente: (NH~)zSO~,

9.8 gi KH2 P04 , 5.0 gi Urea, 2.4 9 par 100 9 de harina de yuca. Salve

1
especificaciOn el tamano de inocule fue de 2 x 10 7 esporas par grame

de harina.

1
1. 2. 4. Metodos de analisis

1. 2. 4. 1. Gasometria

1

1 El consumo de oxfgene y la producciOn de C02 durante las
fermentaciones fueron medidos por gasometria. El aire efluente de la
columna fue secado mediante pasaje a traves de una columna de

1
condensaciOn y de una columna de Silicagel r con indicador

colorlmetrico. Parte deI aire seco estaba después bombeado a un
analizador de oxigeno de tipo- paramagnetico de marca Servomex r

conectado a un re3istrador la que permitla monitorear las
fermentaciones. La otra parte deI aire secado estaba bom~eada hacia
analizador de C02 Beckman r de tipo infrarojo igual~2nte conectado a
registrador. La tasa e3peclfica de crecimiento proDedio (mu~ fue

1 calculada a partir de las velocidades de consumo durante la fase d?
crecimiento balanceado.

un
un

1. 2. q. 2. A fi 2. 1 i sis deI a 5 mu est r 25 de fer Tr,2 r, t ac i 6 n .

1 a b i 0 f:: 3. s a f U 2 est i T:l a da po rel
diluidas y hO~Ggenelzadas con un

1
1
1
1
1

- El peso seco se determin6 a peso constante, 24 h a una te~peratura

de 105~C. •
- En las ferment~ciones con yuca sola,
metodo de LOHry (1951) sobre muestras
maceradorde tej idos de tipo Potter.

La pr~sencia de llsninas produce Interferencias con el metodo de
L 0 \-/ r y , po rIo cu a 1 en 1os pro duc t 0si e fer r:-: ë: n tac l On c Gn t e rI i ë r. d Cl

ba33zo, las proteinas fueron estimad05 a traves de los a~inG-a=ld=s



1

1

Itotales sobre 200 mg de mUE-stra seca~a a 60°C y rr:olida (40 r..E'shl. Las
pro t e i na 5 of u '? r 0 n h i d roI i z a'1 as con HC 1 7 N a 1 20° C E- ri . a;:- poIla 5 S =- lIa d iO'. ~

1
durante 20 mn y n~utralizadas con soza. Las muestras fuefon
centrifu~ad2s y el sobrenadante fue diluido para la reaccidn

colorlrr.etrica con ninhidrina (Snell ~ Snell 1956), la lectura se hizo
contra un estandar de casefna tratado e~ las mis~as condiciones
- Para los analisis ulteriores, las muestras fueron diluidas en a3ua
(25 veces) y homo3e~eizadas por media de un UltraTurrax r •

Anallsis de los azucares totales: 1 ml deI hCDo3~neizado fue

1 hidrolizado con 5 ml de HCl 1 N a e-bulici6n durante 3 h. El
hidrollzado fue neutrallza10 con soza 1 N Y los azucares reductcres
fueron medidos par el metodo de Miller (1959) despu?s de una

diluci6n adecuada.
Analisis de los acidos nucleicos: 5 ml deI hODogeneizado fueron

centrifugados y sobre la fracci6n insoluble se practicd una

1
digesti6n con acido perclorico a 70°C para extraer los acidos

nucleicos, los cuales fueron medidos par absorbancia a 260 nm centra
una soluci6n estandar de ARN de levadura.

1
Determinaci6n de la actividad 9lucoarr:ilasica: en un media

constltuido par 2.5 ml de almidén a 15 g/l Y 2 ml de amortiguador
citrato pH 4.5 Y o. lM se anadi6 0.5 ml de la muestra a actividad
~nzimatica y se dej6 a incubaci6n en bano-maria a 60°C. Se to~d 1

1 ml al tiempo 0 mn y al tiempa 15 mn y se echO en 1 ml de reactivo
alcalino de DtlS donde se par6 la reacci6n. Los azucares reductores
liberados fueron medidos par el metodo de Miller, 1959 y una unidad de

1 actividad glucoamilasica se expresa coma la cantidad de enzima que
libera 1 micromola de glucasa par mn en las condiciones deI
experimento.

1 1. 2. 4. 3. Microcalorimetria

1
1
1

Los estudios de microcalorimetria fueron llevados a cabo sobre un
apparato LKBr llamado Thermal Activity Monitor r de cuatro canaies
todos doblados par una referencia. Las condiciones de cultiva son las
mismas que aquellas d~scritas en el I. 2. 2. con la excepcion de que

el cultivo se desarrol16 a cabo en condicio~es absolutamente
esteriles. El material sélido fue puesto en frascos de 3ml y la

atmosfera fue saturada con una corrie-nte de oxlg~no puro antes de
sellar el frasco hermeticamente. Todos 105 experi~e-ntos se ll~varon a
c~bo a 37°C y en duplicado, los termcgra~~s siendo re-gistrados en
continuo.

1 I.~. Resultedos

1
1
1
1
1

1.).1.: Crecirniento de ~~d_~§"L scbre almidon de yuca.

En la Fig.1 esta representada la cir.êtica de crecimientb (~~dida por
las proteinas (Lowry et col. 1951», de consumo de azucares y de
pro duc c i ~ rI d e glu c 0 a "11 i 1 2 5 2 S d e A.~-.3-~r:. s c b r e a 1mi don deyu c: a. E fi 1 a
Fig. 2 estan representadas las cineticas de velocidad de producciOn

de CO~, de consu~o de O~ asi como el coeficiente respiratorio (Or),
re12cién de esas velocidades. Esos resultajos confirman aquellos

prevla',ente obtenidos por Pair:-bault (1920) y Huerta (1984), s~a un
enriqulcirniento protefnico d~l 10~ p~50 seco inicial (PSIl llevado a
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cabo en 25 h. un con sumo de azucares proximo al 5D~ PSI result~~dc e~

un r~ndi~iento de trarsformaciOn de azucares a protel~as (PxJ ~el

orden de .200. y una p~rdida de peso seco deI 11~. El cc~ficie~te

respiratorio se rnantiene cerca de 1.0 dura~te toda la fa~e de
creci!:iento para bajar despues. El perfl1 de a:::idos nuclEico:i (Fig. 3)
PS muy p2recido a los perfi1es de velocidad de consumo de O 2 y
produccion de CO 2 pero se puede observar una difere~cia de 2 a 3 h
e~tre el tie~po de maxima actividad respiratoria y el tie~po de
bic~25a rraxi~a ~21ida a traves de las proteinas. Lo ~ltiffio mU?5tra

que la determin3cl6n de los acidos nucleicos constituye un indic~1or

r.'uy sensible deI estado f0i61ogico deI honso.
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El perfil de pH (Fig.3) muestra una ligera alcaliniza::i6n durante- las
p ri:.. e ras 15 h, 1 a cuais e d e b e a 1 a 1 i ber a c i é n dei 0 ri 2 s t 1H.. po r

hidrolisis de la urea. En una secunda fas2, hay acidificacldn deJ
m~jio en mayoria de-bida a la liberacién de CO 2 •

El Incremento de proteinas m~dido por los A.A. totales despue5 ~e 25
horas de cultivo dia un 15.7~ PSI, elevdndo asi el Rx a .284. Sin
embargo, tal diferencia de resultados entre dos rnetodos de
d~t~rminaci6n de proteinas no es para extra~arse, Rai~bault (1980)
report~ndo una diferencia de aproximaja~Ente 50~ entre el metodo de
Lm-Ir)' (1951> y el metodo del nitro'~Eno total de Kjeldëihl'. "

1
1.].2. Cultivos

ba33zo.
de A.niQer con almid6n de yuca y fibras de

1
1
1
1
1

r.3. 2. 1. Efe-cto deI porcentaje de fibras

Fueron llevadas a cabo cinco fermentaciones con porcentajes de ba3a:o
de 10 a 50% y una hurnedad inicial constante de 62~, los sales siendo
a~a1idos en funcion de la harina en el media. Los resultados estan
reportados en la tabla 1 donde pode-~os ver que la cantidad de
prateinas disminuye conforme aU~enta la concentraci6n de bagazo en el

media con pequenas var1acianes en el R~. A~n asi, en todos los casas,
las tasas de conversiOn (Ts) de sustrata son superiares a 70 ~ contra

58% con yuca sola 10 que muestra que conforme la humedad aumenta,
aumenta la utilizaci6n de sustrato.

En 10 que se refiere a la sintesis de glucoamilasas, la introducciOn
de fibras tiene un efecto positivo sobre toda si se considera el
rendimiento por gramo de almid6n de yuca en el media, el 6ptima
situandose entre 30 y 40~ de bagazo.

..

l

)

,

, J
Act. glu.

(U.I/g yuca)
Ac t. gl u .

(U.I./g PSI)
Ts
~

Si-Sf
~

Xf-Xi
~

PPS
~

1: Re5ultad~s obtenidos en los cultives conteniendo diferE-ntEs
porcentajes de fibras. (HI= 62%)*

Tab.

1
1

de flbras

10 23.4 15.01 57.5 73.9 .261 328.5 431.7
20 22 12.01 55.1 78.5 .218 369.3 461.61 30 16.9 9.50 44.4 71.2 .213 3~4.9 507.0
40 15.2 9.96 38.4 70.7 .259 287.8 479.7
50 Il.2 9.39 40.1 87.2 .23~ 129.5 259.0

)Jr e ~ u 1 ta '.1 ~ 5 de- pro te i !'"l 2. S y a z u c 2- r ~: S CG r r E- S pori d e- n a 25 hG ras de- f E- r r;.2 r. t ë c i 6 n
los resultedos de glucoamilas2s al maximo alcanzado durante- las pri~2ras 25 h

IltiVO.

1
1
1
1

l • ~. 2. 2 . E f e c t 0 dEI cori ter, i d 0 cl e a '3 u a

Con el proposito de definir la i~flu2ncia deI contenido inicial de
ë']ua sobre la cir...~-tica de crecimiento de A.nicer, se esco3i6 un
porcentaje de fibras de 20~ que nos permitia trabajar con un a~plio

r~ngD de hu~~dades iniciales sin alterar la textura deI sustrato. Se
corrieron cinco ferr:iEntaciones con cont€-nidos inicialE-s de a:';'Ja je 42,
48, 55, 65 Y 70~ respe-ctiv?~ente. Las cineticas de velocida1 de

,
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Fig.5.: Cineticas d'? con:=;~'11a de
O2 de A. ni~~~ observad2s con
diferentes ccntenidos de ajua
iniciales.

Hi=42".; (--c.--1, Hi=~8~.; (-0-1, Hi=551.; (--0--), Hi=65"!.; (-<>-1, Hi=70~g-) ,

II
ri

Pode~o5 ver que un incremento de la cantidad de agua afecta
drasticaMente la cinètica de crecimiento 10 que se refleja en
pro~edio observado durante la fase exponencial de crecimiento
2) •

el mu
!Tabla

1L: Res u 1 t ad 05 deI 0 5 cul t i vos con d i fer e ri tes con t e nid 05 i nie i ale s d e
'Ja (harlna de yuca: 80"-, bagazo: 20~)·

~tl Tf PPS Xf-Xl Sf-St T5 Rx
h "X. "X. "X. "X.

~~
22.5 11. 5 4.93 23.3 33.2 .211
24 13. 1 6.86 34.3 Q8.9 .200

55 20 15. 1 10.04 41.6 59.3 .241

~~
18 17.7 12.96 47.7 68.0 .272
18 20.2 13.56 55.8 79.5 .243

.118

.140
• 167
.210
. 213

ProducUvfd2d
(r::g pr./gPSl/h)

1.9
2.9
5.0
7.2
7.5

1 e Con s i cl e roc 0 mot i E- Tf' po fin a 1 ( Tf) e 1 t i E ~.l poe 0 r r es po fi diE- fi d 0 a t r e 5ras dE:; pué- 5 deI t je" po d e fT) 2. '( i T: è Cl c t i v i d a d r e c; p i r d t 0 ria.

EnI a Ta b 1 a 2 p a ~ =-'~ C sot -=- E r var que uni r, crE :!". 2 n t ode l a h u ;-, e d 0. d i r. i c 1
ade~~5 de ~CdlflCdr la productividad aU~2nta el CO~5UDO de azuc~r2S

mejora as1 la canlidad de bio~asa prcducida por 10 9 de m~terial 5~CO

E~p2C2do. los Px carrespondiendo estan par2cidos a los observadcs con
la sala juca a en la T2bla 1. E5tOS resultadcs verific~n la hipolESis
d '=' Rai Tr, t ~ u 1 t (1 Co 2 0 ) == e g u ri 1 a cu ale 1 cre c i r.l i e fi t 0 d e ~. _Q_i ~ 2 .~ S;:, to r e

~1~id6n de yuca Esta limitado par el agua disponlble en fin de
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cultivo. Para varios autore=. cemo ~larahara Et col. (19821 '1 ~al.-ur.;i e-t
coI. (1 9 S 5 I,E,> l c :: r, C E- ~ t odE" ô:: t ) v 1 d 3 ~ de- a? ua (A;-J) E- S r.-.;:.::; 1 :~.;: :: r ~ ê r t i"

~'Je ac;uel de hU;-;.~daj. ~Jcs qU~~3.riêi p::Jr cor;~;Jrcbi?r si la lr,tr.:JjuCC1~rl

dE' flbr2s modifica 5~n~ible~~nte la evoIuci6n de la Aw deI projuclo
duranle la fer~~ntaci6n.

Au n q Ij e 1a ut i 1 i zac i ë n de aL U car es '= i? a ma y 0 r cor. cc r. t 2 nid Cl '5 dE;;' 3 u a
sup2riores, el crecimiento se para existiendo todavia sustrato
prE- S f:: n l e- en e 1 me 1 i 0 • ~ 5 t e ri ost. 2. cesu po r, e rIa e x i 5 t E ri c i a d E' 0 t r 0 ( S )

factcr(es> 1imit3~~~(s> co~o po1rian ser la dlfu~i6n intra;Jarticular
( 1100 - y 0 un SI e l r r") 1. 1 932) 0 IJ nad En::; i d .3 d cri tic a dE rr. i c ~ 1 i a c w-ô 0

prC:'~JuE'sto por L2'.Jke'.:ic5 et cal. (1925).
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Consumo azucres (% Sol
Fig.7: Consumo de azucares contra

con3U~O de O2 (datos obtenidos
en los cu1tivos con diferentes
nive1es de agua inicia1es)
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Tiempo (hl

.6: Cineticas de consu~o de a7ucares
~i_:::)er observacas con di fi:'rentes
i-Jtidos de agua iniciales.
(-:::-) , Hi=42~; r-e-->, Hi=55'1.jtf--) , Hi=65'1.j f----V-), Hi=7ü'1.
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Las cineticas de consumo de azucares (Fig.6) siguen el mis~a perfil
que las curvas de consu~o de O2 durante la fase de crecirnlento y si
grafica el une contra el otro (Fig.7), encontra ... os una relacibn d?

2.56 ma1as de O2 consumidas par gramo de az~car con una corre1aci6n
de 0.961. To-ando en cUEnta que en la reacciOn de respiraci6n se
ni:'cEsitan 6 mo1ecu1as de O2 p3ra oxidar una rr.o1ecu1a de glucosa,
obtEn~m~s que aproximad2~enle el 43~ de la glucosa se consurr.e en
r es p i r ë< c i 6 n. Est e val 0 r es ce r c ë" 0 p E- r 0 5 U P 2 rio raI val 0 r dE? 5 '1.
reporta~o par Rai~~~u1t (19301 En su estudio estoichlG~etrico de la
f E- r r;. ê fi t i? C i 6 n 5 61 1 da.

se

)

1
1
1
1
1



+-'
o
«

.......

.~ 2r

E
al
o
o
::l

....... u
QjJ

,,,

-- - "-_._--------.,,.-

10 110 :JO

1
1

1
1
1

1
1

Tie;;-,po (h)

Fi~: Cineticès de pro~uceion de
g!uco2~ilas~s obtenidas con diferentes niveles
de a~'Ja iniciales. (-,;;-) , Hi=42~.; (~-) Hi =55':'.;

f--O--) , Hi=6~~i (-V-) , Hi=70"l.
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St se considera la pr01ucci6n de glucoa~ilasas, pode~os observar ~n

la Fig. ~ que sigue la curva je consu~o de azucares a la curva de
consuma de O2 En los cultivas cantenie~da 65 y 70~ de hurn~dad apare=e
d2spuès de las 30 h una sfntesis secundaria de glucaamilasas. TaI
f e n tr~ e- no h CI b i a 5 i d 0 descri top a rAI a z a r d P.: Rai mbau l t (1 98 1) e n
cultivo 561 ide de A.niqer sobre almid6n de yuca. Esta sfntesis,

totalmente desligada deI crecimienta, no fue reportada en medio
liquido y entances puede ser atribuida a la existencia de almid6n
residual.
Ade~~s de su efecto sobre la tasa de sinte-sis de enzima, la hu~e1ad

lnicial afecta la cantidad de enzima praducida y la estabilidad de
aquella, el optimo situandose a 55"1.. Arriba de este valor, la

producciOn es menor y la enzi~a pa~ece ser menos estable. La
existencia de un 6ptimo de humedad habia sida reportado para la
slntesis de amilasas (Narahara et col. 1982), de celulas5.s (H::Ie Kir3

et co1., 1985) y hidrolasas de la pie1 de ntiranja (Nishio et co1.,
1979). En 10 que se refierE? a la E?stabilidad de las glucQa~ilas~s,

conforme aumenta la hurnedad, pareee que nos acerca~::;s a las
condiciones de fermentacion surnerglda donde las proteas2s inactivan

1 as glu co:?;n i 1 2. 5 as p 2 sad 2. s 1 as 35 h d e cu 1 t 1v 0 ( A l a z a rd P.: Rà j ~'. =- 2 U 1 t ,
1981)

)

1
1
1
1

J.3. 2. 3. Conclusiones

Lai n t r 0 duc ciO n d e f i b r 2 5 Y po r cori ~ ;:. L L' e r, c i a d e :r a ~ h u ;~ .;:. d a d e ri e 1
medlo accelera el pro~eso y incre~Enta el cG~t.;:.nido prot~l~ico

gracias a una t~~a de cC~\0rsitn deI sU5tralo ~~s e12v~da. La
pro d IJ ct Iv i da d de pro tel ri a po r 9 de p es ose c 0 ë\ U~~. e ri t a ta r(, b i 2 r. cori E- 1
contenido de hU~E~ad inicial. Pero si se considera la prGductivi~~d

po r r e a c t 0 r lIa i r, t r 0 d 'J cci 0 n d e b 2 '3 a Z 0 n 0 e s CO! ~I pet i t i v a porIa t d J a
de densidad q~e este 6ltimo provDca. Este i~co~veniente puede 11e~~r

a ser ventaja en el escala~iEnto deI proce~o pu~sto que la
intr::;1uccion de b2S2Z0 da una textura ~a5 aireada al sustr~to y

1
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facilite as1 la rE-7":Ia::16n deI calor par conv2xiOn Eor. el aIrE- i::,r::.:;::o
a traves la colu~na.

En 10 q~~ contE~pla la producci~n de gluc~2~il~sas, SE pU56 En
ev idE- r, c 1a une f E- C t 0 b ~ n ~ fic 0 deI a 1 ra t r o,j u cci ~ n d i2 b ë :; 21 :: a sir. q Ij ~

este pudiE-ra SE-r rE-1acionado al agua presente E-n el ~~jio. S~to ~t

col. (1922) r-eport2.n un f~rI8rT.E-nO p2.rE-cido en la produccicjn de
- a :1 1 1 2 S 2. S y glu CO? r~ i 1 2. S 2. 5 po r A. Qr.--.:t:z a_~ S 0 b r e 5 a 1v d d 0 d e tri go con
pulpa de mad·:=-ra.

1 l • 3. 3. Est u ri i 0 S d e mie roc a 10 r i r~. e tri a

10

~i~~~: Terrj·ogrër;:2S obtEnidos durante el c:rECITriiEnto de ~_~i:::E-..!:...

sobre almid6n de yuca (10 mg)

,,... __._~
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El 7":Iicroc~lori~~tro utiliz310 no cont3ba con una ce1da de f1ujo
cori tir, u 0, po rIo cu ct l los f r <= c: c Co 5 te'": i ô ri que s ~ r :;; el 1 2. des al p r i ri c i P i 0

d?l exp~ri~ento. En est~s ccndicicnes, el creci~iento de los
mie roc r3;:' n i :0 :-: ~3 ;:. -=- r Q b i os pue des e r r cp i ~ 2. r: 2 r, tel i Tri i t a cl 0 Por 1 a
cor, c e n t r 3 c j é n è '? 0 :2 E- n e 1 i n t E- rio r d e 1 f r 2 5 c:: Cl , 1 0 c u a 1 nos Db 1 i '3 a a.

utilizar piO-~'-!e~=.s c2nti:1ajE-s de 5ustrato. Un frasco contiE-r,e 3 ml dé?
S?S a sea 4.29 rng de O2 si se considera una presidn pareia1 de Oz ~e1

100~. S,=,;:é.n Rainbau1t (1980) el '(0 2 de- ~.!0-.5er- sobre alrnid~n de yuca.
e s d e 1. 55 g X1 9 S, l 0 que 1mpli e a que 1 a car, t i cl a die O;z pre 5 E- rit e ê' n
el frasco es 10 suficiente para produc1r ~.28 x 1.55 = 6.6~ mg de
bio~asa. Puesto que el rendimiento de transformaci6n de azucar a
bio~asa Yx es de 0.55 9 X/g S, la cantidad limite de sustrato presente
en el frasco es de 6.6~/0.55 = 12.07 mg. En conseeueneia, el pri~er

eyperimento se practicb con 10 mg de harina de yuea, esta cantidad
~epresentando apenàs algunos granes en el fondo deI frasco. Los

termogra~as obtenidos en las dos repeticiones e-stan representados en
la Fig. 9 donde se ~uede obsE-rvar un buen parale1is~o entre las dos
curvas.
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El procE-so e-s mes lento Q'Je cU2r.do las fer:r.E-r,taCIGr.E-: tG~2.rl lu:;,,' er,
C~lU~~25 dDnde se p~~~e o~5~rv~r un ~2~j~O ~e a=tlvj1~j r~~Glra~~rla ~

1 ë S 2 5 h cor. t ra? 8 h E- nE-:; tee 2. ~ Cl • SIri €- ; ~ a r '3::: ,SE- p'..! -=- :;0:- d "C- :; t. ;:.. = ct r E- r,
les tE-r~o3ra~as la exist.Encia de un lisera brinco E-ner3~tico

ocurrienda entre 11 y 15 h de cu1tivo.
Para poder InE-dir este fE-r.dr;,eno con mas pr2cisic3n, se rE-a1iz6 un

exp 2 r i r;. ::: fi toc 0 n 100 m'3 desu s t rat o. e 1 0:2 nos i E- ri dol i m i te;:_ ri t 2 h 2. :; t. a
1 2. S 20 h e n est 2. seo rd ici 0 ri 'é" S. L a par t e deI ter ~.1 0 '3 r ë ~I a c c r r e :; ~ :J r, d i ::- l ,1 0

a 1 2 S P r i i:". é: r 2. 5 11 h d -? 1 cul t i v 0 est 3. r:::- pre Sc r, t 2 j a en 1 a Fig. 1 0 ~ c r.-: e
el br i ri co.;: ne r:; è tic 0 es T:1 u ch 0 If' 3. S c 1 a r o •

. /

11

En este terrnograrna, el fen6:::eno ocurre las 6 y B h, mas t.:-~:.prë.rIO q'Je
en el pri~~r e~p~rir;.ento. Esta diferencia se puede explicar par la ~uy

b2ja cê'ntidad de sustrato y de inocu10 (2 )( 10~ e:;poras) preserlte en
el primer caso donde, al parecer. se a1canza una limite flsica deI
sister.a. En el secundo experimento, la ob5erva~i~n micro:;copica de un

fras=o to~a10 durante ~1 pico nos mu~~tra e~poras serrnina~as. en fa:G
I",c'~~'=-;J""r:~a er. un 90~. pre::E:-nt=,r,do un tuto s·::-rmir,ativo de më:.s 0 r,er,os
cinco ve::es el tê·-dGO de la eS~':lra. El per iodo de entre 6 y 8 h
c G r r e =- ~'o ') d e a 1 f i fi deI a f ë ~ e de,? "" r i1 i r, a c i G n. HUE- r t a etc 0 1. (.1 9 2 ~ l
h~~ian ya cbservado durante Este periodo un c2~bio mEt~bo11co

t r ë- duc i do po r u~. a t 3 j a d ras tic a deI os r e ri d i r:i i E- r, t os i ri tri ri S [- C Cl S •

Habian sus~rido para explicar ~5ta baja la hipotesis deI p2:e de ur.a
fa,::, e d -? '3 E- r r:l i r, ë c 1 G fi r.: 2. y 0 r 2- Tr e ri teE r. dés e n a a u fi a f 2. se d e crE- c 1 r., i E- ri t 0
'=- x P :J r. e n c i alE x t :;; e r, 2. • La ex i stE- ri C i a dE et 2. p 2 S d e ~ ct i va c i ë n y
'.?? r rn i na c i t n d i fer E ri tES nu tri cio r. aIl.. E- n t E- h a ~ i a s i do d =- sc rit d p G r
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SUSS~.3n (1955) con Nel:1rc~~~?_t?_t-,"_~-.?~5_U~'~quien h3~ia t2,':-,bi~rl pu,=sto
en ~vid~~ci? la utilizacio'n de lipid=s y azuc~res Endcgen~s En
es~=r2S 2ctiv2das. Este experirrento de microc21oriDetria pareee
confir~ar la existencia de una fase transitoria deI creciniento y deI
rr: '? t .3 !::' 0 1 i 5 ~ 10 h as t a a h a r a n a ob s e r v 2. d a e n 9 a 5 0 ;~I e tri a •
Si nos i~teresa~os a los rendimientos enErgeticos globales deI
crecimiento calculados a partir de la area par debajo de la curva
(Fig. 9) se cbtiene la cantid3i de 7.352 calorias lib'?~a~3s en ~3 h.

Cori 5 idE- r 2. f: cl 0 quo:::- d e 10 mg 8 mg son a 1mi d sn y que e 1 cori SUI:', 0 d ë-

azucares es deI 60':". (ref. 111.1.1.), pad,::;";')o:; e3timëo.r el consu'O de
alrnid~n en 4.8 mg a sea 5.05 mg de glucosa (to~ando En cue~ta el 33~a

de hidrolisis). La reaccion de respiracion produce la major parte
de la energla liberada durante el creci~iento y si se calcula la
canti~ad de energla par mola de glucosa con5u~ida, se cbtiene el

valor de:

7.352 X 10 3 X 180/5.05 = 252 Kcall mola de glucosa

Raimbault (1980) en el estudio de la estoichio~etria deI crecimiento
de A.nicer habia calculada que el 35~ de la glucosa era oxidada en el
proceso de respiraci6n. Puesto que la reacci6n de oxidaci6n libera

673 Kcal, cantidad que varia poco entre los microor3anismos, una mala
de glucosa produciria 673 x 0.35 = 235.5 Keal. La cantidad de energfa

liberada que determina~os mediante los termogra~as es de 262 Kcal/M
muy cerca deI valor te~rico.

1 Î
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II.1. Introduccidn--- --~ ------- -----------

Con la ant~riorid3d deI trabajo hecho con yuca y beg?zo, su~gid la
) ,~ -? 3 d? U t i 1 i z a r u r. s us t rat ° nom -? z c 1a j 0 con e 1 s Cl p '=: rte p ;:. r 0 al?:::!:,=. j 0

disuelto y absorbido sobre un soporte inerte. TaI procesD nos
p -? r mit i ria con 0 ce r ln 2 j 0 rel cul t i vos 61 i do Y est ëI b 1 e ce r cor,' p =' r ~ c: i cr, 0:' :;

mas c1aras con el cu1tivo 5u~ergido por las siguientes razones:
- se pueden uti1izar en las condiciones de f~rm2nt?cion s61ida me~ios

ya de::: cri t 0 3 en 1 a 1 i ter a t u ra p,3, raI as fer [;1 en tac ion:=: 5 :; Ù :,' erg i da:; .
- se pU0d?n practicar fer~2nt?ciones solidas con azucares simples,
evitando asi 103 pa.:;ClS de difusion de las Exoenzimas hidro1itic35
adentro de la matriz sdlida.

se separa el sustrato deI soporte y se acerca de esta manera a las
fermentaciones liquidas con hongos fi1a~entosos inmovi1izados
reportadas en la literatura.
- eXIste un metodo sencillo de recuperaci6n de 105 metabolitos

extrace1u1ares que logra obtener soluciones con alta concentraci6n de
producto (ref. producci6n-extracclon de ce1u1asas; Roussos (1985»),
facilitanda de esta manera la comparaciOn con los ~EndimiEntos

volu~~tricos obtenidos en fermentaci6n sumergida.
La idea de practicar cultivas en media solide sabr~ soporte5 ha sido

11evada a cabo par alguno5 autores: La~s~minarayana et col. (1975)
produjeron acido citrico a partir de melaza absorbida sobre bagazo de
cana con ~--,--_~i.s-er , Sa te et cal. (1983) utillzaron una solucian de
glucosa absorbida sobre pulpa de madera como modelo para el
crEcimiento en mEdio solido de 1evaduras.
La 1iteratura es escasa sabre las condiciones de cultiva de hansos
filamentosos sobre soparte, asi que se tenian que estab1ecer los
criterios para este tipo de cultiva. Habia ante todo que escoger un
soporte y, habienda ya usado bagazo de car:a coma resErvatorio de agua
en el enriquicimienta protelnico de la yuca, este soporte nos

parcciO idOneo para E~pEzar este trabajo. Con Este soporte
impregnado de una soluciOn de sales, de glucosa y inoculado con
Espor-as, SE corrieron varias f€:'r-rl~",ntacion~s con A",,;:_c:-_~:t.jLLu;;_r:d_2'=:..!::..

v a ria n d 0 ct i f .::- r Er; te::; par a ;-, et r 0::; y mi die ri d a el co [,1 po r t 0.;;1 1 e ri t 0 deI he r,':'; ':J •

II.2.1. Haterial bruto

E 1 S Ci p:J rtE u t i 1 i Z 2 cl 0 f u =::. b 2 :3 ? Z 0 d e car; O', e s ~. ri c: i a 1rr. E ri tEe 0 r , S t i tu i ct 0 po r
fi",':' j oJ 1 -'3. Y 0 b t E ri ij 0 ct.::o l l fi 3 e n i 0 d e Zac a t ..::- p ,? C ( 1"10 r • ). E:; t e b 2 3 '" Z 0

con t i E- fl e .=1 pro x ) r; ::. -j <2 ' ", ~ ri t E j 0 ~ d E a z u car e '3 r (- 5 i d u ë< l e 5 q 'J e u ri l 2 \/ ,-, ct 0

pel r,) i t i 6 E l i m i ri are n un 8 0 ~~ • E 5 t E b 2. ':).3 Z a ha s i dot c. mi z 2. do, u t i 1 i z ? ri ~ a
salvo Espicificaciones la fraccio~ de 20-50 mesh.

II. 2. 2. Conservaci6n de la cepa y obtenci~n de esporas.

ReL 1. 2. 2.

1 1. 2 . 3 . ~1 e t 0 r; 0 cee u 1 t i v 0
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II. 2. 4. Hetodos de analisls

ReL 1. 2. 4 .. 1.

II. 2. 4. 2. Analisis de las muestras de ferm2ntacion.

las f2r~entaciones de

l 1. 3 . 1. 1. H ~.H' e d a d

reL 1. 2. 4. 2.

l 1. 3 . 1. Est u d i 0 deI 0 spa r a ;;1 e t r 0 sen
rrl~~~ sobre bas~zo de ca~a impre3n~do.

En cultiv~ su~ergido, todos los microorg3nis~os son 5en5ibl~s con
difer~nt~s gra~o5 a la prcsltn o~~~tica (P.O.) de la solucidn

nutritiV3. Para eVlt~r que la P.O. interfiera en nU0stro estudJo J

fija:"os la concer,trëci6n de la solucion de glucosa a lé3 gll Y 10
u ri i coqu e hic j r"o S var i a r par a t rab a jar a d i fer ,::, ri t ~ 5 h Url:'::' ,j ê. d 0 s f u ~. 1 a

rel~cion agua/bag?zo. En la tabla 3 estan los datos para las 5215

relaciones utilizadas que corresponden a un rango de humedad inicial
deI 40 al 75~.

II. 2. 4. 3. Microcalorimetria

ReL 1. 2. 4. 2.
Para el analisis de la glucosa, las muestras fueran diluida5 Ën a3ua
(25 veces) y homo3eneizadas por me-dio de un UltraTurrax r

• Luego los
ho~ogeneizddos fueron centrifu3ados y la glucosa se determinO

directamente sobre el sobrenadante por el metodo de Miller (1959).

II. 2. 4. 1. Gasome-tria

El m~todo de cultiva es una ajapt~=16n de aquel propuE3to par
p. a 1 1.- b ê' U 1 t etc01. (19 S 0). E 1 b a '3 '" zoest a i mpt· e '3 r, a j 0 y rr. e z c 1a tj 0 cori el
5~~ deI agua cünt~niE~do la glucosa disuelta, la mezcla siendo
esterilizada al autoclave durante 15 mn a 115°C para evitar toda
contamin3ci6n ulterior por la microflora deI ba32zo. Por otra part?

los sales se disuelven en los otras 50~ de agua y despu~s de la
adici6n de las Esporas el pH S2 ajusta a 2.7. El bagazo impre3~~do 52
enfria y se inocula con las 25poras en 5uspensitn en la solucidn
5 a 1 i na. E 1 Til a ter i a 1 i n 0 cul 2. dos e e ., p a c a des pu'; :; e n col u ~n ri ë< 5 - ct e v i d rio

a raz6n de 10 a 20 9 por columna dependiendo de la densidad deI
material. Las coluMnas aieraJa:; se panen en un ba~D de a3ua
ter ;Il 0;; t a t ;:> do a 3::; a C (r e f. Rai Li bau 1 t etc 0 1. 1930). Lac 0 [n po::; ici ô n d -= 1

fi', .?:j i osa 1 i n 0 e::; 1 a ::; i '3 u i e n te: ( t jH '" ) ~ S 0 ~, 9 • 8 g i K H ~ PO.. 1 5. 0 9 j Ure a 1

2.4 9 por 100 9 de gluc03a. Salvo esp-ô-cificaci6n el t",rranO de Inocule
fue de 2 x 10:7 esporas por gra":o de sopor te.
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19 glucosa)

la soluclC~n.

VO:z mu
max.. h- 1

30.6 · 166
41 . 6 · 150
45.6 .179
48.9 · 182
37.9 .153
38.3 175

260 g/ll

en

rel a. c i G r. ~ 5

(ml/h par

(-0-),

o
.. .!. ~~-~~~~---~---:'----- --- -_._- - --- --

10 ao so
Tiee,po (h)

Fig. 1 2 : C i ri e tic a. s d e c G ri 5 u '" a
--detJ-;- abservada-; con di f ~r er.tes

c a fi ce r. t r a c i G f. (- s de glu cos a en
la Soluclon de iffipresnacidn

~

E

a:l
"0

E
:::l
CD
C
0
U

N

/0

Q)

'D ~.

'D
ro

"0
-.-<

-+-' ..-.
C
ro
u

t c

167 g/1l
417 g/1.

16.0
15.5
13.5
13.0
15.0
15.5

(-.-),

( -0 - ) ,

de con5urno

Tiernpo de actividad
respiratoria max.

h

Concentracion de glucosa2.

57 9/11

1.

40
50
60
65
70
75

3.

Hu;-;-;~d ad
iniclal

~

D~t05 obtEnidas con diferent~s

II.

Velocidad maxima....

Guardando una relaciOn agua/bagazo de 2.7, se probaron varias
cancentraciones de glucosa en la solucion de impregnaci6n, desde 37
hasta 477 g/l. En las fig. Il Y 12 estan representadas las curvas de
velocidad de consumo de O~ y las curvas de consumo de Oz por 1 9 de

En esta tabla se puede apreciar que la relaci6n a.gua/bagazo no tiene
una influencia clara sobre la velocidad maxima de consumo de 02, asl
coma scbre la tasa de crecimiento calculada. Una mayor relacio'n
a3ua/ba3dzo parece sola~ente acortar el tiempo de fermentaci6n por el
efecto de una germinaci6n mas temprana. Para los estudios siguientes

util1za~os una relaciOn de 2.76 correspondiendo al tiempo de cultive
el mas corto.

Tabla 3:

36 9/1;

0.77
1 • 21
2.00
2.76
3.94
5.19

- ) ,



Est 2. 5 fig u r 2 ~ i n d i C 2 n q 'J e U n <2 U r:-. -:: n t 0 e nia ceri C <:' ri t r b c i t n d e glu c:, ' 3.

af~cta drasticamente las velocidades de crecimiento d01 hongo. El ~u

pror,~=dio rc:portado COL'la furlci~n de la corlc2rltr'::'ci~n de glucosa Sl3'~-?

u n are c t a d e pen d 1 e n t e n <2 .:; 3 t i v a e n t r e 56 Y 4 7 7 9 / 1 ( F i3. 13). U n
i ri cre r.~ e r, t 0 dei a cor, C ê' n t r Cl cio n d e a z u car pro duc <2 un Cl U r.:. ê' n t a
propùrcicnal de la pr":-3ion c5-,ë,tica de la 50luciGn asi co;,o ur,2.

dis "'-, i ,', LI C i Gn d <2 1 a AH cel 5 U =- t r a. t 0 , po rIa cu 3. 1 r e :; u 1 t ct fia i rI t 2 r t: ': ê- r., t ?

est u dia. r est Q 5 dos f e fi C :.- =- ri 0 5 P CJ r 5 'ë- P 3. r '" j a (t r â b d. j ;; rI doc 0 n S -3 1 <: :;

i n 0 r '3 c. n i cas p a. r a .3 u r.~ ë r, t a rIa P.O. y pol i 0 1 5 non ITi e t ô bol i z "', b l '2 5 P ~ r 3

b a jar 1 a AH sin m0 '.' e rIa cor: c t:: :"'1 t r a c i ·0 n d <2 5 IJ 5 t rat 0). Po d --=-:. c::; p '" ri =: ct r
q u ~ e:; t:; p- r ~ : -~ Il tee:; r e pre s .: ri t a t i v a dei a 0 '" ',' 0 t .= 1 2 r b n C i a dei a C -=- ;; a

uti1iz~ja ; .cS el int2rc2pto de la recta ccn el 2je de los a.bcis~s no
1ndica una CGl1cêntracién de inhibicion de 536 g/I muy C2rca de los
vdlares de 600 g/l repùrtadcs en la literatura.

---- ----~'--~~----~--~--------
1 • • 4 • •

Cane. glueosa {g/l x 10 r
~_._-----_._----~- .---~-

Ti,=,~po (h)

c:
a...,
al

'"'O.J
>c
o
()

O.J

j l-,--~~w--

•

---- -_.- ------ --- -~~ -- -------...,

•

il
1
1
J
)

)

~)

(1

:1°,, .....

:IE
OJ

:1
Il

,-1
E.L9.. 14: Cineticas de consuno de
az~car obs2rvadas con diferentes
concentraciones de gIucos3 en la
solucion de impregnacidn
(-6-), 57 g/l; (-0-), 167 g/l;
(-0-), 2t.0 g/l; (-.6.-),330 g/l;

(-0-), 417 9/1.

Lac u r v d. C 1-" fi. U 1 -" d a d e corI s IJ .~ Q d e 0:2 ( Fig. 12) prE:; E- ri tau ri pte- r fil
parecido a la curva de Con5U~O de azuC~re5 (Fig. 14). La rela=i6n

O:z,/az1jc'br corlsurnido p2.rece constc.nte a trav..?:3 de los au; ~nto:; de
concentraci6n de azucar.

1
1
,1
1,
~

F19 . 1 3 : R 2 pre:; ê: ri tac ion dei mu C G Oïl a
'I,ii-furlc 16n de 1 a corlcê'ntr ac i ~n de
". 1u c C 3 a e n 1 a sol u c 1 6 ri d e

imprE-3nacion



>0.-- ~--~ -------- ---- - -------- -~ ~-- ----------

t +

1 a

Conc. de 1 ri C • de Con su r~iO Rx V O2 Tf PPS ~Iu

glucosa proteinès azuco;res ~ax.

( g / 1 ) ( ":. psi) (";- psi) • ( h ) ( ":. ) 0-1 - 1 )

57 2.72 12.91 .210 85.3 Il .5 1 1 . 6 · 2 ~~ ~

167 5.33 26.80 · 199 55.6 15.0 15.7 · 194
260 7.81 <11.56 · 188 <18.9 22.0 17.3 · 142
330 8 Gel 45.09 · 197 3~.3 26.5 18.9 • 1 1 ~• ~_ J

<117 10.28 50.56 .203 20.5 31.0 19.0 .073

.... Ve]ucidad ln êl X i Ir. a de cori 5'-11,,0 de O~ (m 1 1 h por 19 glurosa).
Si se co~sidera la cantidad de proteina alcanza1a al fin de
f .,: r r:.;:;- ri t 2 C 1 6 n (T 2. b . 4) sep U E- de d (;- ste c ct r q 'J eau ~:. E:' r. tac 0 nIa

COI, C ;:- n t r -=. c i é n d e g J u co::. a e nIa ::: Cl 1 u cio n COri r e ri d J r;, 1 e ri t ~::, d t:.'

tra~::.for~~citr. parecidos. A~n con co~c~r.tr~=lor.es de glucc33 alt~~.

la j~~r,:;-:~clt.') ce los azuc",res (ref. fig.14) ES r:JUY fb':;ld3, :-:-.:'5 :~·1

Tie-.po (h)

Fig. 15: Cinetica5 de acidos
nucl21cOS observades con diferentes
concentracione5 de glucosa en la
501ucion de impregnacion
(-6-).57 '3/1; (-0-), 167 '3/1
(-0-).260 g/l; (-4-),330 gl1;

( -0 - ), 417 9 / 1 •

D

z

La Fig. 15 mue5tra las cineticas de los acidos nucleicos y se puede
observar que las cantidades maximas de ARN producidas son dependie~te!

de la concentraci6n de azucar pero ta~bién de la velocidad de
crecimiento, el maxima siendo sintetlzado con 260 g/l. En las
fEr r;. e n tac ion e s con 3 3 0 Y 4 1 7 9 Ils e pro duc e m~ 5 b i 0:na 5 a ( T 2- b. 4) P 2 r 0

menas ARN fue detectaao, 10 cual se puede atribuir a una bajd tasa de
crecimiento.

Tabla 4: Datos obtenidos en cultivos de ~__~iq~L con diferente:'
co~centraciones de g]ucosa en la solucJOn de impregnaciOn (T2~a~~

de particula = 20CXC50 ~e5h, re]aci~n agua/bag3zo = 2.7,
tama~o de inoculo= 2 X 10 7 Esporas 1 9 de soporte)
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e:; ':'. dE- los a z u car E- 5 5 i e;l doc 0 r, :; u 1":' i do:;> al", s 40 r. Gre:; cor, ur, a

cor,:::er,trôcion de 417 '3/1 En la SOlUC10r', de ir~'iJre:;r,~<:16n. D,::,~c;; ~2

f",rr.;""ritaci6n sur,""fgida outenidos con II_iÇl",o)o:-,aJ'tjj,:~ {RE-L:s=:,,::r et
col. (1 9 S8 ) 5 e g U fi Sol 0 r, 0 n s (1 9 7 4 » ri: U E- :; t r .3, n que u n a '-1:-'", ;: rI t 0 d ê- l a

CC.f,CE-f,tracion de :Tiëla:a (dt.> 59.6 a 120 9 de azuca.r/l) prc.ducë un

d -= c r ë r,~ ê: ri t 0 d e 1 mu y de 1 r e r. d i LI i en t ode t r ô ri ::; for r,: 3 c i t n de a z Ù C Ci r a
b 1 0" è ::; ,:;. , E- ::; t. e u l t i r', 0 pu di;: r, dos e rat r i bu i d 0 a u n a l i rn i t è C i é n E- nO;;: •

E fi cul t i v a 561 i do, au n cori cor, c E- ri t r a c: 1 0 fi C: :; 2 fi 1 a f 2. --= e 1 i qui d 3. 3 3. 4
V~C0S ~~s e10v2~2s, no se prE-~0ntôron variacicnes si3nlficCitlv23 j?l

Rx cor 0 ,~el R o ,", cordorr.-,2 ê'.u:,E-nt.a la cc.r,cE-r,t.rCicion de azdcôr.

1 1. 3 • 1. 3 • T a r,~ c=.. ;::; 0 d e f i b r Cl s dei :; G P 0 rte

Fi j 2 ri d 0 un are lac ion a:J ua / b 3'33 Z 0 dE- 2. 7 Y u fi a cori CE- fi t f a cid fi de
glucosa de 280 g/l se corrieron cinco experi~ënto5 con ta~a;::;o ~e

f i b r a 5 d e 1 0 a 1 5 0 rr: e :; h. Sec CI p r G b 0 ë. fi tes d e 1 e x ~ E- r i rr ~ n t 0 que l a
concentracitfl de azucares en las diferE-nte5 fracciones E-ra muy
simi lar. En la Fig. 16 estan representadas la:; velocid3,je5 de COftS-,"O
de 02 Y sepu e d :? n 0 b :; 2' r var- p 2' r fil es par e cid 0 5 e ri un p r i fi C i pia (f 2. :; C' 3

de 9 e r ;11 i n c3 c i t n y de crE:- c i mie nt a E- x po fi E f. C i al) var i a ri d our. i cc-. ::, '=: n t e a 1
fin de cultivo, siendo los maximos mas e1e~adas y las curva5 ~dS

2gudas cuando se disrninuye el ta~a~o de particula. Esta signific~ria

que el tama~o de par-ticu1a afecta el tipo de cinêtica sobre todo en
1as u l t i mas horas deI a fEr rr. e fi tac i 6 n. e lac ces 0 aIsus t rat 0 p r 2' se r. t e

en el coraz6n de la fibra dificultandose al fin deI crE-cimiento
conforme su tamanO aumenta.

n. .

li~r'\
'0' \ ~

l~~

f ·
: \•

/
--i/I //

-- t--t~ -- ---- -----~.-- ,-
la 1zac t ~

Ti'-;ç:o (h)

fi'3 }6_: Eft?cto deI tc-r:z,;::;o dE:' pc-rticula
5 G':J rel a 5 ve l G cid,," c ":- s d e cor, '2 u r,- 0 d e 02

(-.a.-). X<10; (-0-), 10<X(20j
(-1:1-), 30<X<50j

Los latos de analisis finalE-5 sobre la5 rJ~uëstras de 25 h no i-'..!:::.trJ.fI
'J a ria cio f, ë 5 5 i '3 nif i c è1 t i v;:, S '= G br e lac a r, t i d c- d d e biG"; 2 ca:; 1 r, t E- t l : - -: a
<; sic Gr., a 50 br E:- 1as R:x. E l e f e ct 0 dei t c. ~n ô r; ode f i br as:; 0 1:J t?:; r, =~ . ::. 1 e

1 ~



1

Ir.::JCIJJ::=

1a e i l', E- t i e d

2.7,

b ~ -3 :? =a S 0 b r ed.::'1fibr2s

l' ê' 1 c':: i 0 l'.
t 2.'~ 2 r. 0 d "'-
2'= 8 9 / l ,
sc }:,;::'r te)/g d",

Efecto d€-l

( '3 l '.' c c-' =, 2. ::::

Tebl3 5

A. fi 13 -=- r
2--.: 10" i:'==-;:cc;r,::::,

1
;: ~ 1 c- 1 ~ .', ,::C. rI:. ~ ~ t. 0 C =r, fit" r c:- ::ô cl ~ ~ r l Ci ri::=: c, lOri: -::- ::~. dcr,;:"ê' e 1 n l '. cId =-
b 1 :: ' '? :::::, S 1 tO, t :: ~ l :: '7 j;:) e =0 i n f '" rioraI Ci =: d -:c - . 2 ==- E- " ~ '" { i L 0;:- r, t Ci ==-. Se r. '.J: l =- r =

1'1 -=- :: "':: ::: 1 t al 0 =: '2 '~'~ i r Tr'.J 'j rj e c '=" r cal 3 S c i fi ~ t. l C 2 =: d e b i 0" == S 2. y e 0 " oc' U ',' 0 ct.:-
<: :- l; e 2 r te' S P =- r 2. CCi P r :: b '" rIo" f E- ri Ci r:, =. r. 0::' 0 tJ =: .=. l' \J 3. do=: cor, ICi:; IJ O 2 ( Fig. 1 6 )

1
1

To'"::";:;o de Ine. .je Consu:)o Rx V0 2 TiE--.:po dE- Ac t. TOU

1 f 1 b r- ~::, protein2.s 2:;:UC2rê'S max re:;p. 1.1 a x i r.~ a
(r.'.e:::h) ( ,. psi ) ( ., psi ) .. ( ra ) ( h - 1 )., /.

1
< 10 6.35 37.74 , 18 26.0 22 · 129

1 OC<: 20 8. ~= 39.23 • 21 39.3 23 · 139
20<~« 30 8.00 43. 1 1 . 18 40.2 22 · 13~:= 0 ~ ,~( 50 8.77 37.82 .23 47.5 22 · 152 • ëi

1 X) 1 51] 3.04 35.32 .22 45.6 22 · 143 j ,;

.. ml Oz/ h pOl' 1 9 dE- '31ucosa

1
1
1
1
1
1
1
1

II.3.1. 4. Coneentr2cié'l dt? ir/oeulo

Fijando una relaciOn agua/bagazo de 2.7 y una cor.centracidn de
'3 1u cos 0 ctel::o S '3 1 l e ri las 0 1 u e i 6 n dei Tri p r t? 9 r: 2.::: 1 0 r., s 2 cor l' i e r 0 fi

cinco E-Xpê'rlmento5 con diferente5 concentraclone5 de inoculo de:;je

8xl0~ h2sta lxl0~ esporas por gr2~o de scporte. En la Fig.17 estan
repr~:;ent3d33 las veloeidad2::, de ecnsu~o de 02 y st? puede observaI' a~e

cor, for m", au,;,-=- ri t a e l t 2 ;,; a ?) 0 dei fi 0 cul 0 , las c i ri e tic a s t i e ri den a sel' r.~ 5

rapidas. Ur. au~ento deI tama~o de inocula tiene influencia sobre el mu
pero el efecto E-5 mas claro 5CCire el tie~po de ferffientacidn,

existiE':-1do ur,a rela,::iOr, lir,e"d entre el nUT.iErO de e"poras y el tie:-;::·o
d e r~ 2/ i f, 3 a ':: t i \/ i rj c3:l r e 3 ~ l rat 0 r l a ( F 1 9 . 1 8). E '3 t 2 l' e 1 ê C i 6 ri 5 i g U ê' C 0 fi

ifle:culo3 sucerlorEa a 1 x 10°/9, têl c;2,nOS de i,.,ocula pOl' los cu;;,I::-::,
Ral~j2ult et col. (19S0l pusleron en evidencia un efecto de
ir,t,ibiclO'r. sobre alTllidon de yuca. La -::-xister:ela de ur, ir,hibidor de

g:::rr,'irlaci6n dE- ~~r.jS~L esta corlocida de ff.ucho5 2nOS 0<rish"'2r, et col.
( l '7 :: 4 )) y d ~ t D :; r e cie r. tes ( E' ;:, r rio::, etc cl. 1 9 2 ~) :-:1 u ë S t r 2. fi que E- l
e f .:- =t 0 dei r, h j bic i é ri es Til ~- r, G =:; P r Cl nu r, c i 2 -: =: cu 2, r, doseus a .,? 1\ \ r -: - ~ cc'· G

fUe1'lt.2 d", c;.r-bcdlo qu'O- en el C':',:::.o deI ",}r'ij,-"'r:. Eso" .::.utorc-=> pl-=-r :.c,r,
q '.1 cc e linh i b i do r t i en e a l '3 url a e f e c tas 0 br e las i l', t,= s. i s. ct e 1 ë' :::

:J 1 L' C Co ;:-" l 1 r- := _::: Cl == U ;.. cci C· ri •

1
1
1
1
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Fiq. !~: TiE-r"~C' rie rr.a~:':::a activljê<d
rE-spiratoria8Y mu~eontra

e 0 ri ce ra t r a cio n dei no e u 10

21'>10II'>
=

10

En la que SE- r2fiere a la utilizo:;eiora deI :;ustrato y al rerljl~:E-r

d E- b i 0 i~. 2. :; a (T ab. 6), los r E- sul t a dos es:' a n r;, u y :; l roi i 1 à r 2::; e ri t r et::, j .:: 5

los experimentos, el eoratE-nido protefnieo ligera~ente mas alto de 1~

muestra inoculada con 1 x 10 9
pudi~ndo 5er atribuido a las e5~GràS

germinadas y al esta do de desarrollo më-no:; avarJzado deI mieel io.

•

i 0 • 1 7 : 1 ra f 1U 2 ri e i a dei t a L-. à ;=; 0 d e
noeulo sobre las velocidades de

e a r: su :7l 0 d E- 0 :z

-:1-),8 x 10::\; (-"'-l,
(-:::-),2 x 10 7 ; (-6-),1

( - 0 - ) ,1 x 10".

Ine. dE- Carl 5U rr.o Rx VO~ TiE-:;po de mu
proteina5 2zuca,res max àC t. rE5p. m3X
(~ p:; 1 ) (~ p:; i ) e- ( h ) ( h - l

5. 19 24.98 .2[18 39.3 22 .17-1
5.21 26.81 . 194 41 .8 19 .199
5.32 26.80 .199 42. 1 16 .217
5. 1 1 31 . 10 UA ~O.8 13 -c.-,

• L -J /

6.27 32.56 .192 42.7 7 .3-'i4

- • t ~

A.

efcctsrea:a

inocula 5cbre la cinetica de
glueo:;a = 167 g/I, relëeion

2..0

1. 5. l r; ;:::. G r t "" ri e i a d E
P J a ra d e E- "- ;:::. ._. r 1 r: 2 ri tes.

9 de glucosa

3.1 ! ,

pa,ra, 1hml
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Con el proposito de determinar la importancia relativa de cada f~=tor

estudiado asi coma de sus interacciones, se dise~o un plan de
experimentos factorial con cuatro fèctores y dos nivele::; por factor.
Las variables estudiad2s asi camo sus niveles respectivos estan
representa~os en la Tabla 7.

Factores estudiados Con sus diferentes niveles.

21

La matriz siguiente corresponde a la prlmera mitad deI plan
factarial:

Las respuestas cansideradas y reportadas en la Tabla 8 fueran: el
tiempo de m2xi~a actividad resplratoria, la velocidad ~?xi~a de
c 0 fi 5 U n: 0 d e O2 ( mil h po r 9 r a r~ 0 d e 9 1Ll co:; a psi), 1 a b i 01 a ::; il
producida, cosEchada 2 h de5pu~5 dei tiempo de maxi~a activid?d

r e spi rat 0 l' i a y 1., e d i d 2 po rio:; a !TI i fi 0 a cid ost 0 t a l '::- ::;, e 1 con U LlO d;o
a z u ::: =- r e 5 a est e t i e:n p 0 J 1 a p e r d i d a d e p e :=;0 s E:~ c 0 ( F F' S), 1a
velocidad espc-clfica de crecir'1iento pro:>::-dia l'lu y el rer.dir-iEr,to
final dE- transforrnaclon de azucarE·S a biof::?Sa (Rx) •

330

Nivel +

50<X(150

2 x 10'"

C D N° exp.

+ + 1
2

+ + 3
+ 4

+ 5
6

+ 7
+ 8

2

50

Nivel

lO<X<20

2 x lOd>

Factor

+

+

+
+

B

+

+

A

+
+

estudiados

Factor

Ta~2~O de fibra (meshl

Concentrac ion de glucosa (g/l)

RelaclOn agua/bagazo (P/P)

Ta-,a;:)o de inocula Ug de soportello •

. .

~r:
C:

-····1' .
l_

li
ri

ri
~I

1
1
~I

.1
~I

i'ftr,



0.0
+ 7. 1

1 ir,t'::fOoC:Clc,r,-="::i
Cô<J2 re'::;;-':'.::tè.

AC

+ 5.5

- 2.3
+ 3.3

+10. r.

AB

- 5 .. -;
+12.::

- 4.7
- 13. 1

0.0
- 3.2

D

2.3

+ 7.7
+17.0

+ 1. 7

+ 4.7
- 5.9

C

0.0
- 0.3
+ 7.7
+ 6.3

0.2
+ 1 1 1

21

B

+ 19. 0
+ ::: l 7

-?7.2

+=~.4---_.-

+'::9.5- - ._--

A

-=--2 ),_:3.
+15.0
+ 7.7
- 0.5
+ 1 3
-10.8

lOi]
100
1 C'O
1 C"J
~ -]

Pr D;,iEd iD A B C D AB AC AD

21 .5 - 5.0 + 8.5 0.0 + 1 .0 1 .0 - 0.5 - O. ~I

.320 +.043 - . 119 - . 0 ,=, 1 -.019 -.042 +.012 0.000

. 195 +.015 +.037 +.015 +.015 0.0('(1 +.O'?l +.014
5.87 -0.03 +3.62 + . 3/' rJ +1.00 -O. 19 +0. ::'2 +0.20
52.2 + 0.7 2c C - O. 1 1.5 - 2.8 - 0.8 + 1 .9- -J.-.l

10.2 1 . 1 + 2.5 + 1 . 1 + 0.2 + 1 . 3 + 0.9 1 .0

Pro:.,:·dio

c ( ;"tJ l ri o' C lori":; r:J t:~ l 2::: r ê' ::. t' '.! -:C' 5 t <' 5 p 2 r 2 Cc' j 2 f 2.::: t Cl r

f ,:;, c t 0 r -=-::; e / p r -=- co 2i ",::; -= ri p ù r C "~r, t a J e ct ~ 1 pre' .,.j l 0 de

Combinaciones de las respuestcs para cada factor y i~teraccione5

entrE' dos fèctorE:3.

E 1 cal cul a deI a i ri f 1 u e n c lad e ca da f a c tG r a:3 i CG Li 0 deI a::;
interacclane::; entre escs diferente::; factores esta repartado en la
tajla 9, para ten~r mas claridad en la explotac16n de los

resultados, en la Tabla 10 los mlSfil05 re3ultaj=s e:3tan 51endo
exp r E':3 3 dos E' n ~ deI arE' S ;J IJ e :3 t a pro rli e d i o. Con s l der a. ;:] 0:3 que un
factor influye significativC:';iente cuancc la cor;binc-::iéJr, de sus

r e ::; pue 5 tas e 5 5 U Pe rio raI 2 0 ~ deI are =: pue s t a p r- c " e dia
(porcE'ntages subrayadosl.

• Velaclda maXlma de consuma de Oz (ml/h par 9 de gluco3al

f'ê:::pU~·~tè:; G ~ =. <:- r v ~ .j ë 3 ~n 1 a pr- i L~'.:·r 2- rnitëj deI pIc. n fë:::tc,r i ë 1

-, - , .- - ~ l .. , Car. 5 U ~,'; ::l l r,c . de V 0 2 PPS RX ~lu TF
i.i

]-: •. :-,::.: .. Il.

3zucar",,3 proteina3
( ~. l ( ~. l .. ( ". l ( h - 1. l ( h l

1 39.64 10.70 23.2 15.5 .2-;;'0 .200 24
? 7.41 0.78 77.3 7. 1 · 105 .379 15....
3 20.68 3.74 70.7 13.0 ·181 .319 19
~ 52.93 9.56 25.7 14.8 · 183 . 187 37
c: 7.86 1.09 79.0 6.6 139 .5~0 8...J ·6 36.'30 8.20 25.9 la. 1 .223 .213 24
7 37.25 9.43 31 .9 10. 1 .253 .204 35
8 16.32 3.39 83.3 4.0 .208 .493 10

218.89 46.99 417.5 81 .2 1.562 2.560 172

27.36 5.87 52.2 10.2 ·195 .32 21.5
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En los experim~ntos siguientes la cantidad de soporte utilizada
fue de 15 mg y la cantidad de ffit.=-dio de cultivo de 40 1 con
dit e r e n t e 5 C 0 '-1 C E- n t r e c i G " E::: ':1 e glu c a 5 3 )' 5 ale 5 0 d i f E: r E: l'. te 5
ta~a~G5 de inocul0.

, ,

)

de

-~. -......._~

:: i '3 ri l f l C :. t l \/ ë'.En evidenCla alguna interaccl6n
de cu1tivo estudiadas.

1. Estudio dE:l efE:cto de la
so1ucl6n de i~pre3n~cidn.1a

..,... .l 1. :3.
gl..Jcc::;a en

El inocul0 fue fijado a 3 x 10~ esp~ra5 por cada ensayc y 5ë- fue
var i a Il dol a con ce nt r a c i 6 n de glu cos a e fi 1 a sol LI C i ô ri • C a ri a
En53/0 fUE dup1icado y no se rE:3istraron diferencias
s i '3 l'. i fic a t i v 2. Sen t rel as r e pet ici 0 ~. es. E r, 1a Fig. 1 9 est a. ri
re~=rt2jo5 los tE-rmG?ra~=-s obtenidos y se puedE: observaI' en trE:~

dei 0::; c ê- =: 0 :;, e 1 rn i 5 :,-, ~ f 2' r. é· :,î e r::J / a r,-, e f, C lori:; d 0 e fi e 1 c ~ sc d =- 1 d-

/ li C '" d -c' LI r, ::: ê' 1 t a E- fi e r '3 ~ t l C0 tG: ,;: rIj 0 1LI? =- r E f, t r.::- 1.:; 5 6 Y 1a 'S 10
h. EnID 5 cul t i '.0 S :; CI br E 5 C ;=, C, r' tE J a ;:-, =, l' E: cern d s ta r dey con ri; ~ :=
if,t.-::r::,ic;:..,j cc,rlfc~r.:e \/2- ë'u'.-::r,t.o,r,do 1:.- cc!rlcerltr2ci6f' dE- gluee,oz.- E:fl

1.,., ::;::jlUCIé'.·fl. COf, 12 atc:r'i..l=-clér, utili:=j:c" ef, el e"i='·eri::ci,tG COf,
Url"::· ::::J 1 u c: i é r. dei r. p r ,:: '3 il c. =i 0 fi ct,::- 25. e g 1 1 r,o _ _ 1G :3' é dE- t..e c ta'

fi i t', :; 'J fi pic 0 E fi E '= t a Z 0 na.
S i _ _ 1 l t. 'J J 2 ur, 2 cu f'; do i d ..e c'! q 'J e fi 0 te;'" E: ri C li E- l', t,~ .::-::;: t;- br i fi C .'J

_ .:: j~':' l C 0 (r 10: f. F l '3. 1 9 l, e 5 po:.:: l b 1 ë.- "1 .::- d i r LI r; ~:. Cc r e "-. d::·::? J G d -:0- 1
ç,r l:-~r pico q'.l'2 ccrf':-::;~C;(,C!E: .:, ur/a cc;l,tijè'J de cc=.lof El (rëf.
T CC:: . ! J POl' 0 t l' a p ':' l' t i?, SE: P '..! ê d -C" E: S t i L' al' rr. -.ê- d i C-' fi t -=:. l '" 1 -2 / d·.ê-
F-"c::,'ilt ur'd -=-~I':r'3ië< rel2clor'c:::a a 12 preoolGf' 0::. é,tiC2 E a tC'.cr.':.:J
E n C IJ ;:; r, t a los =- ë. 1 ~ =. p r ë ::: €- fi tE-::;. Sis .::- r.:- p r "= ~ -=- l , t <CI E 1 CG:" 0 U ri a-
l '.1 , C l G ri dE" E a (r E- f. Fig. 20 ) 5 '=" p'J E di?::' ~ 'Oô ;: r var U fi 2_ bu.;: f, 2

P r G;:' ~ f CIe :', -:Co 1 1 -:;=. j. E =. toc G ri f i r r:, a 1 a h i p.":J t E- := i 5 fer'. '_! 1 2: 2 E rI E- 1
C ~ ;= l t 'J 1 0 r E- f .::- ( i .j 0 a 1 a / u C 2 J :; ;: 2. 1 a 1 ë u n CCi:'. tJ 1 0 ;,. c:. t ë ::: 0 1 i C 0 '-o"

C -: =IJ r,:: a 1 f i fi Ij;:; ! ë .'3 E- r r,. l ri ë: =l é. ri '1 C LI ') è\ l: ~ G r t <': rel 2. e =t 2-

r ".' ! c' -: je: ': .-, .~- ri e::~. e C =- :;.:J è 1c.= f LI .= r :: ë::: ::;:0 ' . :::; t 1 := c:; '-0 _ "i:'

La l':ôctura d~ E~t==- te::,l",s nos indlc=- qu~ ËI factcf C;\._~~ r.,~'~

i n f 1 u,,:: ri C i 2 t i -=- ~-i e E: s E- 1 f 2 :: t 0 r B 0 5,=: 2. 1 a COI', C '= ri t r ê:: i é: f, 1 e

a z '.1 c:: =- f .:- r, Ë 1 f,' i:- j i G. Un l ri cr ë<;.'::- fi t 0 dei a cor. c.::- r. t r 2. c:: l é n 0;, u :,. =- r :. 2

El tie:.lpo de ferr;;ênt,;,c::ién, dis,·.inu'/E- el mu, aUf:.2r,t2 el cor,t=:'ildo
de bIO:'2=2 fln21, dis:.:ir,'..!/'=" 12 '.loslc·::id;o,d IT:?':'<lL'C:; d2 c,::;r,:::'j'10 jë- 0;:,
p'~ t::; f :C.' ;:) ,j .=. :; l '..! C ':ê = =. / 2. i';: =- r'i ':. ,". 1 2. ~.::- r j i cj =- ct 2 P 2 -= Ci ::O'C _ '..J. E =- ':3

cc f; f l f 1. a los r e :; u 1 l: =- j 0 ::, G [. t .::- ~I id::::, .:- n 1G5 e::, tu: i 0 S po f f 2 C t 0 r (1 1 •
3. 1 2.)

E 1 t;=." =- ;:: Co ,:1 E: l n Ge iJ 10 Ë \/ i G2 r. t 0' . i'::- ri t.::- t i E- r, -=- i fi f 1u -c r. C : a '= ::::: ~ r -=- e l
t i '" 'p 0 d .::- cul t l './ 0 '/ UrIE: -:: ê =t 0 :. Iii "'. i t e ,j 2 1:. =- i ':; t', i fic ;=.::::: l é fi P .= r 0

pc~itl~O (15 %1 =-:::::~r.::- la ~210cid21 dE: cfe::imi.::-~to.

L ;. f 2 1 2 cIe' n 2.::: '.l =- 1 t. ~- .::J =- : 0 t i .:- r. '? '..l fi e f .::- :: toi l .:; ::- r 0 '1 t. -=- r. E: ' f i C:3

( 1 7~. ) == !:::: r.::- e 1 n ive 1 d e bic " :: s a f i r, al.
E 1 t 2' - 2 ,::; 0 d E- f i b f 2. S d E- 1 b 2- ':; 2 :: 0 no d '" ,. c::, t r' 0 t t.=- r: :::- l' -=- f i:- =t 0 2 1:; '.' ~. 0

::;:: t. rel a s r.::- ::; ;J '.1 "" :; t 2. S con 3 i ri e r a j a :; J con f i r r.~ a ri j 0 d E: e 3 t a r:: a l', e rai C '3

rE-:=ult2103 cbtenldcs durante los EstudlOS J.::- 105 factcre5 por
S-=-;:è=l"=.jo.
~:o SE- pudo pon2r

dE- los variables
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C gluc')S3 (g/ 1)

F1Q. 21: Evoluci6n de la altura
deI secundo piccoy de la èr?a

total debaJO deI ter:;,::J'3ra:;·,.:.ocC':10
una funciOn de la conc2ntracldn
de glucosa en la solueién de

impresnaciOn.

\...
a

:u
u

u «o ,,- - _.--
2. ")(Jo1(lI]

Il : D3tCS obtenidos a pè>rtir dE' los terr:~'J'3r ë.:;·,2S

Altura Area bajo A1tura Area C 2. lor por Pré' :; l d fi

1 er pico 1 E- r pico 2do pico total M d,o. glue .... c ~:, ~(I S ':. i c ;.
( W) (c al) ( I,.J) ( c ,:; 1 ) ( K C 2 1 1 li ) (cc.l/l)

0 0 65::, 2.BO 415 25';
3'75 167 8'0:0 3.95 256 4 .. -,

... ..J ., ,

420 .234 1140 6.65 277 -;:.' -:;
'i9ü .673 17~0 Il. 35 278 1~76

.. La cc-Jltico:.d de cedor dt-:=prë-r,dida por IoDla di:' glucGsa Eor, );:,s
C c r, d l C 1er, -=:; E-.i. ~ :ô- r l fi, .::- rI t =. 1 c: s ,=,:; e::j 1 cul ;:; ::l Ci te:, è ri d a ê n CCl 2 I, t c> c: 'J '=' ::::.
de 12 3!ucc:sa {(ë-f. Téb!..:) E;;tc, CCjfl~u~rdda. ET! el lil~lit0 ='J;-:rlc-r
dE la èrE-Ci.

~"c

::5.8
82.2

127.0
216.5

Tab.

La altura de e;;tE- prir~er pico (ref Tab.ll Il'2'33 a
apro~i~3da~2nte 25~ de )a altura maxima observada al f1n deI
crecimiento pero 51n e::1bargo este fené:"2no no ha po::Jido 5er

d ete c t a d a e n gaz 0 ln e tri a (r e f. Fig. 1 1 Y 1 2). Est a nos pla r, t e a Cj"': e
el ca~bio no esta asociado a la rE~piraci6n y entonces debe

corresponjer a un ca~bjo estructural, prob~blE~Ente un rearrEg)o
deI 2. 5 r;;: .. ::H c fi ~ 5 Y deI 5 i 5 tE:;. a d (- P e r r;, é =:= as d",,) ho ri ':;,:) .

P.o (cal!l)

F i q~_2 0 : ArE- ad;:. b a j 0 ct e l p r l rf. e r

p1CO eo~o una funci6n de la P.O.
de la 5cluei6n de i~pre1naci6n

~i.
:1
~I~t

··I·'····'"-~, .

/..i. "

~l;:c.~

~jo~

, -
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~ 1 ~ 'C: r ~;:: :0 r :. 2 ri l c- <3 l t LI r i': d =- l :; '" :::: LI r, d c pIC: Cl y E- le=- '" ~, ~ ;: ~ 1: 1::':,:: __

CCiI c r t 0 t i'-. l d LI r 2 n t E- e 1er te::: 1 r; l '? n t Cl (c 0 r r E-:;;:: -:J fi ,j i -:: n ,j 0 2 l 0:, 2 r .:: cO

d -0- t ;;:. j 0 ct E- l t E- r r;; G ':;J r c- ,:-,2. (r E' f. T 21 ~ • 1 0» C 0 [. 0 U n a f u ri C i 6 n ct =- l 2

C C n L =- n t r ;;, cio ri ct e 9 lue 0 ::; 2. te fi E l Ti: E d i 0 po d E- ;; ;;;, 5 0 b s ~ r \/ a r u r, 2.

E-'..'oluci6n 11r:2cd pë<ra le<:; trEs cor,cer.tr<ôcior'<2s 12s T,;."S EIE-:;;:'::2:;
( FI';:; • 2 1 ). l g 'J a l [, C' Il tes i 5 =- c.:; Ic'1 laI 2. e r, =- r '3 i ad,=, == prE n '1 i j a p =r

;, c:: l 2. d '=' '3 l u :::::-:' -= 2. cc' (, == u:; id", ( r 2 f. T Co 1;:, • 10) 5 ", P iJ .::- oj -ë' C::':"ë ~ \/ ;;:. ( ::. '.! -ê- __

ro, ~ -0 0 Tn,:c, ri css 1 ri': 1 1 è'. r p e,r' a 1a S t r E- sul tir" cc:; COr, C '" ri t r 2 -= 1 := r, E:-::; ç::.c -.
0'1E- en el pr'lr,;~r CdoSO (35.8 g/l) el rendi':lÎ-:?lIto er,0r:;~:ic':J -===:""

el'?·.a--:Jo. Se pu~j= S'Jp:Jner qu'? 2'.'n 1=.'2'10. '0'1 bè32.Z0 cLJrltie;;e
a : '..! ::: =- r t:':; r e :; ii u ,3 les que : f :. =- r ci<=: r e n S c br<=- 2 nIDs r <2 == LI 1 t 2 :: C' s
C '.1 0'. ~) .j a 1;:. c:' ;; C -= 1'1 : l' ;: :: i é fi en 1 2 == 0 l u cio r fi ct E i [,', pre =- ri =- :: i Cc fi E-:;

t 2 j a. E :; t 0 f u E- C C, l', f i r :., c-.j :;, pra c tic =-. ri .j 0 unE rI êO 2/0 C c:: Il U fi ;" 'ô- j l 0

mir'lf18 sIn gluccS2., dcnd,:- p'Jdi'.,o':> ob~2rVê,r En los tE-r:,;G:Jr~··,·,=s ur,
li,:; ? roc r e:: i T'l i <=: r, t 0 S :J b r E b s -: 2 Z 0 i ;;', pre '3 t': ,3,'1 0 P -=- r 0 n i n:; u r: 0 E fi .;- l

:n i 5' '.0 rr. e d 1 0 e fi l i q LI i ct 0 • SEp U -=- -1 e ct é :; t é, C '" l' qUE p:, raI a:; t r -= S

:::: c ,', CE- t·, t r 2. CIO 1'1 <25 1Cl::; m", sel ~; 2-. j c::, ::. ,la ca nt i ct a ct ct E e ;'"C: r3 i a

d~==pr2ndl1a por mola de 3lucosa es parecida a aq~ella calculaja
p2,ra la yucà'-\ref. 1. 3. 3.).

Il
il
1
1
1
1
1
1 II. 3. 2. Estudio deI efEcto dei ta~",~o de inoculo.

1
1
:1
1
~I

1
1
1
1
1

T r E S exp E- t' i ril E:- r, t 0 5 fUt:- 1 0 Il rr. 0 Il t do .j 0:; con c a n t i ct a cl e s dei nocul 0

difere-ntes de 2 x 10 7
, 4 x 10° y 8 x 10~ esporas pGr gra~o de

socorte, con una concEntraci6n de glucosa en la sol~cidn de
11':1 p t' e '3 n ,; cion f i j a ct e 89. 5 g ILS 0 b r E- 1ost E- rr.. 0 .? ra:, ë; ;::;

rE-pr'e::entados en la Flg.22 SE- pUE,je obo>:orvar que cordorr.;e a'.H.,E-nta
12 C 2. ri t i ct =" d d E- i fi ecu 10 ,la t ail a ct e l p r 1 Tn E- r piC 0 E:; ;;i d 5

i rn po r t 2 n t e y a q cJ e la;: =' r e ce r,i.3. st,,::. ;,; ~ " 2. no. E:; 0 dE-: ',1 .::. :::. t r =- q '.1 ': el', 1 0 :;

cultivos sobrE ~Gporte:;, el salto E-rergetico es propGrcio~al al
nu~ero de espor2s, 10 cual confirma la hip6tesis 21é~orada en E-l

l l • 3 . 2. 1. Es:' E- a r; ë dei '3 ua l r.~ e fi t e un è. exp 1 i cac i 0 r, aIr et ras 0

ob 5 e r v 2. d 0 e n l 2.:; fer r.) e f, t 2. C i G ri e s cori i u c a (r E f. 1. 3. 2 • 2.) do:', .j e
e 1 t é r:, ë:' ~ 0 ct E- 1 r; c:: cul 0 E- rad e 2 x 1 Ci 0 po r 1 0 rr. g d e h è, r 1 fi a •

"
II. 3. 2. 3. Conclusion

L a P" e c i 5 i é n ct E- E- Oô t e i fi S t r LI ri; s- ri t 0 ct e r:-, ,0. die ion fi 0 S Pe r lil 1 t i 0
EvidE~lciar en los cultivos s:Jlidos dE ~,nj.':t:"c.. uria. f2.SO:- de
trè'.r,siciOr, c2.rëctE-rizêi? pGr un brir,co 2rler·~{-tico y
corr-=::::;'ci di,=,rldo 2, un cë',;bio d-:: r,E,têtol i=:;'iO. Este fE"',~'.:'rlo rio

h Cc b i 2. =: 1 d CJ d e t Cc -:: t "" --:J 0 E' ri g co :; :J;. =- tri =: p GrIo cu a 1 n op" r e C E- as:..: 'ë i '" ~ ::J

i3 1 do r =- ':: ; i r é cie ri y p ,_, c_ j '':- e ~, t G r, c : S S t- r è tri t, Ij i <! 0 d U ri C;:' ~ J C,

E: : t 1 U L t l," c'. 1 L è'1 i nt "= l', :; i j -7 j e e:; tE' c -=-' . t,:. i Cl h c-. P ,i j ide s',,, r

r é- 1 "r:. i 0 r. ':. ~ cc. 0. l <:- CG (, C 2 r. t r c- c i Q r, ct e g 1'_1 CO" ,=. E fi 1 2 S ;::, III C 1 ~ r, '/ a l
t ;:; ',; ::. .::; G oi C' lin C c: u l 0 d": E; t:. 0 " ::. :;, •
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l l 1. Cor, c 1 u s i 0 fi

En la pri~~ra parte de este trabajo SE pudo paner en evidencia la
Importancia dei agua en la fermentaci6n 561i1a dei almidon de yuca
por ~-!.3~L. Url 2l~:~!ento de hun,edad Tr.E,diente la introduccién de flbr3s

con alta capacidad de retensi6n de agua pEr~itiO au~entar la tasa de
crecimiento, la utiliza~i6n de sustrato y la productividad deI

pro C .C: =: :J. ;, L' r: sis ;::. 1 0 '; r a u ri CC rr. 2. 7 0 rut i 1 i zac i 6 ri d e a Z li C ë: r ES, q LI e'1 a e n
todos los c",::.:...:, ur, rc-'·,2.:':·;:r.:e de 3l:strcto pDr ID cuc:,I, otros f3c:tCr~;;

1 i TrI i t ë, r. t ~ s d ~ 1 Cf", Cl::, i e :', t 0 e r: f c' :=: 2 sj 1 i d a ri 0 sep '-.1 e ::! .,;. n d -c: 5:: ;c, r ta r .
De~de un punta de vista basico, quedaria par me1ir la actividad de
3'31..la (A~..,) d~l prDdt_~cto durç.(:te la f2rr;;2nt2~iors y VE'r si e.xi~.tEn

c2~tias de aq~ella r0lacion~ble5 con los resultados ya descritDS.
En 10 q 'c e se r e fie r e a 1 as p e c top r 2. = t i co , sa pre::, 2 fi t ct n u fi 0 s
i lie c r, \i Eni entes c cr;' 0 los ::l li : 1a= a j a ct e ct e n s i d a d de 1 pro duc t 0
r i:- '= 'J 1 t ~o r, j 0 e ri u n ,j~, c r :2 :;',2 ri t ode J 0 S r 12 fi d i rro i E- fi tG:; vol u ',' :2 tri C GS y 1a dIt a
cantid~d de flbr~s dei producto final, fibres no 5i2~pre bien toler~ja

f='or los étr:iHlétles. Sin e~,:bétr'30, la presl2rlcia de fibras fétcilita el
e~p2Cd~iento en reactor y aumeflta la porosidad dei sustrato, por 10
cual el escalamiento dei proceso aparece mas sencliio.

En la sEcunda parte, se demostrO la factibilidad de usar medios
sinteticos liquidos absorbidos sobre un soporte en condiciones de
fer~entaciOn solida.

Se ~usO en eVldencia un efecto marcado de la concentracidn de
glucosa sobre la cinètica de crecimiento de A.niqer. Un aumento de la

concentraciOn de glucosa implica también un aumento de la presiOn
osm6tica y una disminuciOn de la Aw por 10 cual resultaria
interesante en un futuro estudiar estos parametros por se~3rado. Con
concentrecionE5 de 417 g/I, el microorganlsmo 10grO consu~ir

aproximademente el 80% dei sustrato en 40 horas, confirmanco que las
condiciones de termentaci6n s61ida son m~5 adecuadas que acuellas

de fermentaciOn sumergida para el desarrollo de los hongos
filamentosos. Por otra parte, este metodo ~ cultivo permite detinir y
sobre todo cantificar rapidamente la osmot lerancia de una ce~a.

El tam2~O de inoculo resultO igualmente s r un factor importante en
los cultivos sobre soportes impregnados, un aumento de aquello
produciendo un aumento dei mu y acortando el tiempo de cultivo.
Manejando concentr~=lones muy altas de esporas (2 x 10· esporas/gl, no
se pre52ntO efecto d0 inhibiciOn ninguflo al contrario de ID que esta
report~do en condiciones de cultiva 5u~argido mostrando asi atra
difer~ncla fun~a~2ntal de comport2miento de 105 honsos fila~~nto50S

se '3 Li. n E' 1 t i po de cul t i v 0 • Apar en t 2, rn <=- n te, e 1 n 1ve 1 d e des arr 0 1 1 0 d (, 1
honso no modific6 la uti1iz2ci~n dei ~ustrato que tu~ total par~ 105
5 t <; :r; 2 ;::; 0 s dei no cul 0 p r C' b ë dos, 10 cu a 1 nos h è' cep >:- n ",' r que 1a
d i f l\ S l 0 fi des u s t rat 0 deI a p 2 ~ tic u 1a a 1 mi c r 00 r '3 a n i 5".0 e s
es~ncialmEnte p2~iva.

En 12 ste t rab 3 j G, un a U T,: en t 0 dei t 2-; z-< r. 0 de par tic u 1a 501 2 :,';;:- ri t e a f 2' ct 6
la cinètica de con'5urr,o de O2 al fin de 10 ferIl1entaciàn, 10 que ncs
hizo suponer una difusiOn de sustrato m~s 1enta dei sustrato
presente en el coraz~n de 13 fibra.

En conclusiOn, perl52rno::; qUE' este tipo de estudio de los parù:':etros
principales permitira ~n un futuro une optimizbC16n en func16n ~el

proc'?5o d'?5E-ôdo.



1
1
1
1
1
1
1
1
1

Il
,1
II
1

il
il
il

~

J~_ .._

E ri l ci tE- r ce r a par te de est e t r 2 b a j 0 t l a ut i l i Z 2 ci 6 ri de un
mIe tOC a l :J'" i ~:, e t r 0 n 0 5 Pe (' ln i t i 6 0 b S E r '/ a r u rI b r i fi C 0 e ;'H? r 9 E- tic 0

corrE-~pc"di<:>nte al fin de la s;o:·rLiinë>.ci6n, fenér;!E-no hasta ahora. rio
detectado por los otros metodcs de analisis. Se confirma ~5i la
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en'Jiron':?'0,iento. Ca'ribios e:;tructurales cO'.JO un rEarrE:3lo deI si;;~_",-' .j·2

per~22S?S, un3 fortificaciOn de la pared deI hongo 0 la sintEsis de
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pre;:; i 6 ri 0 5 ~:, 6 tic? E' X ter n a p II E- den 5 [: r h i PCi tes i spar a exp lie a rIos
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COMPTE-RENDU DE MISSION

CENIC DE LA HAVANt, CUBA
5-26 octobre 1986

Eric Oriol

1) Rappo::-l des objectifs

Cette mission a été effectuée dans le cadre de l'accord ORSTOM-CECE à
l'intérieur des laboratoires de microbiologie industrielle du CENIC
dirigés par M. Rolando Contreras. Elle fait suite à la mission
realis~e à Cuba par M. Raimbault en février de cete année (cf.
compte-rendu mission Raimbault). Les buts de ce séjour étaient d'une
part de transferer les méthodes de production de spores et de culture
d e cha r.~ p i 9 non s fil a LH;' n t E' U X par fer Tri 2 n t a t ion sol ide d ev e 1 0 P P é e s au sel n
du groupe ORSTOM-UAM pour les appliquer à l'enrichissement en
protéines de la canne à sucre entiére, le produit étant destiné à
l'alimentation du bétail. L'autre volet de cette misslon concernait
l'utilisation d'un microcalorimètre LKB (TAN: Thermal Activity
Monitor) pour compléter des éxperiences de physiologie de croissance
des champignons filamenteux en milieu solide et effectuer un bilan
énergétique des fermentations.
Les conditions du séjour étaient les suivantes: billet d'avion payé
par l'ORSTOM (contrat CEE-ORSTOM) et prise en charge du logement et de
la nourriture par le CENIC.

2) Déroulement de la mission

Aprés avoir été accueilli à l'aéroport le dimanche 5 octobre par M.
Rolando Contreras, nous avons dés le lundi établi ensemble un plan de
travail et preparé les conditions nécessairEs au déroulement des
éxperiences de laboratoire. Nous avons pu disposer de canne à sucre
fraiche, broyée industriellement et tamisée au laboratoire. Sans
aucun autre prétraitement ni stérili~ation préalable, la canne à sucre
a été inocult'E aVE:-C une suspension sè"dint~ de:' spores de &!d_sr:'!::. et
diposée dans des incubateurs de 20 g de cap~cité. Après 20 h de
culture, la cann2 à sucre contenant 36% de saccharOSE et moins de 1%
de protéines a été transformte en un produit fermenté contenant plus
de 6 ~ de protéines et 7 à 8% de saccharose. Bien qUE le proctdé n0
soit pas aseptique, la microflore aérobie totale (bactéries et
levures) a diminué, pendant la croissë\nce du chO:'."ipignon (voir dttails
des techniques et des résultats en annexe). Devant les bons résultats
obtenus au laboretoire, deux essais ont été effectués à un niveau
supérieur (2 kg poids humide) dans un fermenteur à plateaux co~Çu et
construit sur place, ce qui a permis de montrer une bonne
reproductibilité de la méthode culture. Les analyses de ces derniers
échantillons n'étaient pas disponibles à l'heure de mon départ mais
leur aspect laissaient présager des résultats identiques à ceux du
1ab 0 rat 0 i r· e.

En ce qui concerne la microcalorimètrie, à partir de la seconde
semaine, nous avons monté avec la précieuse collaboration de Mme
G1 0 r' i a Con t r e r· as dive r· ses é x p e rie n ces d e c r· 0 i s san c e d e A. n) g .!"L sur d e
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la farine de manioc et de la bagasse de canne à sucre imblb~e d'un
milieu synthétique. La grande sensibilité du systéme nous a permis de
mettre en évidence une phase transitoire du développement du
c h ë! ;:, P i g non s i tut: e e n t rel a p has e d e g é r ril i na t ion etce Ile d e c roi s 5 a ri c e
exponentielle. Les moyens de mesure envisagés jusqu'alors (analyse
biochimique, gazomètrie) ne nous avaient pas permis de detecter cette
phase métabolique mais une étude approfondie des rendements de
croissance nous en avait laissé supposer l'éxistence. Lors des culture~

sur bagasse, la concentration de substrat dans le milieu
d'imprégnation influence le ter'-Ips d'apparition, l'intensité et la
durée de cette phase (Voir les résultats en annexe)

Au cours du séjour, deux visites ont également été programmées, la
première à l'ICIDCA (Instituto Cubano de Investig2ciones sobre los
Derivado5 de la Cana de A~ucarl le 9 octobre et la seconde au nouveau
centre de Biotecnologia e Ingenieria Genetica le 24 octobre. Après la
visite des laboratoires et du pilote de l'ICIDCA en compagnie de
chercheurs de l'institut: M. Pedro Gonz=..des et Mlle. Maria-Antonieta
Brizuela (chercheurs de l'ICIDCA ayant r~alisé un stage de formation
en F.S. dans le groupe ORSTOM-UAM) nous avons eu une réunion avec M.
Agustin Cabello, chef du département d'alimentation animale. Celui-ci
m'a fait part de l'interêt de l'ICIDCA de developper l'enrichissement
protéique du -meollo- (pointe et feuille de canne) par fermentation en
mil i eus 0 1 ide d' fu._t e..r· r· e L!...~ • Cet r a v ail c 0 r:HJi e n ç é en mai 1 986 a v e c: l' a i d €,

financiére de l'ONUDI au laboratoire de la UAM de Mexico en
collaboration avec M. Pedro Gonzales nous a permis d'augmenter de 3 ~

6% le contenu de protéines de ce résidu, ceci justifie une deuxiéme
visite de ce chercheur à Mexico d'octobre 86 • janvier 87. L'ICIDCA
envisage de passer ce procedé à un niveau pilote (1.2 m3 ) dans les
installation~> de -Cuba 10- (ref. rapport de mision dE' M. Maurice
Raimbê'.ultl.
La deuxi~me visite a été effectuée en compagnie de M. d'Ollone,
conseiller culturel et scientifique de l'ambassade de France et de M.
Contreras et a été organisée par Mme Doris Simons du CECE (Comite
Estatal de Coop0r~cion Economica). Lors d'une réunion préalable, elle
a exprimé le V00U d'établir officiellement et dans les plus brefs
délais possibles un accord tripartite CECE-ORSTOM-UAM concernant la
fermentatiotl en milieu solide. La visite du Centre de BiotE'chnologie
et Gé· fi i e G:;::· n':' t i q U P. a été gui d é 2 P 2. r· M. Del 9 :?\ do, ch L' f d' und t p <' rte ;:, (. nt.
C.. c e n t r E' a (:, t t> _ i n 0:' l1 S ,_, r c· e. u m(1 i s d C' j u i n E' t s c u J 5 t roi s é t iJ 0:.. ,2'~, d' u n
des deux b2ti~ents principaux sont occupés. Ce centre construit autour
d'une équipe de pointe du g(nie génétique do l'interféron est divisé
en 5 départc;;,ents (cf. rapport de- T:lis~,iorl d.:::' M. Ri:i:.,ba ",lt) et dc·vridt
cornptE·r une fois terTl\irl'~' 70.000 rrJ~ couverts et un effectif d' ~ p;:u
prés 300 p.::rsor,r;c<'. dont 150 ch::-rch·::-ur·s:. à t0:iÇEi cCI.-:plet. Il fonctiof.r'2
a c tue Ile:" [, n t end E' s sou s d e 5 0 ~', des (0' 5 cap ë' c i tés e t d ev r· ait a t t E' i n cre
son régime de croisiére en 1989. L'installation est ultra-mod0rne et
un grand norr:bre d'équipements de pointe sont en fonctionne·'.c'nt
(spéctrométre de masse, RMN, ultracentrifugeuses, chromatograpf,es de
tous types, séquenceurs et synthétiseurs automatiques de gènes
etc .•. ); ce centre contraste fortement avec les laboratoires que j'ai
pu visiter dans les autres instituts.-
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3) Conclusion

Les résultats obtenus concernant l'enrichisse~ent protéique de la
canne à sucre brute sont encourageants et la si~plicité du procedé non
aSEptique e'qui ne comporte aucune étape de prétraitement a paru trés
intéressante aux chercheurs du CENIC qui semblent désireux de
poursuivre dans cette voie. L'utilisation d'une canne plus mure
pouvant contenir jusqu'à 50% de saccharose éleverait la concentration
de saccharose initiale et par conséquent le rendement final de
protéines qui devrait approcher 9%. L'envoi d'un ingénieur du CEflIC à
Mexico début 87 pour étudier au sein du groupe ORSTO~I-UAM les
problémes spécifiques des réacteurs et du controle de procédé leur
permettrait d'enta~er l'extrapolation de ce procedé.
En ce qui concerne la microcalorimètrie, cet appareil nous a permis de
faire des observations intéressantes et de mesurer des changelnents
métaboliques inaccessibles par d'autres méthodes. La bonne
reproductibilité et la grande sensibilité de cette méthode comme
l'étendue de la gamme d'éxperiences possibles et la simplicité
d'utilisation de cet appareil en font un outil de travail éxtremement
précieux pour l'étude du métabolisme fongique. Seul son prix elevé
(60.000 $) reste un obstacle à une utilisation plus étendue.
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AWJEXE 1

RAPF'ORT TECH;~ l QUE

1. Enrichissement protéique de la canne ~ sucre entière par
~_s p_~r:gi 1 I_u 5 n iCi"" r:.'

1.1. Materiel et méthodes

Nous avons travaillé avec de la canne à sucre fraiche qui a été
broyée sur un moulin industriel puis tamisée pour obtenir une taille
de particules homogène de 1 à 3 mm. Aucun autre prétraitement n'a été
pratiqué avant l'inoculation. Cette canne conten~it 66.9~ d'humidité,
0.87% de proténes et 37% de saccharose poids sec. Cette proportion de
saccharOSE est faible comparée ~ celle d'une canne mure (50% du poids
sec) .

Pour l'enrichissement, nous avons adapté le milieu salin,
l'inoculum et la technique de culture de Ralrnbault et Alazard (1980).
La composition du milieu était le suivant: (NH 4 )zS04, 4.9 g; KH z P04 ,

2.5 g; Urée, 1.2 9 pour 100 9 de matiére séche sur la base de 50% de
saccharose. L'inoculum contenait 2 x 10 7 spores pour 100 9 de matiére
sèche et le pH de la solution contenant les spores et les sels a été
ajusté à 2.7 avant l'inoculation. Avec l'ajout de cette suspension,
l'humidité de la canne a été portée à 76.5% et son pH est passé de 6.1
à 3.5. Une fois inoculé et homogeneisé le produit a été mis à
incubation à 35·C dans des colonnes aerées à raison de 17 9 de produit
par colonne. Deux colonnes ont été prelevées pour chaque
échantillonnage.

Pour l'analyse des échantillons de fermentation, ceux-ci ont été
préalablement sechés et broyés finement. Les protéines ont ét~

precipitées par l'acide trichloracétique durant 24h à 4'C puis dosées
par la méthode de l'azote total de Kjeldahl. Une hydrolyse acide du
saccharose a été pratiquée et les sucres réducteurs résultants ont été
dos~s par colorimétrie (méthode au DNS). Pour l'analyse
microbiologique, les échantillons frais ont été homogen2isés, dilués
et ré p a ri dus en b 0 i te de Pet l' i sur deux mil i eux 5 p é c i f i Q '1. E' S , l' u Il des
bactéries et l'autre des levures et champignons. Le comptage a été
effectu.~ après 48 h d' incubction.

1.2. Ré.Gultats

La cinétique de croissance representée sur la fig.l représente la
moyenne dE:' dE'ux éxp0rienc.::s pratiquée~> ~ une sem.3.inEc.' d'intervètlle. On
peut apprecier une augwentation de la protéine de 0.71% à un p~u plus
de 6"f. (p 0 i d 5 sec fin al) en 20 h. Lac 0 n s 0 fMil a t ion des u cre s sui t l ct rr. t :,' e
évolution passant de 36 à 9% dans le m~me temps, soit un taux d~

conversion de 75%. L'humidité du produit augmente de 76.5% ~ 78.6% ce
qui représente une perte de poids sec de 9%. Le rendement Rx de
transformation des sucres ~ protéines est dE 17.5% par rapport au
poids sec initial. Ces rendements sont inférieurs à ceux rencontrés
par Raimbault (1980) sur manioc (de 20 à 25~.), ceci pouvant
s'expliquer par une consommation parasite de sucres par maintenance,
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2. Etudes de microcalorimétrie

1.3. Conclusion

Les buts de cette étude étaient:
- d'obtenir en se basant sur l'éxpérience acquise par le groupe de R.
Contreras (1986), des thermogrammes de croissance de A.niger sur
farine de manioc et d'observer si la grande sensibilité de la méthode
permettait de séparer les différentes phases de la croissance sur
substrat solide jusqu'alors uniquement accessibles par des calculs de
rendements (Huerta et col., 1986).

Introduction2.1.

L'utilisation de la fermentation solide de A.niger pour
l'enrichissement de la canne l sucre entiére s'est revélée
satisfaisante quant l la quantité de protéines obtenues et la qualité
microbiologique du produit. Le procédé est simple, ne fait appel l
aucun prét~aitement et du fait de la nature fibreuse du substrat,
l'extrapolation l un niveau industriel ne devrait pas présenter les
m~mes inconvénients que pour le manioc.

nécessaire pour vaincre la pression osmotique provoquée par le
saccharose.
L'évolution de la microflore du produit au cours de la fermentation

est representée sur la fig.2. On peut observer une diminution
constante de la quantité de bactéries qui se réduit d'un facteur 50 en
30 h. Les levures quant à elles se développent pendant la phase de
gérmination du champignon (jusqu'à la h) mais leur nombre se réduit
ensuite d'un facteur 270 durant les 20 derniéres heures de la
fermentation. Ces résultats montrent que grace à une inoculation
massive de spores et malgré la non-asepsie du procédé de fermentation,
celui-ci ne conduit pas au développement de microorganismes
contaminants mais réduit au contraire leur nombre dans des proportions
importantes.
La méthode d'enrichissement s'étant revelé satisfaisante et
reproductible au laboratoire nous avons decidé de procéder à deux
éssais à un niveau supérieur. Nous avons utilisé pour cela un
fermenteur à plateaux en acrylique à aération verticale. Les
dimensions de chaque plateau sont de 48 x 50 cm et nous avons choisi
d'utiliser une épaisseur de couche de 2 cm ce qui nous permettait de
disposer 1.6 kgs de produit humide par plateau. L'air entrant dans le
fermenteur était préalablement soumis à une double saturation, l'une l
température ambiante (30'C) et l'autre l 38·C. Le fermenteur était
uniquement thermostaté par l'air humide entrant et une température de
3S·C était atteinte puis maintenue 2h aprés l'inoculation. Aprés 15 h
de fermentation la température au centre de la masse a commencé l
augmenter pour atteindre 40·C l 18 h, .igne d'une bonne croissance. Le
produit fermenté recolté l t=22h se présentait comme un gateau
effritable avec peu d'humidité apparente. Les résultats des analyses
n'étaient pas disponibles lorsque je suis parti mais l'aspect du
produit fermenté laissait présager un taux de protéines voisin à celui
obtenu au laboratoire.

Il
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- d'avoir une idée pr~cise des quantités de chaleur degagées lors de
la croissance de A.niqer sur farine de manioc.
- d'obtenir des thermogrammes de croissance de A.niger sur un support
constitué de bagasse de canne imprégné d'une solution synthétique
contenant du glucose et des sels et d'estimer l'influence de la
concentration de substrat et de la taille d'inoculum.

Ce microcalorimètre n'ést pas équipé d'une cellule A flux continu et
les flacons sont scellés au début de l'éxpérience. Dans ces
conditions, la croissance des microorganismes aérobies peut être
rapidement limitée par la concentration d'oxygéne à l'intérieur du
flacon, ce qui oblige A utiliser de faibles quantités de substrat.
Un flacon contient 3 ml soit 4.28 mg d'Oa si l'on considére que la
pression partielle d'Oa est de 100%. Or, d'aprés Raimbault (1980) le
YOa de A.niger est de 1.55 g X/g Oz, cette quantit~ d'Oz est donc
suffisante pour synthetiser 4.28 x 1.55 = 6.64 mg de biomasse. Sachant
toujours d'aprés Raimbault que le rendement de transformation de
substrat ~ biomasse Yx est de 0.55g X/ g S, la quantité limite de
substrat pouvantétre présente dans le milieu est de 6.64 1 0.55 =
12.07 mg.
Nous avons donc pratiqué une premiére éxpérience avec la mg de farine
de manioc, cette quantité représentant ~ peine quelques grains au fond
du flacon. Les thermogrammes obtenus lors de deux répetitions sont
représentés sur la fig.3 o~ le parallélisme de leurs évolutions montre

Pour ces études nous avons pu disposer d'un microcalorimétre LKB
appelé Thermal Activity Monitor (TAN) comportant 4 canaux tous doublés
d'une réference (cf. notice d~tailléee en annexe 2). Le seuil de
détection est de 0.2~W soit moins de 10-··C avec une précision
supérieure à 5%. Pour les éxpériences de croissance, le materiel
solide a été placé dans des flacons de 3 ml (cf. notice) ensuite
st~rilisés puis inoculés avec une suspension de spores contenant les
sels et éventuellement le glucose. Chaque éxpérience comportait un
flacon témoin uniquement addition~ de la solution sans les spores. Un
courant d'oxygène était ensuite passé dans le flacon durant 1 mn pour
en saturer l'atmosphère puis le flacon ~tait scellé h~rmétiquement

~vnt d'être disposé dans le microcalorimétre (cf. notice détaillée).
Toutes les éxperiences ont eu lieu à 37'C, en double et les
thermogrammes ~taient enregistr~s en continu.
Les milieux utilisés ont été les suivantes:
- pour le manioc: (NH~)zSO~, 9.8 mg; KHzPO~, 5 mg; Urée, 2.4 mg et
2xl~ spores pour 100mg de farine, humidité initiale: 50%
- pour les fermentations sur bagasse imprégnée d'un milieu glucosé:
(NH~)zSO~, 9.8 mg; KHzPO~, 5 mg; Urée, 2.4 mg pour 100 mg de glucose
et 2xl0· spores pour 100mg de bagasse, durant toutes les éxpériences
le rapport eau/bagasse a été maintenu constant ~ 2.75, l'humidité
variant selon la concentration de glucose.

Thermochimie de la croissance de A.niqer sur farine de

Résultats

Materiel et méthodes

2.3.

2.2.

2.3.1.
manioc.
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Fig.3: Thermogramm~obtenŒlors de la croissance de A.niger sur
farine de manioc (10 mg)
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la bonne reproductibilit~ de la mesure. Le processus est plus lent que
lors des fermentations en colonne qui suivies par gazométrie
atteignent un maximum aux alentours de 25 h. On peut n~ammoins

observer un accident dans la courbe de croissance, accident
correspondant à un l~ger' saut ~nerg~tique et se produisant entre 11 et
15 h de fermentation. Pour mesurer ce phénoméne avec plus de
pr~cision, nous avons réalis~ un essai avec 100 mg de substrat, l'Oa
n'étant pas limitant jusqu'~ 20 h dans ces conditions. Le thermogramme
partiel obtenu est representé sur la +ig.4 où l'on peut observer avec
beaucoup plus de netteté le saut énergétique; il a dans ce cas lieu
entre 6 et 8 h contr~ 11 , 15 h dans l'~xp~rience précedente. Cette
différence peut s'expliquer par la trés faible quantité de substrat et
d'inoculum présente dans le premier cas où il semble que l'on atteigne
une des limites physiques du systéme. Pour en revenir ~ la dernière
expérience, une observation microscopique d'un échantillon prelevé au
moment du pic montre des spores germinées, en phase homogène ~ 90~ et
possédant un tube germinatif d'~ peu prés 5 fois la taille de la
spore. Cette période comprise entre 6 et 8 h correspond ~ la fin de la
phase de gérmination et l'on assiste ~ un découplage métabolique déja
supposé par Huerta et col. (1986) qui avait observ~ une baisse brutale
des rendements intrinséques durant cette période. Il avait suggeré
pour expliquer cette baisse, l'hypoth~se du passage d'une phase de
germination largement endogène à une phase de croissance exponentielle
~xogène. Ces éxpèriences de microcalorimétrie semblent confirmer cette
hypothése et les résultats suivants obtenus sur support abondent
également dans ce sens.
Si l'on s'intéresse au rendement énergétique global de la croissance
au moyen du calcul de l'aire sous la courbe (cf Fig. 3), on obtient la
quantit~ de 7.352 cal libérée en 43 h. En considéant que sur 10 mg de
manioc, 8 mg sont de l'amidon et que la consommation de sucres est de
60~ (Raimbault, 1980), on peut éstimerla consommation réelle à 4.8 mg
d'amidon soit 5.05 mg de glucose (en tenant compte de l'eau
d'hydrolyse de l'amidon). La réaction de respiration du glucose
fournit l'essentiel de l'~nergie libérée durant la croissance etsi
l'on calcule la quantité d'énergie par mole de glucose on obtient la
quantité de 7.352 x lOS x 180/S.05 = 262 Kcal/mole de glucose.
Raimbault (1980), lors de l'étude de la stoechiométrie de la
croissance, avait calculé que 35~ du glucose était oxydé durant la
respiration. Sachant que cette réaction d'oxydation produit 673 Kcal,
quantité qui varie peu entre les microorganismes, une mole de glucose
produira donc 673 x .35 = 235.S Kcal. La quantité d'énergie que nous
avons calcul~grossiérement à partir des thermogrammes (262 Kcal/M)
n'est pas trés éloignée de la valeur rencontr~e par Raimbault.

2.3.2. Thermochimie de la croissance de A.niger sur bagasse
imbibée d'une solution saline de glucose.

2.3.2.1. Effet de la concentration de glucose en solution.

Une série d'éxpériences a été montée utilisant 15 mg de bagasse lavée
puis séchée imprégnée de 40 1 d'une solution saline de glucose de
concentration croissante, l'inoculum étant fixé ~ 3 x 10e spores pour
chaque essai. Nous n'avons pas remarqué de différences significatives
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Fig.6: Représentation de la chaleur correspondante au saut énergétique
(cf. Fig.5) en fonction de la pression osmotique de la solution d'imprégnation
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lors des r~petitions et les thermogrammes obtenus sont report~s sur la
fig.5. Dans trois des quatre thermogrames, on peut observer le m~me

saut ~nergetique que dans le cas de l'amidon de manioc mais ici, il
apparait plus tardivement et son importance augmente au fur et ~

mesure que le glucose en solution est plus concentré. A l'atténuation
utilis~e (3000~ W) l'~xp~rience avec la solution contenant 35.8 g/l
n'a pas permis de deceler de pic dans cette zone.
Si l'on trace une courbe qui ne tient pas compte de ce saut
énerg~tique (cf fig. 5), il est possible de mesurer une aire comprise
entre le premier pic et la courbe id~ale qui correspond à une énergie
El (cf. tab.l). Si d'autre part on ~stime grace la loi de Raoult la
pression osmotique Eo de chaque solution en tenant compte des sels
pr~sents (cf. tab.l) et que l'on repr~sente Es en fonction de Eo (cf.
Fig.6) on peut observer une bonne proportionalit~. Ceci confirme
l'hypoth~se formulée dans le paragraphe concernant le manioc d'un
d~couplage m~tabolique, d'autant plus important dans ce cas que 1.
champignon doit vaincre des forces osmotiques croissantes.

Tableau 1: Donn~es obtenues à partir des thermogrammes

2.3.2.2. Effet de la quantit~ d'inoculum

Trois ~xp~riences ont ét~ mont~es avec des quantit~s d'inoculum
diff~rentes respectivement de 12 x 10~, 6 x 10~ et 3 x 10e spores pour
1~ mg de bagasse avec une concentration fixe de glucose de 89.5 g/l.

Si on calcule les ~nergies totales d~gag~es durant la croissance et
les hauteurs du 2eme pic d'~nergie (cf. tab.l) et que l'on les reporte
en fonction de la concentration de glucose dans le milieu, on peut
observer une ~volution lin~aire (cf. Fig.7) pour les trois
concentrations les plus elev~es. De m~e si l'on calcule l'~nergie

degag~e par mole de glucose consomm~e (cf. Tab.l) on peut remarquer
qu'elle est à peu pr~s similaire pour les trois derni~res

concentrations mais pour la premi~re, le rendement énerg~tique est
elev~. On peut supposer que bien qu'elle ait ~t~ lavée, la bagasse
contient toujours des sucres r~siduels qui interf~rent dans les
r~sultats quand la concentration de la solution d'impr~gnation est
faible. Pour les trois derniers cas la quantit~ d'~nergie lib~rée par
mole de glucose consomm~ est proche de celle calcul~e pour le manioc
(cf. 2.3.1.)

,
,
,
~,
,
,
1
1

f:
n ntration de Hauteur Aire sous Hauteur Aire Energie par. Pression

se en sol. 1er pic 1er pic 2eme pic totale mole de glue osmotique
(g/l) (~W) (cal) (~W) (cal) (Kcal/mole) (cal/l)

·*****************1*********************************************************
.. 3~.8 0 0 655 2.80 415 254HP 82.2 395 .167 845 3.95 256 447

127.0 420 .384 1140 6.65 277 759
~16.5 490 .673 1740 Il.35 278 1396

~************************************************************************

-L'énergie d~gagée par mole de glucose dans les conditions
~xperimentales est calcul~e en considérant que 85% du glucose est
consommé ~ la borne sup~rieure de l'aire.
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Sur les thermogrammes representé6 fig.8, on peut observer que la
quantité d'inoculum agit sur la taille du premier pic et sur son délai
d'apparition. Ceci montre que lors des cultures sur support, le saut
énergétique est proportionnel au nombre de spores et renforce donc
l'hypothése elaborée plus haut. Ceci ajoute également une explication
au retard observé lors du premier essai sur manioc (cf. fig.3) o~

l'inoculum était de 2 x 108 /10 mg de substrat.

2.4. Conclusion

La précision de cet instrument de mesure nous a permis de mettre en
évidence lors des cultures de A. niger sur substrat ou support solide,
un saut énergétique correspondant ~ un changement de métabolisme. Lors
des cultures sur bagasse, la quantité de chaleur libérée lors de ce
saut énergetique a pu ~tre reliée ~ la pression osmotique de la
solution d'imprégnation. Lors du calcul de la chaleur totale dégagée
lors de la croissance nous avons trouvé des valeurs proches de celles
établies par Raimbault (1980). L'ensemble de ces résultats montre que
le microcalorimètre est un instrument précieux pour suivre l~

croissance et le métabolisme des champignons filamenteux en milieu
solide.
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J. RESlIHEN.

Debido a la cada vez mayor participacion de los hongos
filamentosos en la biotecnologia, siendo utilizados
particularmente en la lucha contra los problemas de polucion,
alimentacion, y en el desarrollo de la microbiologia industrial,
es interesante- - hacer estudios sobre los caracteres fisiologicos
bioquimic05 y nutricionales de este tipo de microorganismos.

ll1J:h.cd..er:.ma ha.J:.z..ianum es un hongo fil amentoso
celulol itico· _qU& -_" ~~ __ ha. sido uti 1 izado anteriormente en la
produccion de alimentos fermentados enriquecidos. (Huindi y
Hanssen, 1981_ a yb).

1
Fue

bioquimico,
seleccionado I~aLzianum

fisiologico y nutricional.
para realizar su estudio

1
1
1
1
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Las principales etapas fisiologicas d~ los hongos
filamentosos celuloliticos son la germinacion de las
conidiosporas. y la multiplicacion vegetativa deI micelio. Estas
etapas fueron estudiadas en ~haLZLanum utilizando medios de
cultivo sinteticos y diferentes fuentes de carbono. Se presentan
tambien 105 resultados deI efecto deI pH, temperatura y NaCl.

No se encuentran muchas diferencias en las cineticas de
germinacion de las esporas cuando se utilizo la Glucosa,
Fructosa, Galactosa, Sacarosa y el Almidon como fuent@ de
carbono. Despues de 14 horas la tasa de germinacion fue cerca deI
100%. La velocidad de germinacio~ disminuyo rapidamente cuando
las fuentes de carbono fueron Lactosa, Carboxymetil Celulosa y
Celulosa, indicando que los enlaces glucosidicos B-l,4 influyen
fuertemente en la germinacion.

~haLZ~num es una cepa prototrofa que crece a
temperaturas bajas entre 15 y 35"C. Esta cepa es muy tolerante
con respecte al pH (2 a 9) y a las sales minerales (0 a 80 g/l de
NaCl). Ademas puede utilizar una amplia gama de azucares'como
fuente de carbono y energia.

1
!,
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FISIOLOGIA DE UN HONGO FILAMENTOSO CELULOLITICO: ~~hc~~a
h.ar:..zi..anum •

II. INTRODUCCION.

La produccion de alimentas fermentados enriquec1dos en
proteina por cultivo de hongos filamentosos es un ejemplo d~

desarrollo que se muestra como una perspectiva interesante.

,

siguientesespeciesLas

Entre los hongos celuloliticos êLt~na~a

IlsP..e~ ill.u5. , Chae...1omi.um , Eu.sal: i.um , t1:t.r:c..1.heUWD
E...eni.t:J.lli..um , ltil:..bc...deLm..a, SpjJLOll.iJ:hum.) las especies deI
genero ~Lcho~~a son las mas frecuentemente utilizadas para
la hidrolisis de la celulosa y de los productos lignocelulosicos.
Durante el curso de su crecimiento, estas especies producen
cantidades importantes de exoenzimas capaces de hidrolizar
completamente la celulosa en 9lucosa.

De esta manera el desarrollo de los hon90s filamentosos
sobre sustratos solidos juega un papel importante en numeorosas
areas como son: el media ambiente, la alimentacion y la
microbiologia industrial. Su importancia se acreocenta con la
intensificacion de las investigaciones con respecte a las
bioconversiones, y a la valorizacion de los subproductos
agricolas lignocelulosicos.

A partir de la crisis energ~tica de 1973 retorno el
interes publico hacia los recursos renovables.En este casa, la
celulosa fue naturalmente el centro de desarrollo para la
produccion de carburantes de substitucion (metano, alcoholes),
asi mismo para el estudio de produccion de moleculas quimicas a
partir de la celulosa, la celuloquimia 0 carboquimia estan
presentes coma una alternativa a la petroquimica para la
fabricacion de nuevos biopolimeros, biosolventes, y
biodetergenteos.

La celulosa es el mayor constituyente de todos los
vegetales y representa un recurso natural potencial de azucares
bien conocida. Su descomposicion biologica en elementos simples
par media de las celulasas permite principalmente ~l

allgeramiento parcial de algunos graves problemas tales como la
a11mentacion, la energia y la poluc1on dei media ambient~.
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Principales etapas fisiol6gicas de T. harzianurn en funcion

deI aspecto morfol6gico de su desarrollo sobre sustratos

solidos en condiciones de cultivos 6ptimos.

Etapas

1Fisiologicas.

Formacion de conidioforos, fia
lides y liberacion de conidias,
esporas. Esta etapa es estrecha
mente controlada genéticamente
porlos efectos induccion-inhi
bicion manifestados principal-;
mente por los componentes deI
media èe cultivo. Su duraci6n

puede ser de algunas semanas.

Aparicion deI tubo germinativo
después de 11 hrs. de cultivo
en optimas condiciones de cre
cimiento.

Descripcion:

Esporas: forma de conservacion
a largo plazo. Sirven de ino
culo para fermentaciones en
medio solido.

Multiplicacion activa deI ml

celio desarrollando numerosas

ramificaciones. El micelio es

ceptado. La duracion de ésta

etapa en es funcion de las con

diciones y tambiés de la com

posicion deI media de cultivo.

Por 10 general dura 40 horas.

10 .J

J

Morfologia
(JO 10

@ Qf}
0

1
?~ ,10 "

l
1- ,50 j

CONIDIOGENESIS

GERMINACION

CONSERVACION

MULTIPLICACION

VEGETATIVA

FIGURA 1
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2.1) Las celulasas.

-
Las celulasas - de I~aL4ianum son sintetizadas durante

las primeras haras dei crecimiento, estas enzimas son entonces
~xcretadas al media de cultivo y la concentracion aumenta en
funcion dei tiempo. Esta especie se adapta perfectamente para la
produccion de celulasas por fermentacion en media solido •

No existe una enzima unica capaz de degradar completamente
la celulosa en bruto hasta llegar a sus componentes mas simples,
celobiosa y glucosa. De hecho, la mas simple identificacion de
las celulasas consiste en ser un complejo polienzimatico qu~

ataca a los polisacaridos transformandolos en azucares simples
capaces de atravesar la pared celular. Segun esta definicion, el
sistema enzimatico completo no existe de igual manera entodos
los organismos.

CACMC)

celulasico fue fraccionado en
1975, que util~zo diferentes
de esos componentes son
una exoglucanasa y una

autores hacienda uso de tamices
intercambio ionico, 0 por
solamente tres componentes

4

IJc..n9.i.tu:an~i.at..um , as i coma I......ha.c.tianwn
utilizadas para el estudio deI mecanismo deI
asi como para la produccion de celulasas

Endo-B-l,4 Glucanasa = Carboximetilcelulasa

2) Exo-B-l;4 Glucanasa. ~ Celobiohidrolasa (Cl).

(C x) •

Mas recientemente, otros
moleculares y resinas de
electroforesiS, han obtenido
enzfmaticos para L.~esei:

Para I~ir~e el complejo
cuatro componentes por Pettersson en
metodos de cromatograf i a. Dos
endoglucanasasJ los otros son
B-glucosidasa.

Los diferentes mutantes obtenidos a partir d~ I~~~e

QH6a.-- producen importantes cantidades de celulasas, mas las
composiciones asi coma las propiedades deI complejo enzimatico
acerca. de los sustratos celulosicos son similares. De la. misma
manera las proporciones relativas de _ endo y exoglucanasas no
cambian mucho. Todas las especies de L.~es~ producen
cantidades pequenas de celulasas constitutivas. Sin embargo, para
todas las especies de ILicb~~ma, la biosintesis de celulasas
esta. regulada por un mecanismo de induccion-represion.

L.p-seudJJ=.kCJ) in9.i.i
son las especies mas
complejo enzimatico
CRoussos,1985) •

~.
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3) B-Glucosidasa 0 Celobiasa.

Un estudio bibliografico preeliminar, nos permitio
seleccionar entre diferentes cepas d~ hongos filamentosos
celuloliticos a I~aLzianum para llevar a cabo nuestro estudio
ya que- presenta caracterizticas satisfactorias en miras de una
produccion de celulasas. Esta cepa produce cantidades importantes
de celulasas, y- posee un crecimiento apical elevado (1.2 mm/h),
permitiendole invadir los sustratos rapidamente y produc~

cantidad~s muy elevadas d~ conidiosporas en la
superficie. (Roussos.1985)

D~ hecho una especie de ~ha~~num ha sido utilizada
para ~nriquecer proteicamente la harina de yuca por fermentacion
en medio liquido. Despues de 60 horas de fermentacion en medio
liquido, la biomasa recolectada contiene 38~ de proteinas
brutas. (Muindi y Hansse.1981 b)

El valor nutritivo de la biomasa d~ ~ha~~num fue
evaluado. El coeficiente de digestibilidad para las proteinas
brutas es de un 66% a un 81% para los aminoacidos. Por otra part~

el producto fermentado a sido utilizado en raciones alimenticias
de aves y animales diversos. (Muindi y Hanssen,1981 a yb).

Ademas, ~ha~~num es un antagonista poderoso con
respecto a un cierto numero de hongos fitopatogenos.
Recientemente, se descubrio una serie de peptidos nuevos,
presentes en las conidiosporas de ~ha~~num y, por 10 tanto,
el poder antibiotico puede ser verificado. (Dubos y Col,1983).

Debido a todo 10 anterior, es pues interesante hacer un
estudio sobre la caracterizacion bioquimica. fisiologica y
nutricional de este prometedor microorganismo para lograr asi un
mayor aprovechamiento de sus caracteristicas, y desarrollar de
esta manera una tecnologia apropiada a las condiciones actuales. '
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c:elulosicossubstratossobreGerminac:ion

Crecimiento como una funcion de ~a Fuente de

Crec:imiento y produccion de Celulasas"en func:ion

-
3~1.f} -Germinacion sobre polisacaridos.

3.2) Caracteres Nutric:ionales y Bioquimicos.

3.1.e) Germinacion sobre disacaridos.

III. OBJETIVOS.

3.Lb1. Crecimiento;'c-omo funcion de la temperatura.

Dentro de este estudio se contemplan los siguientes puntos

3.1.c) Efectos dei NaCl sobre el crecimiento.

3.1.d) Germinacion sobre azucares simples.

3.1) Caracteres f~siologicos.

-~ . .:..::=--:-~-~ _-:_--:::--~~-~-=:---::~_---=--..-:-

3.2.b)

3.1.9)
naturales.

dei pH.

3.2.a)
Carbono.

Aplicar un metodo experimenlal para la caraclerizacion •
idenlificacion confiable de cualquier hon90 filamentoso
celulolilico medianle su esludio bioquimico r fisiolo9ico--y
nulricional. De lai manera que eslos datos sean utiles para un
estudio posterior de desarrollo biotecnologico denlro de area~

como el medio ambiente, alimentacion 0 microbiolo9ia industrial. _
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4.4) Metodos de Analisis.

4.3} Proceso de Tratamiento.

IV. MATERIAL Y METODOS.

7

el estudio se ha uti1izade el hongo I~aczian~ que
la Co1eccion Checos10vaca de Microrganismos (CCM)

Las proteinas fueron cuantificadas mediante el metodo de
Lowry y Coll (1951) utilizando' Sero Albumina Bovina coma patron.
Los resultados se presentan en mg/l.

4.2) Medios y Condiciones de Cultive.

4.1) Microorganismo.

Terminado el periodo de incubacien se sometie a cada una
de las muestras a una homogenizacion 'con un macerader de tejidos
(potter) y se tomaron 10 ml. de cada une de los macerados,
sometiendolos a centrifugacion a 6000 rpm durante 15 min. En
seguida se separo el sobrenadante dei sedimento y a este ultimo
se le sometio a tres: lavados con agua destilada con igual numero
de centrifugaciones para que el micelio estuviera finalmente
libre dei sobrenadante, el sedimento tratado de esta manera fue
utilizado para cuantificar las proteinas correspondientes al
crecimiento micelial. El sobrenadante obtenide fue sometido por
su parte a medicion de pH, azucares reductores, actividad
amilasicay celulasica, asi coma a cuantificacion de azucares
totales en los casos convenientes (Roussos,1982) (Fig. 2).

Para los estudios de germinacion, asi como para observar
la utilizacion de diferentes fuentes de carbono y nitrogeno se
utilizo el Medio Mineral de Base (MMB) (Tabla I) el cual, en
algunos casos se preparo sin contener la fuente de carbone y se
distribuyo en matraces de 250 ml. en un volumen total d~ 50 ml.
por matraz, se esterilizo a 110 C durante 30 min. y
posteriormente se adiciono la fuente de carbono esterilizada
Aparte a 100 C durante 15 min. y la solucion de vitaminas
esterilizada mediante filtro millipore (0.45 r). Los medios
fueren incubados con 3*10 A 7 esporas de I~aczianum por gramo de
fuente de carbono e incubados en banc maria agitado a 29 C
durante 3 dias.

Para
proviene de
No.F-470.

Se conserve la cepa en media solide, para hongos. Papa
Dextrosa Agar (PDA) a 4 ·C, efectuandose las resiembras cada 4
meses en el medio' de cultivo e incubada a 29 C durante 7 dias
para posteriormente ser conservada nuevamente •

Il
Il
Il
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•11 -
~'-

~

Il
~
Il

~
~
1
1
f,,



8

Composici6n deI Medio Mineral de Base utilizado para

la descripci6n fisio16gica y nutricional de Trîchoderma.

(*) Solucion de Oligoelementos

1. 00 g

0.30 g

1. 30 g

0.12 g

0.30 g

0.30 g

2.00 g

1. 00 ml

1. 00 ml

1000.00 ml

5.6

(**) Solucion de Vitaminas

Biotina 20 mg

Ac. Folico 20 mg

Pyridoxina HCl 100 mg

• Thiamina HCl sa mg

, Ri bofl avina sa mg

B-12 1 mg

Ac. p-aminobenzoico sa mg

Ac. Lip6ico sa mg

Agua Destilada 1000 ml

5.00 g

1 .60 g

1 .40 g

2.00 g

1000.00 ml

FeS04 ,7H20

MnS04 ,H20

ZnS04 ,7H20

CaC1 2
Agua Destilada

TABLA l

KH 2P04
Na 2HP04
l-igS0 4 -=-_- _'7~ --=-~ -=--. ----==----~_=-=- ----___=____::_ -

CaC1
2

---~~~ ---~-~ -=--: ~-~-~.- ~~ --. ----

Fuen te de~..GirlHlnQ~~'c-:-~~"::-'::=.c~-_:~--
.- - , . --- .... .:. .. _. . - :, "- - ";; ...•

Solucion de.o Oligoelementos..=: t~)·
- - --- - -- --,,--

Soluci6n de Vitaminas (**)

Agua Destilada QSP

·pH

'. J

·1
Il
Il
Il
1
~ .

.'
.r,~ ~ -t~ ~

•~~ ;~.. -

1·
1••~ ..

1.
1

•
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Los azucares reductores fueron cuantificados con DNS segun
Miller (1959). Los datos se reportan en mg/l de glucosa.

Para medir la germinacion se ha tomado como base un
aspecto morfologica considerandose que una espora ha germinado
cuando la longitud dei tubo germinativo es igual 0 superior al
diarnetro de esta. Frossard y Oertli (1982).

enzimaticas
(1982)--y los
segun l1iller
de azucares

(Amilasas y Celulasas) se han
azucares reductores..l i berados --
(1959). Los datos presentados
reductores liberados en la

han sido cuantificados mediante el
(1953).Los datos estan presentados

azucares totales
Antrona segun Scott

Los
metodo de
en mg/l •

Las actividades
est i made - segun Roussas·
se han medido con DNS
estan dadas en mg/l
reaccion enzimatica.

1
1
.~

1
1.
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,
,
,
1
~
1
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Esquema deI tratamiento de la muestra.

Medio de
esporulaci6n

(PDA)

So1. Vit. + F. C .

Susp. de
esporas

- pH

-Azucares reductores

-Actividad enzimatica
(Amilasas)

-Actividad celuiolitica
sobre Carboximetilcelulosa

la

Filtracion

sa ml por E.M de lZ5ml

Descripcion de los cultivos
liquidos (Micelio: Aspecto,color)

21
l
.~o

Agua de lavado
(de sechar)

Centrifug cion 6000 RPM durante 15 min.

I~OCUIac ion l
10 esp./E.M.3 x

~~ed io Minera 1

Incubaci6n

Z9°C durante 3 dias.

Esterilizaci6n
110°C durante 30 min.

Sedimento

Lavado sa ml HZO destilada.

Proteinas

Sedimento

FIGURA 2
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v. RESULTADOS y DISCUSIONES.

5.1) Germinaclon de Conidiosporas.

La germlnaclon es la suma de los procesos y de los cambi09
que llegan cuando el desarrollo vuelve a tomar la forma en
conservaclon y 5U transformaclon, en una estructura diferente
(Allen,1965J. Es tamblen el primer estadio Irreversible que es
observable siendo diferente dei organisme en conservacionJ el
juicio puede hacerse sobre criterios morfologicos, citologicos,
fisiologicos 0 bioquimicos tSussman,1965).

Para el estudio- de germinacion de las conidiosporas de
~ha~Lanumhemos--utilizado un Media Mineral de Base' (MMBJ y
diferentes ~uentes de carbono (2 grIl). Los cultivos ~ueron

agitados e incubados a 29 C. La cinetica de germinacion de las
conidiosporas fue seguida de la observacien directa en
~icroscopio sobre las partes representativas tomadas cada 2
horas. Los resultados fueron dados en porcentajes de
conidiosporas germinadas. La germinacion de las conidiospor~5 fue
medida basandose sobre un criteria morfologico : una conidiospora
germino cuando el tuba germinativo alcanzo una longitud igual al
mas largo diametro de la conidiospora tFrossard y Oertll,1982J.

En dichas condiciones, la germinacion de I~aczianum

sobre azucares simples tGlucosa, Fructosa y Galactosa) co~ienza

despues de 9 horas de cultivo para dar termino despues de 14
haras. Despues de este periodo, todas las conidiosporas presentan
un tubo germinativo de longitud variable pero superior al
diametro de la espora. Para algunas, el micello presenta ya
celulas septadas.

Para los cultivos sobre disacaridos(Sacarosa, Lactosa,
Celobiosa, Maltosa) la germinacion comienza tambien despues de 9
haras. Sin embargo, se observa una disminucion de la germiriacion
despues de 14 horas, esta disminucion parece depender deI tipo de
enlace ( A-1,4 0 B-l,4) glucosidico. Despues de 14 horas de
cultivo sobre Sacarosa , enlace A-l,4, la tasa de germinacion es
de 90~ cuando sobre la Lactosa y Celobiosa (enlace B-1,4) es
solamente dei 70%.

Este fenomeno de aminora~iento de la tasa'de germinacian
de las conidiosporas por los enlaces gluco~idicos de tipo B-l,4
es acentuado en el case de los cultivos sobre polisacaridos.
Cuando se utiliza el almidon (polimero de glucosa con enlaces
A-l.6) la cinetica de germinacion de esporas es mas rapida y
similar a la obtenida sobre glucosa. La germinacion sobre
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Carboximetil Celulosa (CHC) y tambien sobr~ Celulosa
microcristalina (polimero de glucosa con enlace B-l,4) es
considerablemente retardada. La tasa de germinacion es dos veces
mas rapida sobr~ CHC que sobre Celulosa. Despues de 14 horas de
cultivo 50br~ Almidon, la tasa de germinacion es de 100~ cuando
en realidad es d~ 45 ~ sobre CHC y solamente de 20~ para los
cultivos d~ Celulosa microcristalina, insoluble en el medio de
cultivo.

Este estudio demostro claramente que la germinacion de
conidiosporas de I~haLZLanum se inicia, por regla general,
despues de 9 horas de cultivo que es el tiempo necesario para
levantar la conservacion. La rapidez de la germinacion depende de
la naturaleza deI suslrato carbonado. Las conidiosporas contienen
enzimas (Ami lasas, Glucosidasas, Endo y Exo-Celulasas) que
permiten la hidrolisis deI sustrato en azucares simples yasegura
la germinacion. - Esto- se verifica con la experiencia llevada a
cabo posteriormente (Fig.3).

Sobre los sustrat05 celulosicos naturales (Bagazo, Salvado
de Trigo 0 mezcla de estos dos) la germinacion es mucho mas
rapida que la observada sobre los productos celulosicos
purificados CHC y Celulosa. (Fig. 4.). En parlicular sobre el
Salvado de Trigo, sobre la mezcla deI Salvado de Trigo y Bagazo;
y tambien sobre la mezcla de Harina de Yuca con Bagazo, despues
de 12 horas de cultivo todas las conidiosporas han germinado. Se
observo que la curva de germinacion de conidiosporas germinadas
sobre Bagazo era idenlica a las obtenidas sobre Sacarosa, debido
a cierla cantidad de Sacarosa residual deI Bagazo que podria
favorecer la germinacion. Por 10 tanto utilizamos una mezcla de
Salvado de Trigo y de un producto celulosico esludiado en un
reporte con una relacion 2 a B. (Roussos 1985.)

5.2) Protolrofia.

I~ac~anum cullivado en medios sinteticos sin vitaminas
(HHB), utiliza la totalidad de la glucosa despues de 66 horas de
cultivo agitado a 29 C. (Tabla V.). Es pues una cepa prototrofa
que no exige factores de crecimiento para su desarrol10.

5.3) Tolerancia a la Sa1inidad.

El crecimiento de ~haLZLanum sobre el HHB que contiene
glucesa y concenlraciones de NaCl comprendidas entre 0 y 100 9/1,
fue seguida durante 66 horas de cultive en' media liquido a 29 C.
Se puede constatar que esta cepa tolera concentraciones elevadas
hasta de BO 9/1 de NaCl. La totalidad deI sustrato es consumido
para concentraciones inferiores a 50 g/l de NaCl. Se notara qu~

los valores de pH despues de 66 horas de cultivo son inferiores a
3 para los cultivos conteniendo entre 20 y 40 9/1 de NaCl. (Tabla
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de NaCl en un media de cultivoconteniendo glucosa

Crecimiento de T. harzianum en funci6n de la concentra-

ci6n

camo fuente de carbono.
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II). s~ trata aqui d~ un fenomeno muy peculiar que parece estar
ligado a la concentracion d~ NaCl. A estas concentraciones ~l

NaCl eJerc~ probablemente un poder mutagenico en ~l

microorganismo en particular sobr. la conidiogenesis de
I~aczianum A partir de estas concentraciones de NaCl hay una
formacion . de blancos mutantes en la superficie de las caJas de
petri _acompanada de una caida deI rendimiento en la esporu1acion.
Esto puede ser debido tambien a una variacion deI metabolismo
ligado a la esporulacion. De todas maneras la explicacion no
parece clara y necesitaria desarrollarse estudios especificos
para ex~licar este fenomeno.

5.4) Tolerancia al pH.

Hemos .vista que la cepa de I~ac41anum es capaz de
desarrollarse sobre medios muy acidos. Para los valores iniciales
de pH d~ 1.5~ se observa un crecimiento sobre la utilizacion de
84% de glucosa~ Para estosvalores d@ pH superior a 2 e inferior
a 9.:5 el desarrollo normal d~ I~a..t.41anu.m nos lleva a la
utilizacion completa de la fuente de carbono (Tabla Illl.Los
valores limitados de pH inicial para la germiacion y
multiplicacion vegetativa de ~haLZ~num comprende entre 1.5
para las medics acidos y 9.5 para los alcalinos. De una manera
general se observa que el metabolismo deI crecimiento de
1LhaLZLanum conduce a una alcalinizacion deI medio, 10 que no es
siempre el caso en particular con as~L9LllY~ nLg~ que conduce
a una acides deI media CRaimbault,1980).

5.5) Bioquimica y Nutricion.

El medio mineraI que fue utilizado para los estudios de
crecimiento de ~ha~~num en prescencia de 2 9/1 de 91ucosa,
puede tambien servir de HMB para el estudio de la asimi1acian de
las diferentes fuentes de carbono. En un estudio anterior, sin
embargo, se agrego una solucion de vitaminas que es un aporte
para los microorganismos autotroficos, este mismo MHB se le
sustituyo el sulfato de amonio y la urea por otra fuente de
nitrogeno a 10 largo deI crecimiento de I~aL41anum.

5.6) Fuente de Nitrogeno.

Estudios hechos anteriormente utilizaron un media d~

cultivo enteramente sintetico con las fuentes de nitrogeno
siguientes Nitrato, Nitrito, Amoniaco, Urea, al igual que una
muestra de Urea con Sulfato de Amonio. Los meJores cultivos
fueron obtenidos sobre la mezcla de Urea y Sulfata de Amonio. Las
sales de Amonio al igual que el Amoniaco y Urea son MUY bien
utilizados por I~~~anum (Tabla IV). Hay que notar que el pH
final es cercano a la neutralidad cuando la unica fuente de

....:!
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--------------------------------------------------------------------

Crecimiento de T. harzianum en funci6n deI pH en un

medio de cultivo conteniendo glucosa. El cultivo es

agitado en erlemeyer a 29°C durante 66 hrs.

TABLA III

{-----------------------------------------------------------------
pH : Crecimiento : Diametro : pH : Proteinas : Utilizaci6n ~

( inicial: : de pellet:Final :precipitado: de sustrato j
( t mm ) : (mg/l) ( '1,) )
( )
----------------------------------------------------------------- -
(: : :: : )

( 1 1.26: 0 0)

( 1 .5 + + ND: 9 84)
( )
(2 + + + 3.31 101 99)

'C 3 + + + 2.4 6.14: 83 98 J

(4 + + + 2.4 6.27· 79 99)
( )
(5 + + + 5.9 6.31 83 99)

(6 + + + 4.6 6.38: 74 99)

(7 + + + 2.5 6.41· 66 99)
( )
(8 + + + 6.10 6.49. 94 99)

(9 + + 1.3 7.18: 65 99)

(9.5 + + 1.3 7.58: 10 82)
( )
( 10 8.71 0 0)

II·~:·· ~.
" .',

~ __ ....h

If~-~~
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Il
Il
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Il

Il.1_---

Il
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Il
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Utilizaci6n de diferentes fuentes de Nitrcgene por T.harzianum en
cultives agitados con glucosa a 29°C durante 66 horas.

Nitrato · 6.85 141 0- -

~itritc 6.30 104 0
··

Urea 6.30 211 145

Urea+Sulfato de Amonio 6.60 L17 107

Ar.nniaco 2.70 186 100

Cloruro de Amonie 2.70 175 145

Fosfato de Amonie 2~90 191 60

Sulfa te de Amenio 2.70 185 95

)
)
)
)

~

Actividades
Amilasicas

r:tg gllX/l
Proteinas

rrun/l

)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)

------------~

pH

1
1
1TABLA IV

1
1

{
~ Fuente de Nitr0geno

1
(
+--f~-~-
(

I~
(

I~
(

I~
(

~
1

(

1
(

~
II----~~-~~

1
1
1
1



azucares
D-Ribosa,

Manitol y
azucares :

sobre los
Lactosa,

Almidon,
siguientes
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5.7) Fuente de Carbono.

Los rendimientes de produccion de preteina fueron
diferentes segun la naturaleza de les azucares utilizados. En
particular sobre la Lactosa, Sacaresa y Galactosa se hën obtenido
rendimientos relativamente elevados cuando sobre la CeluI osa y
Xi losa los rendimentos de produccion fueren mas pequenor. .•

I....biil:uanum se desar ro Il a bi en
siguientes Glucosa, D-Fucosa, L-Fucosa,
Xilosa, Celebiosa, Galactosa, Sacarosa,
Celulosa. Sin embargo, no se utilizan los
D-Arabinosa, D-Fructosa y Maltosa (Tabla V).

La asimi lac Ion de Nitrato par I......ba.r:z.J.anum '-,e hace
gracias a la blosintesis de Nitrate Reductasa. Asi ~ismo el
Nitrite es tambien asimilado, esta cepa sintetiza una Nitrito
Reductasa. Hay que notar que el cultivo sobre el Nitrite es
ciertamente mas lento, pero el nitrito a la concentracion
utilizada no inhibe el crecimiento de ~ha~Lanum.

nitrogeno pres~nt. ~sta ~n forma d~ Nitrato, Nitrite, Ur a e de
otra mezcla de Urea con Sulfato de Amanie. Al contrario 3e nota
una fuerte acide5 (pH 2.7) cuanda la fuente de nltrog~n~ ~s el
amoniaco 0 una saI de amonio.

1 Las Celulasas fueron producidas escencialment~ a partir de
cultivos sobre Celulosa. Sin embargo una activid~d Celulasica
sensible fue detectada sobre la Lactosa, el Almidon y la1Celobiosa.

Utilizando el metodo anterior (Roussos,1S92) para la1descripcion de hongos imperfectos, hemrB estirnado
cuantitativamente la uti 1 izacion de azucares coma uldca fuente de
carbono y de energia y' medide la tasa de a.imilacion de

1diferentes fuentes de nitrogeno para I....ba.r:z.J.anum. Para hacerse,
hemos dosificade les azucares residuales al i3ual que las
actividades enzirnaticas en el sobrenadante y las ~roteinas en el1precipitado dei cultivo.

Las actividades amilasicas presentes fueron -mportantes
para los cultivos sobre Almidon. Sin embargo se de~cubrio una
actividad amilasica mediana sobre los sustrates ~ 19uientes :
Celobiosa, Manitol, D-Ribosa y Sacarosa. De este her no el mejor
inductor de Amilasas es ciertamente el Almidon pero li~ Celebiosa,
el Nanitol, la D-Ribosa al igual que la Sacaresa puede tambien1 provocar la biosintesis dE!' esta enzima.

1
1

1
1

1

1
-1

1
1

1

1

1

4
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TABLA lV Utllizaei6n de 8zu~ar~5 por T.har:ianun en cultivos agitados 3 29°C
durante 66he-ras, en un ~edio ~ineral de base eon 2 g/l de 5ustra!0.

~ ------ ---------

( · )

~
Azueares Proteinas · Aetividades: Aetividades )

( Fuente de pH ·
( Residuales:riel mieel io: Celulasicas: Amilasicas )

(
Carbono mg/I rng/l mg glue/I mg glue/I )

~
~

(
)

{ Pro tl) t ro fia 6.40 0 712 73 114 )

~
(

)

( Glueosa + Vitam 6.60 0 217 70 107 )

( )

~
( D-Arabinosa 5.45 1 .642 34 0 0

)

( )

( D-Fucosa 4.55 385 235 75 325
)

r )

1 ( D-Fueosa 6.00 0 250 70 350 )
( )
l

1
Laetosa 6.40 0 318 330 112 - \

( )

( D-Ribosa 6.60 0 215 90 510 )
, ). ;

1 ( Xylosa 6.65 0 1Rl 63 112 ,

( )
,

B-T)-Fructosô 5.85 1049 0 0 0
( )

( Cclobiosa 5.40 0 230 100 850 )
...

( J,
( GaJaetosa 6.40 0 270 90 300

\

(
)

( l'o'.al tosa 5.80 905 17 90 375 \

( -'

( Saearosa 6.,60 0 276 68 496
)
\

(
)( Almidon 6.40 0 251 149 1480 "\

( )

( Celulosa 5.45 500 119 675 44
)

( ),
( r·1ani toI 6.40 0 265 0 680 )( . . .
- - -- - ---~------------- ------- --"---
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5.8) Influencia deI pH. sobre la Produccion de Celulasas.

El HHB que contiene Celulosa (2 9/1) fue utilizade en este
estudi05 el pH inicial fue ajustado a valores entre 2 y 9 antes
de la esterilizacion.

En todos los casos un crecimiento positive fue ebservado
en los pH inciciales variando de.2 a 9. La produccion de
Celulasas es mas elevada cuando el pH es acide con un maxima para
pH 5. Para pH iniciales superiores a 6, la cantidad de Celulasas
decae fuertemente al i9ual que la utilizacion de los sustratos.
Estos resultados indican que ~haLZ~num se desarrolla bien en
medios muy acidos y que las Celulasas son producidas
preferentemente en medio acido (Tabla VI).



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

1

ë--~~----:-------------------~~----:---~~~ï~~~~i6~-:---~;~d~~~i6~- )
(Crecirnienta .)

1 .. l FI"nal d t t . de Celulasas
( nICIa e sus ra a . )

( % ) UI ACMe/l
(--------;---------------~---------~---------------;---------------)
( )
( )
( 2 + 5.7 93.5 194)

( )
(3 ++ 5.7 98.5 192)

( )
( 4 + + 5.8 99.0 192)

( )
( 5 + + 5. 7 98.0 248)

( )
( 6 + + 5.9 98.0 70)

( )
( 7 + + 6.7 89.0 37)

( )
( 8 + + 6.9 78.0 28)

( )
( 9 + 7.6 NDO)

.22

Crecimienta y praducci6n de celulasas de T. harzianum

en funci6n deI pH inicial deI media de cultiva can

celulasa. Cultivas agitadas a 29°C duranre 84 hrs.

TABLA VI
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1
1
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1
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VI. CONCLUSION.

Este_ estudio demostro la importancia que tiene el
conocimiento de la fisiologia de los hongos filamentosos
celuloliticos, particularmente y en este caso, de I.a-baJ:z...ianum
ya que como hemos expresado anteriormente el uso que la
biotecnologia hace de estas especies es cada vez mayor.

~haLZLanum resulto ser una cep a muy atractiva en cuanto
posibilidades de uso, confirmando asi las referencias que de el
teniamos. este microorganismo es capaz de desarrollarse
aceptablemente- en una gran cantidad de fuentes de carbono, ya
sean azucares simples, disacaridos, polisacaridos 0 substrato$
lignocelulosicos variados, utilizandolos en su mayoria tanto para
su proceso de germinacion 0 reproduccion vegetativa. Es aparente
que los enlaces glucosidicos B-l,4 inf~uyen fuertemente en la
cinetica de germinacion.

Utiliza tambien una variedad de fuentes de nitrogeno
incluyendo nitratas y nitritos.Es interesante hacer notar que
I~aczianum es una cepa prototrofa que no necesita de factores
de crecimiento para desarrollarse perfectamente, ademas es capaz
de desarrollarse en condiciones extremas, tanto de salinidad CO a
80 9/1) como de acides Chasta un pH 2) Y tambien alcalinidad
(hasta pH 9). El rango de temperatura que soporta para su
desarrollo es de 10 a 30·C •

1
1
1
1
1
1

Finalmente, este estudio confirma
teniamos de LhaLZ.i..anum en cuanto a
celulosa y la produccion de celulasas.

las referencias que
la degradacion de la
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EV~lUACl~N T~CNICO ECONCmICA DE LA fRCOL:CCIt'N DE rE:CTI~ASAS
., .",

r CR rERrrEr\TACICN EN SUSTRATO SOL 100 EN mEX 1ee. '
.,

SItn~SIS.

Sn este trabajo se rresenta una invpsticaci6n de mercado, un es
tu~io tlcnico y una evaluaci6n fina~cirra rara la ~roèucci6n
de r(c~inasas ;or f~rmen~aci6n en mEdio s6lide en ~~xice. Estas
enzimas se importan ~ara abastecrr la dpmar~a nacional, ror 10
que serra im~ortan~e prcducirlas ~ara evitar l~ fusa' de divisas.
La f.S.S tiene muchas vr-nta~as de caracter econ6mico resppcto a
la fe rmen~.aci6n en cul 'ive Sl!mr- rc i do.

Las pectinasas se consumen en la indus tria de jL:Ç;CS de uva y de
manzana y en la vin!cola.

La ca~acidad d~ la planta s~ fij6 ccn basF a limitacion~s de tipo
tecno16çice ~ara ~rccesar lSCC Kg de matpria prima hdmeda al dIa,
çr~dLcicndo 82 Kg de pectinasas de 1300 U1/g.

Se decidi6 localizar la ~lanta en Veracruz, Ver., trabajar 340
d!as/ano, 3 turnos/dIa.

En el estudio t~cnico se seleccionaron equi~o y tecnolog!a para
un proceso viable, utilizando un fcr~entado. tipo zymotisl para
la recuperaci6n de enzimaB producidas por A. niger se opt6 por
un prensado, evaporaci6n al vac!o deI juge y secade per asper
s16n.
La inversi6n fija requ~rida ~s dp 1217 Y la total de 1244. ml
llones de pesos (jul 1987). El prec10 de ven a es de 2l0e pesos
y el de costos f1jos unitarios 8597 p~sos si se trabaja al
lOC %de capacidad.

Dadas las condicion~s actuales la ~lanta no es rentable. Los es
fucrzos de investi~aci6n è~ben dirigirse a la optimizaci6n deI
prOCp.Bo y a la reducci6n de les costos.

•
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pectinasas por fermentac16n en sustrato s~lido (r.s.s.)
en un reactor est&tico.
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n:TRCOl'CÇ 1er;:

Las enzimas cerno biocatalizac.ores ~roteicos se utilizan a ni
vel in~ustrial para majorar 0 transformar ciprtas materias rri
mas, debido a su alta esr~cificidad y funcicnamiénto en condi
ciones de operaci6n modpradas; una limitante rara su utiliza
ci6n es su alto costo de ~rcdlcci6n. De las 2000 enzimas carac
tprizadas se comercializan a ~scala indus trial a~~oximadamente

30, entre las cualrs dpstacan: rroteasas, amilasas, renina y
rlucosa-isomerasa.
Comûnmente la fuente de obtenci6n de enzimas comerciales es ml
crobie16sica y a travis de uno de los dos mftodos b4sices si-
guientes: .

a~ Cultive en medie l!quido
b) Cultive en medie s6lido

Entre las ventajas que ofrece este ~ltimo rn~todo (respecte a
enzimas fun~icas extracelulares) destacan: menor capacidad de
inversi6n, tecnolog!a m's sencilla, bajos requerimientos de
agua y energ!a, m!nimeLtratamiento de efluentes, obtenci6n de
enzimas m's concentradas. Sin embargo el rroceso ~resenta difi
cultedes para su escalamiento; entre las limitantes m4s severas
est'n la remoci6n de calor metab6lico y el control de la hume
dad deI producto.
Existen enzimas p~cticas que despolimerizan las mol'culas de
pectina sin afectar su grado de esterificBci6n (glucosidasa8)
y aquellas cuya acci6n es d~sesterificar pectines sIn afecter
su grado de Folimerizaci6n (liasas y esterasas); se emplean en
la extracci6n de jugos de fruta8 porque disminuyen el tiemFo
de filtraci6n y aumentan el rendimiento, en la clarificaci6n
de vincs y ju~os, en la estabilizaci6n de néctares y mejora
miento deI Frensado de fruta, en el enraido de fibras textiles,
en el curado de café y tabaco y en le extracci6n deI aceite de
coco.
rueden obtenerse mezclas de ~ectinasas con alta actividad me
eiante el uso de hongos.

• ,- .."'f "-...
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:~::t:;:~~;~~~~~~i~aci6n del1I!ame~to de Blotecnclogla d~' :.
la UAM - IZ~8~a1apa y OR5TOm (Instltuto franc's de Investigaci~n
Cient!fica ~ara el Desarrollo en Coop~raci6n) desarrollan una
tecnolog!a, que se encuentra 8 nivel semi~iloto, para usar sus
trates s6lidcs en la produccién de biomasa, enzimas y metaboli
tes d~ alto valGr agre:ado.
En es~e ~unto se rpquicre une estirnaci6n d~ las rosibilidades
de los ~ro~uctDs en el rnercado m~xicano con relaci6n a la com
~Fteneia, ~ara 10 cua! es n~cEsario calcular los costes de pro
ducci6n, ~rcductividad e inversi6n a nivel industrial, mediante
un cseala~i~:to determinado por la capacifad d~ la rlanta, mis
ma que rveriE cstablrcerse mediante un an&li5is de mercado.
la ~roducci6n de pcctinasas en .~xico tendrIa efectos deseables
en cuanto a: la redLcci6n de la depcndencia tecno16çica y con
secuentemente deI ~ago ee divisas, la creaci6n de fuentes de
trabajo, el cejoramiento de la alimentaci6n animal, la disminu
ci6n de desechos agroindl'striales.

I~VESTIGACICN DE mERCADC:

a) mATERIA fRI~A. Las materias rrimas esenciales para la pro
ducci6n d~ rectinasas son b~sicamente las utilizadas en el
medio de cultivo.

Bagazo de tana: es,en volumen, la materia prima m's importante
y previens como des8cho de la industria1izaci6n de la cana de
azucar; su composici6n promeèio es: 36 % celulosa, 34 %hernice
lulosa, Il % lignine (Rqussos, 1985).
En mpxico hay 72 ingenios azucareros, de los cuales 23 tienen
un exceépnte de ba~azo a p~sar de los usos diversos que Iste tie
ne: combustible, soportede melazas y/o granos~p8ra alimentos 
balanceados, fabrlcaci6n de pareI y de ccnglo~~rados de madera.
(en 1985 se obtuvo una rrod~cci6n de baga.o de 12, ~92, 610 ton
y un excedente de 2, 49B, 521 ton).
Los posibles vende dores de ba~azo son los ingenios conrexccd~n

te, entre los cuales se ha11a el mas importante deI raIs, San
Crist6bal, ubicado en Veracruz; en el los se clasifica el bagazo
en seco, fibra seca y fibra apataJ el primero es la materia pri
ma de interés para la ~roducci6n de pectinasas ~or f. S. S. Su
costo es de Il 686 pesos por tonelada (die 1986) y varIa en fun
ci6r. directa deI precio deI cembust6leo. Se necesitan inventa-
rios altos de bagazo porque durante 4 meses no se preduce; si
adem~sse considera su alto cesto de transporte debido a su ba
ja densidad, se suciere la localizaci6n de la planta cerca de
al~unos inrenics con excedcntes.
Ur;a y Sal;s r.incrales: El sulfa~o de amünio, el sulfate écido
de retasio y la urea son rroduci~os en m~xico en cantidades ln-

i
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-dustriales. Sus-~reclos pero kilogramo en septiembre de 1985 fue
ron: 72.45 pesos, 716.25 pesos y 120.55 pesos,respectivamente.
Al~unos proveedores son: ABAQUlm (ur~a), mClI~A FC~T (sulfata
~cido de potasio), mARDUFOL, S. A. y FRGVEQUIm (sulfato de amo
niole
melaza: La melaza es un subproducto de la industrlelizaci~n de
la cana de az6cer; puede adquirirse en cualquiera de los inge
nias azucarercs dpI ~a!s durante todo el ana, la cual le da
cirrta indr~enr~ncia al ~roceso. For su alta viscosidad es un
mater~al dif!cil de ma ne jar.
Se utiliza come fuente alterna de carbono,por ser m~s barate
quP la sacarcsa, en raz6n de 0.53 ton/ton de bagazo; la ~roduc
ci6n de enzi~as pued~ variar por esta sustituci6n en el abaste
cimiento de car:lono, ~or 10 ct:al se requiere la optimizaci6n
~el cultivo a nivel industriel.
Para su venta se tienen dos ti~os:

- melaza agro~ecuaria: cuyo costo es de t22 750 pesos m~s

15 % de IVA.
- mclaza industriel: tiene un ~recio de 54 600 ~esos m~s 15 %

de IVA.
En 1Ç85 su producci6n total fue de 1 299 231 toneladas.

Harina de Yuca: se requiere en pequena cantidad como sustrato
en la producci6n de in6culo (1 Kg yuca/ton de bagazo). 5610 se
~roduce en Huemansuillo, Tabasco y en Veracruz. Su costa era de
30 pesos/ Kg en febrero de 1985.

Desecho de manzanas: Se utiliza como inductor en la fermenta
ci6n. Es una fuente naturel de pectines, requeridad para que
el honco produzca pectinasas. Se obtiene en grandes cantidades
en compan!as sidreras, la rnayor!e de ~stas se localiza en Cha
lula, Fee.; su casto es de 8000 pesos/ton (dicie~bre 1985) y
se encuentra disponible en el per!odo junio-octubre.
El desecho de manzanas contiene la %de pectinas en base h6me
da; para su almacenamiento, d~be secarse con el fin de mante
ner la producci6n durante todo el a~o, ya que s6lc se encuen
tra dis~onible en un lapso de 4 meses.

b) CO[f~TENCIA: En [éxico no existe empresa alguna que ~roduz
ca ~ectinasas# la demanda nacional se satisface a través de
la im~ortaci6n; las empresas im~ortadoras son filiales de
grandes transnacionales dentro deI camro de las enzimas.

Actualrnente dominan el.mercado:
E~mEX, s. ~.: filial de Œiles Laboratories; importa el pro

ducto CLAREX L, un complejo d~ pcctinasas con 1500 AJOU (ar~le
juice despectinization unit) para la clarificaci6n de jLgOS de
manzana. Negocia con Estados Unidos.

QUI~(RGAN: representante de Gist 8rocades fermentation In
dustries; distribuye el rroducto KLERZVmE 200, que importa de
francia.

ROH~.and HASS: im;orta de Alemania Federal.
FROBST: imrorta RCHArECT D, complejo ~ectol!tico con 20 FAU

(pecttnolytic activity unit) •.
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CAPACIDAO DE LA FLA~TA:

La capacidad de la planta depende de la demanda deI producto y
de las limitaciones de tipo tecno16gico.
rara obtener los balances d~ materiales necesarios para evaluar
el proyecto se supuso el porciento m'ximo de s6lides i~ual al
obtEnido ~cr Roussos en la producci6n d~ celulasas (~.7 %). Tal
porccntaje derende en cu~na meéida deI ren~imiento de la ferm~n

taci6n, peso mol~cu1ar prcmcdio dE la mezcla enzimética, la na
turalezD de los rnp-taboli~os extracelulares pr~s€ntes en el ju-
QO, etc. t
Esta base de c~lculo dEtermi~a la cBntidad de prcductc obteni
do, as! corno las carecter!sticas y dimensic1Fs de los equi~Qs
utiliza~os en le recu~rr8ci6n de enzimas, paro no influye en la

1

J
J

1
1
ri., -'. . , -El- precio se 'ij a con. base ep,.Ja_ ~ctividad
- ~:. '"': -'~ ' . reza y contenldO d~: enztm~.·~Ja._maYot!a del

:Ies son ùna mezcla de enzima~; aunque los m

1 nen s610 un tipo de ~11as.

fara 1~85 el valor de las im~ortaclones de pectinesa8 fue de
3~6, ~39 d6leres por concepto de 23, 1~9 Kg. Se observa que la

1
comp-tencia es fuerte: se trata de grandes transnacionales que
cuentan con amplia diversidad de productcs, el mercado es redu
cido y probabl(ffiente de diffcil pen~traci6n.

1 c) mERC~OO: El princir al mercado de las ~ectinasas est' ccnsti
tuièo rcr las ind~strias alimentarias que elaberan juges y
las vitivin!celas. A ccntinuaci6n se presentan las principa-

l
les empresas que com~ran a ROHm (R), ENmEX (E) y QUlmCRGAN (Q):

- froductes de Uva de Aguascalientes, S. A. de R. L. - E, Q, R.
Jugos de Frutas mund~t (O. F., Coahuila, Durango) - Q, R.

- Sidrera Pelayo, S. A. (Tlaxcala) - Q

1 - froéuctos Gerber, S. A. dp C. V. (Quer~taro) - Q
Cavas de San Juan (Querétaro) - E.

- Industrias VinIcolas Domecq, s. A. (Sonora, Coahuila) - E, a, R.

I d) TENDC1CIA DCL mERCADO.
d • 1. NA Cl cr! AL.
Bas'n~ese en dates d~ imrcrtaci6n d~ pectinasas durante el re-

l r{o~p 1981 - 1983 Y una correlaci6n exponencial se obtiene una
tendencia que indica que el mercado est' crecie .. do. En 1985 el
m~rcado fue de aproximadamente 25 ton de pectinasas tomandc co-

I
mo base la actividad deI producto CLAREX L 0 de 15 ton con re
ferencia 8 la actividad deI ROHAPECT D.
d.2. I~TER~ACIGNAL.

En 1985 se estim6 el mercado internacional en 75 000 ton. de en-

1 zlmas con un valor de 600 millones de d6lares; seis indus trias
, dominan el mercado en cantidad y valor (Novo Industries 50 %,

Gist Brccades 20 %, miles Laboratories y otras 12%, por citar

1 algunas). .
El 3 %deI mercado total de enzimas cDrres~onde a las pectina
sas (45 rnillones de d6lares).

1
1
1
1
1
1
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aètlvidad l'!nz1in~tica-total que pued~ t''roducir :1a planta.. :;; L

El, producto qù.· 'se' abitene utillzando'un 'reaétor est«tlc·q·····., ... !,.

tlpo zymotls p08~e 1304 UI/gJ la demanda naclonal de' enzi- ,.' .-.
mas en el aMa de 19B5 fue de:

25 GOO Kg x 5, 37C, 000 UI/Kg • 1.35 x 1011 UI d~ activl
dad enzim~tica.

~cr 10 que se hubi~s~n ~Fcuprido:

1.35 x ](;11 x 1, 3C4, '(·CC UI/Kg = 1[3, 52B I<g
10 cual pquivaldr!a a tfn~r 224 reactores est~ticos utiliz&ndo
se 34G d!as al ano. La ~lant8 descrita contar!e ccn 6C zymotis
y rrcc~sar!e 15GC Kg hl:m~èos al èIa (*) rroduci~ndc 77.7 Kg di~
ries de una mezc1a de ~ec~in~sas en ~olvo.

Con tales condicion~s s6lo se atarcar!a una ~equF~a ~orci6n deI
rnercadc naciona1 (el 25 % en 1985), cun le cua1 s~ conc1uye que
la caraci~ad de la planta no ~u~re establecerse con base en un
cri te rio è~ ~~netraci6n en el mprcado ~ues existe una limitante
de tiro tecno16gico.

,
L(CALIZ~CIGN D[ LA fLANTAI

La loca1izaci~n de la ~larta se basa en la èisponibilidad de ma
terias primas,_ insumos, asI como de infraestructura social (cQ
municacionp.s, accesOs y trans;crtes) y en incentivcs fiscales.
Las materias ~rimas esencia1ps (bagazo y melaza) rrovienen de
ingenios azucarercs, ~or 10 que la ~la~ta se ublca en el estado
de Veracruz, donde se encu~ntran é ingenios que podr{an vender
BUS derivados d~ ~roduccién.

Para determinar la microloca1izaci6n se elig16 como base una in
fraestructura de parque industrial; se ena1izaron cuatro alter=
natives. Veracruz, Tuxte~ec, Coatzaccalcos y Orizaba. Se decide
For Veracruz, Ver. como resu1tado de un an~lisis de costes par
conce~to de trans~orte y de incentivos fiscales (el gobierno
mexicano otor~a en esta zona est!mu1os deI 30 %sobre los impues
tos. Esta elecci6n prrmite ccn~ar cen:3 provp.erores ~otenciales
de mat~ria ~rima (ingenios: Gloria, el rcdelo y San fedro), una
disminuci6n en los costos de transporte, est!mu1cs fiscales, ma
no de obra disponibl~. Las limitantes significativas de esta 10
ca1izaci6n son el c1ima c'lido, que int~rfiere en 70rma n~gati=
va sobre el ~roceso de fermentaci6n, y la hume~ad deI ambiente.

, ,
SELECeION DE EQUrfC y TEe~CLCGIA.

a) TI~(S DE FROûESO: La fermentaci6n en sustrato s6lido se ca-
racteriza rcr la actividad de microorganismos en ausencia de

agua libre, ccn nive1es de humc~ad que varIan entre el 40 y 75 %.
La fermentaci6n en cultiva su~ergidQ 0 lIquide (f.e.S.) se de
sarrolle en rnedics di1uidcs con a~roxima~au~nte 9C %de agua 0
mas. la rnayor!a de los rrcductos de fermentaci~n se obtienen con

(*) Los l5GO Kg corresrcnden a les 15 Kg ~rocesados actualmente
en la UA~-Iztaça1aFa con un escalamiento de 1:10C.
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'I.::."~·· esta~tt"cnclog{a; en cuanto'éti,la r.s.s., actua1mente .ro4_~e a
~- r, ' .. nivel com~rclal: 'clde c!trl cc... Icido- g&llco, enzlm yFi1imen

, tes fermpntadcs enrlqueci~o~ en prct~!nas (Raimbault~ 1981).,

l b) SElECCICN DEL FRCCESC: para seleccionar la tecnolo~!a m~s
arro~iada se r~aliz6 una ponderaci~n de ventajas y d~svent8jas

~e caca çroc~so, utilizando criterios tecnol6ciccs y eccn6w.i-

1 cos. La r.s.s. posee varias ventajas, COffiO son: requerimiento
d~ un medio de cultivo relativamen~e sim~le, condicicnes as~p

ticas no rr.uy estrictas, el volu~en de los equiros es menor que

1 para la F.C.S. (el sustrato y el rrcducto scn muy ccncentrados),
d~s~(rdicia çoca agua, el tratamiento de efl~entes es m!nirnc,
no hay formaci6n de espuma y 105 requerimientos de energIa scn

1
ba~cs (~ara el caso de aereacién). las principales limitantps
que ~osee la F.S.S. incluy~n: la rroducci6n de in6culo, la re
moci6n deI calor metab6lico y control de la hum~dad son dif!ci
les, el acondicionamiento deI sustrato, el proceso tecno16gico

1 no est& desarrollado comrletamente, etc.
Oebido a que las inversion~s çara la F.S.S. son ~encres y a que
la UAr.-I y CR5TCrn estan desarrollando este ti~o de tecnolog!a.

1 se 0~t6 ror la ~roducci6n de pectinasas en sustratc s61idc.
c) DESCRI~CIérJ DE LAS ETAFAS f-RH:CIFALES DEL PRCCESC A rnVEL
SEmn: IL CTC:, ,

1 c.l. p~ErA~ACICN DEL INCCVlO.
Consiste ~n la producci6n de un in6cu10 de ASFergillus niger de
3 x 107 ~sporas/çramo d~ sustrato en ~~so seco, 40' a 1100 C de

1 esterilizaciln en autoclave, incubaci6n a temperatura ambientè
con aireaci6n de é0 9l/hora y duraci6n de 6 dIas. con un rendi
riento de 6.03 x 10 es~cras/g sustrato (PS).

I
Se analizan des alternatives de equi~o: la ~rimera consiste en
elegir un es~orulador de acero inDxidable con accesorics (ma
lIas, flecha, mater,etc.), cuyo costo es de un mil16n de çesos
(nov 1986) y ~resenta problemas de escalamiento. la otra, pre-

1 sente la posibilidad de usar botellas de pyrex que son m's eco
n6micas que el esporulador de discos pues tienen un costo de
35 OCO peses (dic 1986); su mane;o es complicado y requiere re-

l lativamente de m's mano de obra; no obstante se decidi6 produ
cir el In6culo ~n t8l~s botellas.
c.2. rER[E~TACICN.

I
Se realiza en un reactor est'tico tipo zymotis de 50 Kg de capa
cidad, se inocula con 2 x 107 eSioras/g sustrato {BH) con un 
tiempo de incubaci6n de 45 hr y con un flujo de aire de 300 a
500 l/hr/Kg 8 3~0 C.

1 c.3. RECUFERACION DE E~ZImAS.
Despu~s de 45 heras de fermentaci6n el producto se preDsa, ob
t~niéndose des fraccicnps: una de 3 1 con actividad de lGG UI/ml

1 y otra de 4 1 con 50 UI/ml, rara 10 Kg de medio' de cultivo humedo.
Los juses qu~ se obtien~n se centrifusan 8 SOC rpm ~rante 3C min
a 40 C, en esta operacién se pliudnan los saliras su6;-endidcs y

I
se obtipne un j U 00 ccn actividad de S7.S UI/ml; que ~s som~tidc a
ultrafiltracién, la cual r'ro~orcion8 14CG ml ccn act!vidad de
143 UI/ml. 1

1
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este rroceso es el sigui~nteJ

c.4.l. Tanque Agitado~con H~lice: Gtil para disolver las sales
en agua y m~zclarlas con la melaza.

c.4.2. ~ezcladcra de S6lidos Ti~o Amasadora de Brazo Doble: ûtil
para mezclar el bagazo, el desecho de manzana y sales disuel

tas junto ccn la melaza en aauai también se ocuFa para inocu1ar
la s~siensi6n de esçoras.
c.4.3. Autoclave: requeridc ~ara esterilizer las bctellas de es

~crulaci6n y sus filtras y ~ara dat tratami~ntc térmico aI
media de cultiva.
c.4.4. Reactor Est~tico tiro Zymotis: Es la unidad central del

çrcceso, tirne una caiacièad rara 5C Kg de sustratc hurnedo.
Est~ constituido por una cuba ~arale1e~'!peda dividida en 9 com
çartimientos separados por le placas de refrigeraci6n; se llena
manualm~nte. En ca da compartimi~nto se co10ca el sustrato prepa
rado y acondicicnado hasta una altura m~x. de 48 cm. El reactor
ocu~a un volumrn de lOG litros.
c.4.5. ComFresora de EtaFas ~ûlti~lrs con Enfriamientc entre Eta

ças: util çara satisfac~r la demanda de ox!seno de oC zym~
tis ccn A. ni9~r durante la f~rm~ntaci6n.

c.4.E. Secador de Charolas: rPQuerido rara secar el desecho de
manzana y el rro~ucto fermentadoi dis~nadc Fara ~rCc~9ar 2

lotes éiarics de 875 Kg en 5 horas/lo~e.
c.4.7. Bom~as: Una centrIfuga d~ 1.25 Hp para zymotis, otra pa

ra el tanque de almacenami~nto centr!fu~a de 0.5 Hp.
c.4.8. frensa Hidr&ulica: requerida para extraer el jugo concen-

trado que se obtiene al finalizar la fermeGtaci6n, ya que en
el producto de la fermentaci6n se encuentra la mezcla de enzimas
pécticas; tiene una capacidad de 250 Kg Y potencia de 11 Hp con
una presi6n de o~'e raci6n de 240 ~ si.
c.4.9. Evaporador al Vacro de Tubos Verticales con Accesorios

(eyector y condensador baromftricc)t utillzad~ rare concen
trar el jugo que ccntiene la mezc1a enzimatica; çresenta una ca
çacidad d~ evaroraci6n de 376 lb/hr, ~resi6n de vac!o de 13.1
lb/in2 , eficiencia de evaporaci6n de C.78~lb agua/lb vapor.
c.4.10. Secador por Aspersi6n con Accesorios (ventilacor, cic16n,

filtro para s6lidcs finos, esprea con motor centrifugo y
tanque col~cto de s6lidos): r~querido ~ara secar la mezcla concen
traèa que sale d~l evarorador al vacio de tubos verticales, pre-
senta una ca~acirad de s~cado de 39.49 lb agua/hr; la potencia
deI mo~or centrifu~o es de C.3 Hp nominal~s.

c.4.1l. Caldera: Suministra el vara! n~cesario para el autocla
ve, el flujo de va~or saturadc lib~rado es d~ l5~O lb/hr,

util i za nas na tural como comb;: sti tle, ccnsu:pe 59.16 m de com
bustiblelhr.

1
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CCNClL'SICN!:S.

- La investigaci6n de mercado no es suficiente para tener con
fianza en los ~ato8 obtEnircs y, ~or ende, en las proyeccionea.

- Se requier~ mayor investigaci6n a nivel pilato ~ara o~tiffiizar
el rroc~so (rermitiendo disminuir costes al incrementar los ren
dimiEntes deI procuc~o).

- Es necesario ortimizar los mecios de cultivo.
- Se r~quie~~ analizar otras alt~rnativ8s deI equipo ~rincipal

de ~rcc~so (fermentader zymotis) y/o analizar otros criterios
de escalamiento (no ~scalar ~n forma mc~ular).

- Deb~ o~timizar!e el uso de los equipcs d~ mayor coste: zymo
tis, s~cador ~cr asrersi6n, evaporador al vac!o.

- Se debe desarrollar ccn ~~s ~rofundidad la ingenier!a b~sica,
ya que los dates ne son suficicntes para evaluar el çroyecto.

- Los {ndic~s utilizarlos çara la estimaci6n deI coste de equi
po no se arla~tan bien a une realidad en continue cambio.

- Los altos cestes sp deben princiralmente a la inv~rsi6n re
quprir'a.

- En las ccndicion~s actual~s ~l rroc~se no es r~ntabl~.

Para una planta que rroc~se lSOO Kg d~ materia rrirna/d!a (BH)
la inv~r5i6n total es de 1244.41 millon~s de pesos. corres~on

diendo el 97.79 % a la inl.ersi6n fija y el resto al capital de
trabajo.
RENTABIlID~D DEL rROY~CTO.

El estado de resultados basado en ~roy~ccion~s deI primero y
ultimo anos de oprraci6n indican que los ~gr~scs suçeran en gran
meGira a los ingresos (E = 293.21 millones de pesos, 1- 65.5 mi
llones de ~~ses ~ara el rrimer ano; E= 525.82 e 1 = 1~5.6 millo
nes de pesos para el 6ltimo ano);·pcr 10 tanto, en ningûn momen
to existen utilicadl!s, es decir, el r'Toyecte no es rentable.
Otro indic.dor que a~oya esta ccnclusi6n es el punto de equili
brio, que demuestra el requerimiento de 933 ton de producto para
mantener el equilibrio entre ingresDs y eçresos. esto signifi
ca que se deber!a amrliar la ca, acidad instalada de la planta
para rroducir-esta cantirad. A6n teniendo la capacidad. se ~ro

ducir!an 1.2 x lC12 UI/ano y la m~xima cantidad de unidades ven
didas en 105 6ltimes 5 anes ha sido de 1.35 x 10U U1/ano; 10 
cual corres~onèe a 8.9 veees m~s de unidad~s que tendr!a que
ac~rtar el mercado, es decir, se rebasar!a por comrl~to la de
manda nacienal. For estas razones el proyecto no es rentable.

i
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En este trabajo se presenta una investlgae16n de mercado. un es
tudio t~cnico y una evaluaci6n financiera ~ara la producc16n de
pectinasas ~or f~rnentaci6n en medio s6lido.
Actualmrnte ~stas enzimas se importan para abastecer la demanda
nacional, pOI 10 ql e s~rra imrortante prrducirlas en nupstro pars
para evitar la fu~a de divisas.
Se ~sccgi6 la tecnolcgia de f~rm~ntaci6n

la VAr-l, ~n cclaboraci6n ccn CRSTO~, se
cionrs en ~ste srntido. Ad~m&s la r.s.s.
de caract~r econ6mico sobre la F.e.S.
la invpstigaci6n de mcrca~cs se encamin6 a identificar a los
proveerorf's dE' m~ter:.a rrima (y sus f'rt'!cios), a la corn; etencia
y a estimar la c'em.nda naciora.l. las s:ectinasas se consumen en
la industrie j guera de uva y ~manzane ~ en vinicola. El valor
deI mercado aleanz6 su m&ximo ~n lÇ85 (346 000 d6lares). las pro
y~ccicnes mu~stran que la de~anda aum~ntar& en el future. las
emS:I~sas comr~ti~cras (Enm~x, auimorgan, Rohm) son filiales de
imrcrtantes transnacicnales.
la capacicad de la r lenta se fij6 en base a limitacion~s de ti
po tecno16gîco, para rrocesar lSGO Kg de materia rrirna humeda
al dIa. ~sto equivale a une producci6n diaria de 82 Kg de una
mezcla de pect'nasas en s:olvo, con actividad de 1300 UI/g.
Con el fin d~ reducir los costos de transporte de mate ria prima
y prcducto terminado, se decidi6 localizar la planta en Veracruz,
Ver. Adem&s en esta ciudad se CUFnta con est!mu1os fisccales.
Debido a que la manzana y la uva son frutos temporales, las pec
tinases s610 se consumrn entre mayo y se~tiembre. Se decidi6
tra'ajar 34C dias/anD, tres turnos/dia ~ara utilizar 1alnver
8i6n todo el aôo, a ~~sar de r~qucrirse imrortantes inventerios
de ~roduc~o terminaéc.
En el estudi técnico se realiz6 Lna seleeci6n de equipo y
logla con el fin d~ obtener un procesc ind~stria1 viablel
éecidi6 uti1izar un fermentador est&tico (zymotis). fare
cu~~raci6n de enzimas producidas ~or ~ niger se 0~t6 ~or
~rensado. Se d~cidi6 evarorer al vacic el jugo obteni_dG
ccncentrar10 y ~esteriormente secarlo ~or as~ersi6n.

frinciça1mente en base al casto deI equi~o se detrmin6 la in
v~rsi6n fi~a r~qLerida rare la rlanta (1217 mil10nes de p~SGS,
ju1 1967). Al mismo tiemro, se calcu16 el ca~ital de trabajo,
que asci~nd~ a 1244 ffiillon~s de ~esos.

For otro lade se calc~larcn les cestes fijos, al igual que los
variables. Se estab1eci6 un precic de venta de 2106 pesos/Kg,
julio de 1987. Con tase en los resu1tad~s deI an~lisis de mcrca
do se hici~rcn rrcyeccioncs a 10 anos. Se intent6 obten~r el 
ru~tG de eqcil!brio, sin embargo, el rrecio de ve~ta es de 2108
peses, mi_entras que ~an s610 los costes fijes unitarics ascien-
den a 8697 prscs si se trabeja al IDe % de ca;·acidad. '"
Dadas les ccndicionF's actuales, la planta no es rentable. Se re
q~ipre de maycr investig8ci~n, ya que el rroducto es mucho m.Fncs
acti v0 q lJ e los comr r Ci ales..-'
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I. INTRODUCCION

En la actualidad la incipiente produccion de enzimas, que se suscita en

nuestru pais, combinada con las crecientes aplicaciones en diversas areas de

la industria, no solo alimentaria, sino farlOacéutica, quimica y entre otras;

provoca que la mayoria de estas enzimas se adquieran en mercados externos, 10

cual no resulta ser una garantia, ya que el desarrollo de tecnologia basado en

estos productos, implica riesgos de mayor dependencia economica y constante fu

ga de divisas .

Considerando que existe unu gran cantidad de recursos naturales y subpro

ductos agroindustriales, los cuales de ben ser aprov~chados no solo en la pro

duccion de enzimas, sino en la produccion de diversldad de productos farmacéu

ticos, quimicos, etc., es nl~cesario acoplar tecnologias adecuadas parp lograr

este objetivo. Una de las alternativas de e~pleo, la constituye la produccion

de enzimas, de manera que por un lado se re3uelva la necesidad en materia de

productos enzimaticos y por otro lado, se implementen nuevas alternativas de

industrializacion de res~duos agricolas.

Aunque las principales' limitaciones de los productos enzimaticos son el

costa y su disponibilidad, actualmente se realizan eséuerzos para producirlos

con tecnologîa propia, minimizando los costos de prQduccion, mediante el uso

de subproductos agroindùstriales.

La fuente mas comun de enzimas comerciales utilizadas en alimentos son

los microorganismos, aunque también se comercializan enzimas de origen vege

tal. Una de las areas importantes en la industria de alimentos en la cual las

enzimas tienen un papel relevante, debido a su efecto sobre la textura de los
1

alimentos, es la Industria de Procesamiento de Frutas' (4, 26). El sustrato de

interés es la pectina y l1s e~zimas que modifican esta substancia son conocidas

como enzim;:s pécticas (S,lO,12,13,14,lS,30,3l,3t1).

El sistema de produccion convencional de las enzimas pécticas es el cul

tivo sumergido. En este se incluyèn los componente:; basicos para el crecimiento

microbiano: una fuente de carbono, una fuente de nitrogeno, sales inorganicas,

minerales traza y otras substancias que favorezcan la prodlJccion de las enzi-
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mas, en este cas,) el sustratn inductor es la pectina (9,28). Otra sustancia

que presenta alternativas de produccion de estas enzimas es la fermentacion

en cul~ivo so1ido, és~a es conocida coma fermentacion Koji, (1,6,7,11,13,17),

se refiere al crecimiento de los microorganismos sobre materiales insolubles

con la humedad absorblda dentro de la matriz solida, pero sin la presencia de

una fase liquida libre, Cannel y Mao Young (6). Los materiales mas comunmente

utilizados son materiales celulosicos a lignocelulosicos, comt) salvado de tri

go, de arroz, bagazo de cana, etc. La mezcla de nutrientes, junto con el ino

cula son disueltos en agua y posteriormente absorbidos en el material solido.

El desarrollo de tecnologia deI cultiva solido para la produccion de enzi

mas, es reciente en nuestro pais. En otros paises coma Japon esta tecnologia

ha sidn mas estudiada.

En la actualidad, se han desarrulladJ investlgaciones sobre la utilizacion

de la fermentaci.on solida camo alternativa pard la produccion de proteina micrQ

biana y para la produccion de enzimas extracelulares. Siendo los hongos filame~

tosos los microorganismos mas interesantes, dada que permiten la utilizacion de

re:;iduos agroindustriales mediante tecnologia relativamente simple, asi coma

operaciones de recuper3cion de metabolitos sencillas.

Considerando que existe ya informacion con respecta al sistema de cultiva

solido y tomando e,l cuenta la importancia de las enzimas pécticas, es factible

desarrollar un procesv de fermentacion en cultiva solido pa~a la proliuccLon de

esta:1 enzimas, siendo este el objetiva principal deI presente trabajo.
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2. METOOOLOGIA

2.1 Microorganismos

Se utilizaron cepas de Aspergillus niger, Penicillium sp y Rhizopus orv

zae, las dos primeras cepas proporcionadas par el Dr. Carlos Huitron deI Depa~

tamento de Biotecnologia, In3tituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM; fue

ron aisladas sobre pulpa de heneQllén par Sw;ana Saval y el Dr. Carlos Huitron

(25). La tercera cepa de coleccion propo~cionada par American Type Culture Co

llection (ATCC), 4858.

Las cepas anteriores se seleccion1ron par su alta actividad pectinnlitica.

Son conserv~das en un media Extracto de Malta-Bacto-agar (difco. ref. 024) a

24°C durante 6 meses.

2.2 Preparacion deI inocula

Las eSi,oras se obtienen en matraces de 250 ml con 17 g de masa solida. El

media esta cnnstituido par 20g de harina de yuca, 19 de KH 2POà , 0.5g de urea,

0.5g de (NH4 )2 S04' 0.5 de CaC1 2 , 7.5g agar en 500 ml de agua a pH=5.6.(23).

Después de esterilizar el media de cultiva en autoclav~, los matraces se

inoculan con esporas de una preparacion en tuba inclinado deI microorganisme) y

posteriormente incubados a 30°C par una sernana.

Preparacion de la suspension de esporas.-Al matraz con esporas se adicio

nan 100 ml de agua destilada y una gota de Tween 80. El matraz se deja agitar

par 15 minutas. La suspension obtenida se pasa a través de una gasa para elimi

nar el micelio. La con,-::entr-lcion de e';p.')ra:3 se estima par cuenta microscopica

directa, usando una camara de Neubauer.

Cu,tntificacion de esporas y cantidad deI inoculo.-De la suspension de es

paras anterior, se hace una dilucion con agua destilada. Esta dilucion debe

ser perfectamente homogénea. La camara de Neubauer se llena con esta s:)lucion

usando una pipeta pasteur. La cuantificacion se hace tomando 10 cuadros al

azar y se observa en el microscopio con el objetivo de 40x. Se obtiene un pro-
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media de esporas par cuadro, Este prom~dio se multiplica par el factor de con

ver's~on 25 x 104 y par la dilucion hecha inicialmente, obteniéndose una concen

trac ion x de eSj.Joras par ml de su~;pe:1sion.

Usualmente un s8lo matraz proporciona aproximaddmente 4 x 1010 esporas,

que es suficiente para inocülar 2 kg de substrato solido. Raimbault (22).

La concentracion de esporas neces:uia para la fermentac Lon se calcul.3 co.!!.

siderando la cantLdad de gramos de substrato pes0 seca en e: media. La con(~en

trac ion optima de esporas par gramo de substrato es de 2 x 107 (22).

2.3 Medias de Cultiva y Condiciones

2.3.1 Media liquida

El medlo liquida utilizado se selecciono en base a los maximos rendimien

tas reportados en la literatura para cada uno de los cumponente~ deI media en

la produccion de enzimas pécticas (18,19,28,29).

El media se preparo con 2% de sacarosa coma fuente de carbono, y 2% de

pectina coma substrato inductor para la sint~sis de pectinasas. El media con

tiene ademas 2% de extracto de levadura, 0.5% de NH4N03' 0.02% de NaS04 y min~

raIes traza: 1.0 mg/l de FeS04' 0.8 mg/l de ZnS04' 4 mg/l de MgS04 y 1.0 mg/l

de CuS04' 5 H20. El media se esteriliza a 121°C durante 15 minutas. Posteriar

mente se ajusta el pH a 4.5. Las condiciones optimas de la ferillentacion son:

30°C y en el inocula de 2 x 107 esporas/g de substrato peso seco.

Se utilizaron 12 matraces de 250 ml contenien~o 125 ml de media de culti

va liquida e inoculado con esporas en condiciones estériles. Los matraces se

taparon con g:lsa y algodon. La fermentacion se sigue par 5 dias y tomando mues

tras par duplicado para cada dia.

En todos los casas los matraces se incubaron a 30°C a 200 rpm en un ba~o

con agitacion y temperatura regulada.

2.3.2 Media solido

Se realizaron estudios prcliminares utilizando el m~dio de cultiva des-
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crito para cultivo liquido. El soporte solido que se utilizo fue bagazo de ca

na pr:>po:-cionado por el Ingenia de Zacatep";c, Mor., lihre de azucares. El bal@.

zo fue secado, molido y tamizado para obtener la fraccion 20-50.

Preparacion de: medio solido.-Se p~epara el medio liquido sintétlc0 para

tener el contenido de humedad r2Querido para la fermentacion, se considera pa

rd esto los cnnsti_tuyentes solidos deI medio y el bagaza de cana necesario.

El bagazo de cana se humedece con el 50% deI medio de cultiva preparado.

Se esteriliza el medio liQ1lido restante y el medio salido por separado a 121°C

durante 15 minutos en autoclave (21).

El media liquida se ajusta a pH 4.5 después de la adici.on deI inoculo. La

ferrnentacion en cultivo solido se realiza en reactnres empacados. El soport~

solido es bien mezcLado junto cun la solucion conteniendo los nutrientes y el

inoculo. La humedad final deI medio solido es de 70%.

El medio solido preparadu se repartp. en los incubadores a razon de 30g

por columna, encontrÉmdose cada incubador en un bano maria con termostata a

35°C. El aire humedo entra a razon de 4-6 l/hr. El sistema de incubacion se

muestra en la fig. 1 (22).

El sistema de incubacion consta de un humidificador que tiene una entrada

de aire y una column~ de vidrio con 3.6 cm de di~metro y 16.5 cm de altura la

cual contendr~ el medio solido. En la parte inferior y s~perior se coloca algo

don y papel filtro para evitarcontaminacion y condensacion durante la fermenta

cion.

El tiempo de fermpntacion es de 72 horas. Se taman muestras por duplicada

(cada columna canstituye una mw~stra). Se torr;,:! una muestc:! a tiempo cera como

contrul y a partir de las 15 horas se muestrea a intervalos de 5 horas.

2.4 Método de extraccion de enzimas pécticas

El proces;) de extraccion de las enzimas y otros metabolitos solubles se
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efectua con ayuda de una celda especialmente disenada y adaptable a una prensa

hidr~ulica. Este proceso CC)nsta de dos etapas una primera etapa do,~e se prensa

el producto sin tratamiento y una segunda donde se anade ag'la al residuo insolu

ble de la primera extracci6n (23).

Obteniéndose una primera fracci6n soluble. La frac~i6n insolub~e de la prl

mer~ extraccion se le adicionan 20 ml de agua destilada, se mezc13 perfectamen

te y se lleva a cabo una segunda extracci6n, obteniéndJse la segunda fraccion

solJble.

2.5 Evaluacion de los par~metros de la fermentacion en cultivo solido y en cul

tivo liquido.

Los par~metros evaluados para seguir el curso de la fermentacion e~ los

dos tipüs de cultivo s~n pr~cticamente los mismos, pero los métodos usados son

diferentes.

Para el medio liquid0 la determin3cion de la biomasa se realiza por el mé

todo de determinaci6n de pes;) S2CO. Se toman 25 ml de muestra homogénea del cal

do de fermentaci6n, se filtran con vacio sobre papel filtro a pesa constante.

La biomasa obtenida se lava con agua destilada y se coloca en una caja petri,

sec~ndose a 100°C en una estufa, dJrante 6 a 8 haras.

El pH S2 mide en 25 ml del caldo de fermentac}_6n a 25°C en un potenciome

tro (pH-meter E 516 Titriskop Metrohm Herisau).

Determinacion de la Actividad Pectinolitica.-La actividad pectinolitica se

determina por viscosimetria. Esta determinacion S2 lleva a cabo con una s;>luci6n

de pectina al 1% en amortig'lador de acetatos (pH 5.0) Y a 30°C. Una unidad se

define coma la cantida:i de enzima que reduce la viscosidad inicial en un 25% en

20 minutos. Inicialmente se analizo una enzima cllmercial (Irgazime, Ciba-Geigy).

Para la medicion de actividad se emplearon dos m~todologias:

a) Uso del v~scosimetro Brookfield Mode10 HBT

b) Uso de un3 pipeta graduada de 0.1 ml (28)
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Para el casa de la enzima comercial, se utilizaron con~entracion~s de enzi

m3 de 10, 20, 30, 4~) Y 50 ppm, determinandose la viscosidad en centipoises con

tra el tiempo de reaccion (min) 0 el tiempo de flujo (seg), contra el tiempo de

reaccion (min), dependiendo de la metodologîa empleada. En base a los resultados

obtenid03 y represenl:ados en la fig. 2 se observa un comportam~ento lineal en

ambos m~todos a las mismas con,:entraciones de enzima, asi coma en los tiempos de

reacci6n, por 10 que se lleg6 a la conclusi6n de que se podia trabajar con el m~

tod} ma~~ sencillo, cnnsidera.1do s610 el intei'valo de concentracion donde ambos

son equivalentes y la linearidad entre la co~entracion de enzimd y la velocidad

de reaccion, se conserva.

En el casa deI cultivo liq'lido se emplea coma solucion de enzima el sobrena

dante deI caldo de fermentacion, despu~s de centrifugar a 3500 rpm por 10 minu

tos.

Para cultivo solido se emplean las fracciones solubles obtenidas en la ope

racion de prensado, despu~s de de jar que se sedimenten particulas en suspension.

Para el casa de la fermenLacion solida, el tratamiento de las muestras se

realiza segun el esquema de la fig. 3.

El contenido de humedad se determina gr~vim~tricamente en 5g de producto.

Para la medicion de pH, carbohidratos residuales (azu.:ares totales y azuca

res reductores), y determinacion de acidus nucleicos se requiere de prepara:' ini

cialmente una suspen3ion de 5g producto e~ 50 ml 0 100 ml de agua destilada

despu~s de mezclar perf~ctamente.

La determinélc ion de acidos nuclei,:03. -En esta determinac ion se emplea el mé

todn de Ogur y Rosen (20) por extraccion de los acidos nucleicos en acido perclo
/ -

rico. 5 ml de la suspension se centrifugan a 3000-5000 rpm por 15 minutos. El sQ

brenadante se elimina con una pipeta pasteur y a la parte insoluble se le adiciQ

nan 5 ml de acido percloric f ) (0.5-0.7 M), mezclando perfectamente. La digestion

de las muestras se lleva a caba en un bano fis~ologLco con agitacion y temperat~

ra controlada, a 70 De durante 20 minutJs. Des)ués de la dige'itCon, las mupstras



Fig. 2 Determinacion de la Actividad Pectinolitica
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Fig. 3. Esquema de tratamiento y analisis de las de las muestras del producto

en la fermentacion solida.
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se centrifugan a 3000-5000 rpm durante 15 minutos. La soluci_on debe esta, cris

talin~ para evita~ interferencias. Las lecturas se r2alizan en un espectrofoto

metri) Beckman Modelo 25, a 260 nm entre 0.1-0.6 de Densidad Optica.

Determinacion de Cal-bohidratos Residuales.-Para determinar el consumo de

sacaro~a se empleo el m&todo de dete~minacion de Az6~ares Reducto~es por el

Acido 3-5 Dinitrosalicilico (16), desp~&s de la hidrolisis de la S3carosa resi

dual par la enzima In\"ertasa (Miles de M~xico). Se tomJn 9 ml de una suspensi6n

homog&nea (4g de pradu:ta en 96 ml de agua destilad'I) y un ml de enzima (2 mg!

ml). La reacci6n se efect6a a 55°C por 10 minutas, pard una completa hidrolisis.

Por atrJ lada se detecminln las az6cares reductores presentes en las muestras

sin tratamienta enzimatica. La direrenci~ de estas dus determinar~iones es la

co.;centracion de sacarosa en las muestra:.;. Se expresa en mg! g prol~uctl) P'-~so se

co inicial. En aDbo5 casos se utilizo glucosa como estandar.

2.6 Termoestabilidad de la enzima

La s0lucion de enzima con actividad de 142.9 U!ml se incubo a una tempera

tura de 50°C con agLtaci6n continua. Se tomaron muestras a diferentes tiem~os

(0,10,15,30,45 y 60 minutas), determinand0se la actividad pectinolitica por el

m&todo antes descrita.

2.7 Prueba semipiloto

De aClJerdo a los resultados obtenidos a nivel laboratorio resulta facti

ble escalar este proceso a un nivel de producci6n mayor, como es un nivel se

mipiloto en reactor estatico de tipo zymotis.

El biofermentador estatica Zymotis para el cultivo de hongo~ filamentosos

en media solido s:)bre substratas amilaceos y celu16sicas es descrito en la fig.

4 Y 5, Roussas (23). Esta constituido por una cuva p~ralelepipeda dividida en

doce compartimientos separados por placas de refrigeraci6n.

El llenado deI Zymotis se hace colacandu en cada compartimiento el medio

s61ida preparado y condicio~ado (70% de humedad). La capacidad de este fermen

"tador es de 50 kg de medio s6lido preparado.
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2. controlador de temperatura

3. fuente caliente

1. reac tor

4. homha

5. electrovalvula

6. electrovalvula

7. recirculaci6n de agua

8. sensor de tempera tu ra

9. élgUd ca 1ien te

10. élgua fr ia

Fig. 5 Reactor estntico Zymotis : esquema de instalac16n
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La aireacion del cultivo se hace por la base de la cuva, asegurando una

buena oxigenacion del medio solido, el aire saturado de agua entra a razon de

300-600 l/hora/kg. La te",peratura se corltrola a 35°C.

El fermentador se lleno a una capacidad de la kg de medio solido impregna

do con el m,~dio sintético anteriormente descrito para la produccion de pectina

sas. El inoculo se adiciono en una concentracion de 2 x 107 esporas/g de subs

trato peso seco y el pH de 4.5, fue ajustado de la mis[~a forma que en nivel la

boratorio. La fermentacion se siguio durante 45 horas.

Ultrafiltracion

La mezcla de las fracciones s:)lubles obtenidas del producto prensado, con

actividad de 57.9 u/ml, se centrifuga a 5000 r?m dur:wte 30 minutos a una temp~

ratura de 4°C, para evitar que las enzimas presentes en el extracto se desnatu

ralicen. El objeto de la ce'itrifugacion es eliminar particulas en suspension.

El volumen de extracto obtenido es tratado por un método de separacion: la

ultrafiltracion. Este método utiliza pres ion 0 fuerza cerltrifuga para obligar

a p~sar el medio acuoso y las moléculas de menor peso molecular a través de una

membrana semipermeable c) una fibra po rosa que permite la retencion de las molé

culas de mayor peso molecular como las enzimas. Los pesos moleculares de corte

son funcion de la membrana 0 fibra seleccionada. La operacion de separacion se

llevo a cabo en un equipo de ultrafiltracion Modela RF-LAB-5RF con capacidad de

la litros por hora, el tipo de membrana es de P~l la Romicon, con peso molecular

de corte de la 000.

El volumen de trabajo fue de 6 litros, la presion de salida de 5 Psi, la

presion de entrada de 26.3 Psi.

2.8 Aplicaciones del producto

Dentro de las aplicaciones mas importantes de las enzimas pécticas en la

industria agroali~entaria se encuentra la extracclon de jugos y la clarificacion
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de estos mismos, los cuales se ubican en la industria de procesamiento de fru

tas. Una aplicacian reciente es en el proceso de extraccian de aceite de coco

(8). Este proceso preserlta grandes ventajas en la extraccian del aceite por via

enzimatica, destacando la mejor calidad del producto obtenido, la reducci6:1 de

costos de infraestructura y de mana de obra.

Con la finalidad de pr~bar el produrto obtenido por fermentacian en culti

vo salido se realizaron aplicaciones del producto en la clarificacian de jugo

de manzan~ y la extraccian de aceite de coco por vîa enzimatica, al mismo tiem

po que se compara con una enzima comercial.

A. Aplicacion de la enzima (Aspergillus niger) en la clarificacian de jugo de

manzana.

La despectinizacian del jugo de manzana es una determinacian de la activi

dad pectinolîtica relativa de la enzima péctica.

Procedimiento:

Obtencion deI jugo de manzana.-Se trituraron las manzanas finalmente. Des-
,

mezcla parte de la pulpa obt~nida parte de solucian de NaClpues se una por una

al 0.1%. La
. ,

resultante filtra través de manta cielosuspenslon se a gasa 0 para

obtener el jugo.

Vo16m~nes iguales del jugo se colocaron el) tubos de ensnye, a unD de los

cuales se adiciona la solucian de enzima comercial para obtener und concentra

cian final de 30 ppm y al otro la solucian de enzima de AsperE~_llus nj_~e~ a una

dilucian final de 1:50. El sistema de reaccian se incuba a 45°C ~urante una ho-

ra. Pasado este ti.'mpo se inactivaron las enzimas a 90°C por 5 minutos. Un volu

men igual de jugo de manzana se utiliza como control .

Esta misma prueba se realizo tomando diferentes vo16menes ie enzima de As

.QergiJ lus~iger, 0.4, 0.3, 0.2 Y 0.1 ml de la s":Jlucian de enzima a las mism3s

condiciones y tomando un volumen igual de jugo de ~anzana coma testigo.
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B. Aplicacion de la enzima de ASDe~illus ni~ en la extraccion de acei te de

coco.

La aplicacion de enzimas e~ este proceso es r21atlvamente nu~va (8). En

tre la~ enzimas que intervienen en el proceso est~n las pectinasas y otras de

inter~s industrial. ConsideraIlda interesante la aplicacian de estas enzimas

en la extraccian de aceite de coco se p~ocedia a realizar un Experimenta en

el cual se compara la enzima p[ad~cida ~e AsP.t:'I_gill~ nig~E y una enzima co

rn2rcial.

Procedimiento:

Se utilizaron 600 g de carnaza de coco maduro y fresco. La carnaza se

pico en una Maulinex y se dividio en dos partes igua:i.es. Se for'ila una emul

sio~ e!l la licuadora con la cantidad correspondiente de agua (dilucion 1:4),

para 300g de coco se requieren l 200 ml.

Las emulsiones obtenidas se pasaron a 2 rnatraces de 2 litros, los cua-

les recipientes de
. ,

Las condiciones deI sisterna dese usaron corna reaCI:lon.

reaccio:: se controlaron mediante el uso de un banD de agua con control de

temperatura a 40°C y un agitador de aspas con agitac iO:l de 200 rpm.

Con las cOlldiciones de operacion establecidas se adicionaron las enzi

mas al 0.1% (p/v). Las enzimas utÙizadas fueron: Pectinasas Irgazyme (Ciba

Geigy) PG; Tanasa Amilasa (Complement os Alifi!'2ntic LOS S. A.); (Protea ",as mi

crobianas de Enmex) Pcipulna y la solucion de enzir.;3 producida de AspergiJJué:

niger. Se disenaron dos sistemas:

-~-----------------------_.._------------ ----------

Sistema 1 Si~t2m3 II

1
J

milasa

apaina

ectinasa

amercial

O. 1%

O. 1%

O. l %

Amilasa

Papaina

Pectinasa

(de A. niger)

0.1%

O. 1%

10 ml

1
I-------------~-------------------



tl
JI
1
1
1
.1
.1
rI
:1
~I

"1
~I

~

Il
1". .J

Il-"'
"i

~]

~

12 -

Después de 30 minutos de reaccion, la emulsion tratada se decanto para

eliminar solidos. La solucio!j de cada matraz se paso a l matraz de 2 litros

respecti\',:.~.t:nte y se dejo en refrig':'racion P;C::rél que la gra~'a se separara f'.!:..

m~ndose una capa en la parte superior de cada malraz. El agua de la parte

inferior se elimina mediante un sifof1, la grasa que se obtiene cfln la menor

cantidad de agua posible. Posteriormente se recupera en vasos de precipitados

y se caloca en la estufa para fundir la grasa y centrifugar a 10 000 rpm por

la mif1utos. El contenid~ de grasa deI coco es de 27% .

3. RESULTADOS y DISCUSION

3.1 Comparacion de Cepas

Para seleccionar la cepa adecuada se considera la producci6~ de enzima

y cantidad de blomasa como par~metros fundamentales.

Primeramente se realizo 13 seleccion de cepas en medio llquido. en œa

traces agitaJo~ utilizando el medio de Cullivo sintético. Se hi~ieron varias

pruebas con un tiempo de fermentacion de 120 horas, tiempo optima para el pr~

ceso en cultivo liquido. La tabla l, mu=stra la actividad pro~u~ida para cada

cepa, m?dida por vi':;cosimetrla y la biomasa pr"Jducida por determinacion deI

peso S'2ca.

De los resultados obtenidos se o~serva que la c~pa de Asn~lS~l1~~nj~~

demuestra ser la rn~s interesante en términos de la actividad enzim~tica, se

gui'la por la de Penicil))um S1).' Esta ultima alcanza un maxiêio de actividad

de 20 u/ml pero a largo tiempo (l20h) y dada la dificultad para m.1ntellcr la3

condi,-:iones estériles en la f ermen tac ion sol ida se opto por un proce~;; la !TI:",
corto posi ble. La cepa de Rhiz9~_1l~ oryzae se descarto por la dificult id de ob

tener esporas y el bajo nivel de produccion de enzim3S.

3.2 Diseno deI Medio de Cultivo Solido

El método de cultiva sblido se basa principalmente en la distribucion

homogénea deI su'Jstrato, esporas y sales e:l el rnaterial sohcto usa-» como so-
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TABLA No. l PRODllCCTON DE PECT1NASAS CON llTFERENTES

CEP AS" ENS Ay0 SEN MAT Rt\ CES AC r TA DOS

r i
(Ulml)1 CEPA TTEMPO ( h ) BJOMASA ( g / 1 ) pl! 1 ACT. PECT.

1

i 1
1

i 1
1

1

i

48
1

4.84 J.8 51 Aspergi llus niger
1
1

Penici]] iurn sp

1

48 0.778 4.4
1

0
1

1

Rhizopus oryziH' 48 12.20 4.2 i 0
1

1

1

1

1

Aspergi 1] liS niger 72 7. li 3.7 1 5
1 1

1

1

Penicillium 72 0.87 l 4.4 1 U
1 sr

1
1

1

1

Rhizopus 72 16.55
i

4.1 i 1orYZile

1
1

1 Aspergi 11 \.IS 120 6.Y5
1

'L5
,

1] . 1niger
1

j-, i
1 Penici Ilium sp

1

120 6.46 5.5 1 20

1i 1< h i /OJ1_' 1.'~),.r...YJ!~ 120 1 lA.JO 'J • () 5
1

1

1i
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parle. El contenido de hu",edad y el pH son es:~nciales para asegurar una efi

ciente aireacion y un buen crecimiento deI han go respectivamente. Par otro

l3do la corlpos~ci6n deI medio de cultiva jue:;:;3 un péipel muy importante en

la sintesis de las enzimas, por esto realiz~ron ensayos pr2liminares con

respecto a la compos~cion deI medi:).

En primera inst3rlcia sc proto 13 cep., de A5D~rQiJJusnj~I_en cultivo

s6lido en un modio sint~tico dE pectina, sacarosa y sales absorbido s~bre

bagazo de cafia molido.

Diferentes concentracion~s de pectina y sacarosa se proharon para obse~

var el efccto sinérgico de ambos substratos. Se corrieron fermentac:ones uti

lizando diferentes relaciones de pectina-sacarosa. La tabla 2, muestra la ac

tividad producida por Aspergillus niger para cada relacior,. De los res~ltados

obteqidos sobr2sale la relacion 3:6, a la que la actividad enzimatica encon

trada es mayor en un tiempo de fermentacion menor, en relacion con el m~dio

liquido 10 que r2dunda e:l una mayor productividad. La relacion 3:12 es también

in~eresan~e pero tiene la desventaja de que altas concentraciones de sacarosa

provocan mayor cr2cimiento deI hongo, 10 que promueve una esporulacion tempra

na, que no es recomenèable.

El medio de cultivo seleccionado f~e el siguiente:

Soporte S6lido Bagazo de cana

Fuente de Carbono

Sacarosa 6%

Substrato Ind~ctor

Pectina 3%

Fuente de Nitrogeno y Fosforo

Urea .••.......................... 2.4g

(NH4)2S04 .••• '" .••..•••••.. , •... , 9 .8g

KH2P04 ••.•.•••.•••••••••••••••••• 5. Og
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TABLA No. 2 PRODUCCION DE PECTINASAS EN MEDIO SOLIDO

A DIFERENTES CONCENTRACJONES DE SlJSTRATO

PECTINA/sACAROSA

RELACION ! TIEMPO (h) Acn VIOAO (U/ml) ACHVIDAD PEer. (U/g) 11

1

1

1

i

1

1 24 120 83. SC)

1

1

3/3
i 4() SUD 357.65

i
1

1

1 64 ]25 92.] 0
1

i
1

1

1 1

1 24 250 J76.10
11

3/6 40 500 341.1:30
1

64
1

1000 672. hO 1

1

1

24 140 RlJ.7U

3/12 !
40 333 222. (lU

1

64 666 477 . OU
1

i

Cepi) Il. niger Clr4



estas enzimas.

3.3 Pruebas en Cultiva Solido

Con la finalidad de observar el comportamiento de la fe:mentacion en la

produccion de las enzimas pécticas, se realizaron cinéticas de produccion de

mg/l

1.0

0.8

4.0

1.0

- 14 -

Minerales Traza

FeS04

ZnS04

MgS04

CuS04

Con respecta a la humedad del product~, ésta se incrementa aproximad:l~~n

te de un 3 a 4% durante la fermentacion, debido a la res~iraci6n del honga, por

10 que se facilita la recuperacion de las enzimas.

En la fig. 6, se muestra una cinética de produccion de enzimas péctica~,

en la cual se puede obs2rvar una sîntesis parcialmente desacoplada del creCl

miento. Esta se confirrria al observar el consu~o de sacarosa, ya que ésta s~

agota y se puede s~poner que se da lugar al consu~o de la pectjna, dada que

lu produccion de las enzimas se incrementa notablemente. Esta etapa succlle c~

tre las 30 y 35 ho~as de fermentacion. La fer~entacion conti:1Ca hasta las 4~

haras, tiempo en el que se obtienc la maxima actividad.

El contenido de humedad del m~dio solido es de 70%.

Puesto que el ?H es un factor crîticJ en el desarrollo de la f2rmenta

cion y el; reactor2s estaticos su control se dificulta, esta debido a que

el crecimiento micelial promueve una rapida acidificacion del media. Raim

bault (22), propane el usa de sales de amonio y urea, que al se~ utilizadas

par el micraorganismo c~mo fuente de Sitrogeno evitan variaciones fuertes del

pH. Par esta el media de cultiva optlmo incluye sulfata de amonio y urea coma

fuentes de ~itrogeno.
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El pH, importante en la sintesis de las enzimas, baja en las primeras ho

ras de la fermcntacio~l, durante la fase exponencial de crecimiento deI hongo.

Desj)ués se estabiliza y casi permanece constante hasta el final de la fermen

tacion.

Considerando que la cepa de Penicilliu_[]J_s..Q, podria constituir otra opca,.

para el pUJeeso, se realizaron cinéticas de produccion de enz:;mas pécticas oQ

teniéndose los resultados presentados en la fig. 7. La actividad enzimatica pr2

ducida por esta cepa fue menor a la producida por AS-'p_ergill\L~Ege~a las mis

mas condiciones de cultivo solido, observandose adem3s un crecimiento muy len

to del hongo. Por estas razones se decidio descartar esta cepa y efectuar el

trabajo posterior con Aspergillus niger.

sas.

das a la p3red deI hongo y que se liberan mas facilmente después de una primera

alteracian mecanica, Raimbault (2), reporta un fenomeno similar con glucoamila-

.1"r:

3.4 Extraccion de Enzimas

:11 La operacion de rec~peracion de enzimas pécticas por prensaje es muy sen-

cilla y consta de dos etapas: un3 primera etapa donde se prensa el producto sin

tratamiento y una segunda donde se le anade agua al residuo insoluble de la pr~

mera extraccion. La actividad volumétrica lograda en la segunda fraccion solu-

ble es mayor que en la primera, se puede pensar que las enzimas estan absorbi-

.1
1

1
:1
-.1
.~

3.5 Termoestabilidad de la enzima (Aspergillus niger)

La disminucion de la actividad con el tiempo de incubaci6n es evidente, a

los cinco minutos pierde aproxim3da~ente el 65% de su actividad y decrece gra

dua1mcnte hasta que se inactiva totJlmente a un tiempo de incubacion de 60 min.
~a tabla 3, resume estos resultaJ.

TABLA 3

J«,-
Termoestabilid2d de la enzim~ a SDoC

Tiemp.) (min) Actividad u/ml

~ota: A temperatura ambiente la actividad permdnece constante
por un mes.

a
5

la
15
30
45
60

142.9
50
26.5
25.63
19.4

7.8
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Las caracteristicas de termoestabilidad deI extracto enzim~tico obtenido

es sernejante a las que se reporta en estudios en la literatura. Sin embargo,

esta car~cteristica no infiere en su aplic2ci6n an algunos procesos en la in

dustria agroaliCT,e:ltaria debido a que las condie iones de te::1['eratIJr3 a las cua

les se trabaja son menores.

De los resultados encuntr300S en relaeion a la productividad deI cultivo

liquido y cultivo s6lido se tiene que la activir]:3d VO]lF.'::lrlca para el prime:;

ro fue de 0.92 u/unidad de volumen/h. Se determino considerando la actividad

max ima producida par ASDcrgj)lus njger y el tiempo en que se alcanza ésta.. Pa.

ra el cultivo solido la actividad volumétrica encontrada. fue de 7.95 u/unidad

de volumen/h, y se determino considerando el volumen util deI reactor, la ma

sa en gramos empacada y las unidades por g., obtenidas de la operacion de re-
. ,

cuperaClon.

La actividad pectinolitica producida por unidad de volumen de reactor re

sulta ser de mayor magnitud en cultivo s6:ido que en cultiva liquidJ 10 que

nos permite considerar como factihle el escalar este proceso a un nivel seJli

pilot) en reactor estatico.

De esta prueba a nivel semipiloto en el Zymotis, se observan los siguien

tes resultados. El incremento de humcdad después de 48 horas de fermentacion

es solamente deI 1% (~O.7S-7l.S) contra 3-4% en la columna utilizada a nivel

l0boratorio. Esto se debe a dos razones principales; una la dificultad de sa

turar de agua el aire con f1 ujos muy eleva\~os y la se~u;vh 1.1 fal ta de ha~o~

neiddù del producto en los cor.,p3rtir.:ientc,s, el cual ticnr!e a hu:;idificarse

abajo y sccarse arri ha. Esta también puede ser resultado deI incre;;:ento de

tcm~cratura pravocado por el calor metab6lico producido y no djsipndo r~~jd3

mente, la que ocasiona un sccado deI praduc~o.

En relacion al proccso de recuperaci 6n de eIlzÏi::CiS p'Jr prt:Lc-Clc!O sc prc~-('n

taron diversos prableŒCls principalme~te ligados al tipo de prcnsa utiljzac!o,

fig. 6, y,-l que la prensa disponible resulto sel' de menor potenci3 qUf' la pr~n

s': usada a nivel laboratoria.
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TABLA 4

entre los experimentos efectuados.

El vùlumen obtenido de la. ultrafiltr3cion es de 1400 ml de solucion con

ce~trada de enzimas con una actividad de 142.9 u/ml.

57.6200, 000

347,400

Ac t i v idad Total Eficje.'lcia

(u. t'Jta1es) (%)

57.9

(u/ml)

142.9

Actividad

,--~-------~--------------

1 400

6 000

Volumen (ml)Ul trafil trac ion

Retenido

Vo1uf'1en

Extracto de
ferm:>ntacion

-------------------------,~------------

Se deterrnino la actividad en este permeado, pero no se detect6.

Las caracteristicas deI pro'::eso se resumen e:l la tabla 4.

Res;l1 tados de 1a u1 trafil trac ion del ext l'ac to

enzimatico obtenidos de la fermentacion solida (AP=21.3 psi)

El vol~men de la prensa fraccibn soluble fue de 3 litros con actividad de

100 u/ml y la segunda fraccibn fue de 4 litros con actividad de 30 u/ml.

La mayor recuperacibn de las enzim~s sc tuvo en la prim0ra extraccibn a

diferencia de 10 que se ouserva a nivel laborat~rio, donde la m2yor activid?d

se encuentra en la segunda fraccibn soluble. ~o existe una explicacibn clara

que juc;tifique estos resultados aunque se,;ura:.,entc cl efeeto de la presjon de

prens3do debe ser analizada con mayor detalle por sor esta la 6niea diferencia

J

1
~

t
J
J
t
:J0,

t
1
1
J
J
J
1

,.;.. .•J

J
1
1

En la tabla 4, puede o~servarsc que lilS p~rdidas de activirlad durnnte el

proceso fueron considerables, esta puede ser consecuencia de un incre~cnto de

temperatura, por cavitacion dada los flujos muy importante durante el proceso
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o bien al probarle atrap~~iento de en7i~3 dentro de las fibras. En realidad se

sel,'cciono el ta;::ai"to de fibra 8:SIS pe:::;~leria (P~l c)rte 10 000), pero seria conve-

50 000). En la fig. 7 se muestra el di2gra~a de recuperaci6n de las enzimas

pécticas.

Los resultados de las pruebas realizadas sobre la despectinizacion deI ju

go de manzana por via enzim~tica se muestran en las tablas 5 y 6. La observaci6n

visual de la reaccion enzimatir'a se expreso con signos para determinar las di

ferencias de actividad despectinizante de ambas preparaciones. Resulta evidente

que la enzima de Aspergillus niger presenta alta actividad despectinizante, la

c'!al es comparable con la que presenta la enzima comercial. Las diferencias vi

suales de este experimenta se muestr2n en la fig. 8.

En relacion a la extraccion de aceite de coco se encantro que la eficien

cla obtenida de aceite de coco en la extraccion con la enzima de ASDcégillus

niger. y la e'1zima comercial fue de 73 y 75% respectüa~ente. La eficiencia re

portada por Cintra et.al (8), es de 80%. Las principales pérdidas se tuvieron

en la recuperacion deI matraz de reaccion y después en los tubos de centrifu

ga. El producto obtenido es un solido blanco y a temperatura ambiente y un li

quido incoloro a 50°C, fig. 9.



DIAGRA~A DEL PROCESO DE REC~PERACIOS

Df LAS PECTI~ASAS PRODCCIDAS POR FER~E\TACION SOLIDA

ULTRAFILTRADO
1400 ml

142.9 Ulml

PER'lEAOO
5200 ml

(Sin actividad)

----------------1
ULTRAFlLTR,\ClO:\ r

'+,--_~_.~~I

-------~-----14__BAGA70 COflPR [~lIX) 1

JUGù DE 2~ EXTRACCION
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Fig. 7
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TARIA No. 5 ACTIVIDAD PECTTNOLTT1CA RELATIVA
POR DESPECTINIZACION DEL JUGO DE
MA~ZANA

STSTEMA DE REACCION

ENZIMA COMERCIAL
(30 ppm)

ENZIMA CONCENTRADA *
(0.4 ml)

TESTIGO

OBSERVACJON VISUAL ,HI

+ + + + +

+ + + + +

+ + + + +

+ + + + +

*
iH~

Enzima concentracla producicla par fermentacion soljdil
Los signas anteriores indican

+ + + + + Completa desJlec Li n izacion
+ + + + Buena despcctinizacion

+ + + RCgu]ar despectinizacion
+ + Baja despectinizacion

+ Ugera despcclinizacion
Ausencia de ael i v itl éIl1 despectinizante



Fig. 9. Extracciôn de aceite de coco.

Fig. 8. Observacion visua1 de la despectinizacion en

zimatica deI jugo de manzana.

"

~ ••. ---- " - -~,- ~ _.-,-_ ~.~...~ --.. -~.'..r." -~--.--..........':' w--

(!.E11tJ!.9~(J1I (J.9 (1 1l

JU 0 !Dt ./lliJ'il2tJ711l
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TABLA No. 6 ACTIV1DAD PECTINOLIT1CA RELAT1V,\ A

DIFERI':NTES V()L[J~·lENES DE 1':NZJ~ll\ CO~

CENT1~ADA

+ + + + +

OBSERVACION VISlJi\L '

0.4

VOL. ENZIMA CONC.SIS T E ~1 A No. ( ml) 1

1

---------+----------------1----------------;-

1

+ + +

+ +
--------------------------\------------1-

1. 0 i~ + + +

Blanco

* Enzima sin concentrdr

~oté1: Vü 1 ul1Jen de l~edCciQI1 2U ml
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CO~CLL'SIO!\ES

La cepa de Asper,gilJ_l.:l~_rllg~~ fue seleccioIlada par su alta actividad pec-

tinolitica, adel~s dc presentar caracteristicas adecuadas para su dcs~rralla

en cultiva solido . .0s~tê'rRj)l-u~_I11?ceJ_ es un hango fiL~:'cr,toso, capJ?: d2 cre'_'er

con un bajo contenido de humedad y sintetizar enzimas p~cticas y extracelular

mente, las cuales son inducidas mediante adici6n al media de cultiva deI subs

trato inductor: la pectina, ade~~s es ya una cepa aprobada por la FDA.

Las condiciones aptimas para el desiJ!:'rallo de .l'~:Le_rQill.11s__f!~....\:i.~!:. en culti

vo s61ido resultaron ser de: pH 4.5, temperatura 35 Gr , humedad inicial de 70~

y una concentraci6n de inocula de 2 x 107 esporas/g ,~e suhstrato peso seco .

El media optima encontrado contiene concentraciones de pectina y sacar0~a

de 3% y 6% respectivamcnte, 10 que resulta superior a 10 reportado para un ne

dia en cultivo liquido. La pectina induce natablemente la sintesis de enzimas

péct icas. Las sales de a~;\;nio y urea adicior'1das tienen una funcion amortigua

dora durante la fermentacion, evitando variaciones fuertes deI pH.

La produccian de las enzimas p~cticas durante la fern:entacian alcanza un

m~xim0 de actividad a las 45 horas, reduciendo dos veces el tiempo de fermen

tacian de alta produccian reportada para el cultivo li~uido. La sintesis de

las enzimas pécticas de Aspergillus ni2er es parcialmentc desacoplada deI cre-

cimierito.

La productividad encontradd en el cultivo sOI.ido es superior a la detE.:r

minada en cultivo liquida para el mi~;rr.a micraorganis::o. Esta difercncia ptcpd;·

El em~leo de un soporte inerte (bagazo de cana) para la absorcion deI ;:::

dio de cultivo resulto al:ancnte satisfactorio al facilitar el proccsu en sus

diversas etapas: alta capacidad de absorci6n, dc~arrollo adccu~do del micrGor

ganismo y f~cil rccuperL1ci6n de: producto mediante prE'Il':;;,;Jo de l r;:J~ l'rial a'

final deI proceso.

ser probablc~cnte rr.enor si se tra~3ja el pruceso liqllido en candicioncs
,

:1~;-1 S
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estrictas (control deI pH, aereacion, etc.). Sin embargo la productividad s~

guira siendo alta en el cultivo solido, déldo que el ti"iilPO en el que se al

ecH)?? la r;,:'"ü:3 actividad es mcrlor.

El siste~a de extraccion de enLi~3S par prensaJo resulta ser una opera

cion eficiente de recu~eracion de enzimas producidas mediante esta t6cnica,

en general es una alternativa m~s en e1 prorcsami~nta de metabolitos produci

dos via fer:;lentacian en cultiva sôl Ida. La eficicncia de recu[Jerdcion de las

enzimas por este método depende en gran parte de la potencia de la prensa uti

lizada y es conveniente analizar su potencial para enzimas intracelulares.

El escalar este proceso a nivel pilota requiere de estudiar los parame

tros mas crîticos como la pérdida de humedad, la evolucion deI pH, la aerea

cian y el incremento de la temperatura, asi como el de mejorar el sistema de

extraccion establecido, de tal forma que se optimice este proceso para la prQ

duccion a gran Escala no solo de enzimas sino también de diversos metabolitos

de interés industrial.

En general, este trabajo demuestra que es posible producir enzima: pécti

cas en cultivo solido y paralelamente promover el aprovechanliento de materia

les lignocelulosicos que en su Dlayoria son subproductos ag~oindustriales.

Por otro lado la aplicaion de l~s enzimas p6cticas en la industria a1i

mentari3 es cada vez r!las importante par la que es cr,nvenier,te considerar la

disp0nibi]jda~ de la pectin3 para implcrnentar su pruduccion. La idea es ern

plear en el proceso res;duos agroindustriales, que aporten la pectina, dis~i

nuyendo el costa deI medio de producci6rl, la que re~ultarîa intcrcsante y eCQ

norlliccce;:_c rtiituab1e. La enzinla producida en e1 experimento piloto-fue er:l-

pIe: ~:! cr:n {xi to en diversas aplicacioncs de p,"ctinas<1s en la tecnolügla de

ali~Lntos, habierldo clarificado jugo de manzana y extraido aceite de coco,

con eficiencias iguales a las obtenid2S CGn los productos COl:.ercial es dis;lOnL

bIcs en M6xico, todas ellas de importacion.
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Fuente

[El clDDttdvC:t
CJel cm~é

El cafeto exige un clima callente y
humedo. sin temperaturas extremas:
entre 1r y 23° grados cent igrados.
Es. pues. un cultivo tipicamente tro
pical. Su area de cultivo se situa entre
los paralelos 30 norte y sur.

Las éoocas de florescencia y de cose
cha son muy variables segun las regiones
y su latitud. En el Brasil. por eJemplo. la
florescencia se produce de mayo a sep
tiembre. y el grueso de la cosecha se
escalona de abril a junio dei ano si
guiente.

El suelo dondt: (;rece el caleto debt: ser
pr01undo. permeable. neutro 0 débll·
mente .kldo. partlcularmente rlCO en
matena orgânlca, azoo, âcido fosforaco y
potasio. Las mejores tlerras son la de las
selvas y bosques recientemente Iimpia
dos.

Los métodos de ptantio son muy di·
versos. Cada vez mas se util iza el método
de plantar las semillas en almâciga. 10
cual permite la utilizaci6n de granos
seleccionados. Se obtienen asi plantas
jévenes de 20 a 30 cm. de altura. Que
deben ser posteriormente replantadas en
su lugar definitivo. Segun la.s esp~ies y
las condiciones locales. la distanCia entre
planta y planta varia de 2 a 5 m. El cafe
to debe a veces estar protegido dei viento
y dei sol. Es entonces plantado al abrigo
de arboles; éstos ultimos pueden ser, ya
arboles dei bosque original. ya especies
de crecimiento rapido plantadas antes 0
al mismo tiempo que los jévenes cafetos_

En ciertos pa Îses. se intercalan culti
vos anuales entre las filas de cafetos. y
este durante los dos 0 tres primeros
anos. es decir. hasta Que los cafetos em
piecen a producir y cubran tOOo el
terreno.

El cuidado de una plantaci6n exige
una atenci6n minuciosa y constante:
- Eliminaci6n continua de matas hier·

bas. En algunas regiones. se siembra
entre los cafetos plantas rampantes
que ahogan la vegetaci6n daiiina.

- POOa. Supresi6n de las ramas super
fluas. limpieza que se realiza para im
pedir que el cafeto crezca en altura.

- Abono dei suelo. que debe ser adapta
do a su fertilidad yal nivel de las case
chas.

- En algunas regiones. se recurre a la
irrigaci6n. sobre todo para paliar una
falta de agua en el momento de la
florescencia y hasta el comienzo de la
temporada de lIuvias.

- Lucha contra los insectos y enferme
dades (mencionados mas adelante en
este mismo capitulo).
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La cosechél se electua de ocho a dlez
meses después de la florescencl~. E:n el
Brasll yen la mayor pane de los paises
productores. una sola co~cha es posible.
la cual se extlende de dos a cuaùo meses.
En la zona ecuatorlal (Robusta) la cose·
cha se efectua prâctlcamente durante
todo el ano.

La recogida se hace segun dos mé
todos:
- Cosecha selectiva: el recolector dis

pone de dos recipientes: une de ellos
recibe las "cerezas" maduras y sanas.
el otra los frutos Que deben ser elimi
nados. Este método se impone cuando
los granos son tratados por via hu
meda (ver capitulo 5l. El suplemento
de energia Que esto método reQuiere
es ampliamente compensado por una
calidad superior dei café Que se ob·
tiene.

- La cosecha se hace de una sola pasada:
todos los frutos. maduros. verdes 0
secos. son cogidos y lIevados conjunta
mente (0 después de una seleccion
muv somera) hacia el tratamiento.
En el caso (extremo) dei Brasil. los
frutos son arrancados haciendo correr
la mano a 10 largo de cada rama. reco-

.gidos dlrectamente dei suelo 0 sobre
grandes lonas. y luego tamizados.

N.B. - El cosechado mecânico ha sido
experimentado en diversos paises. en
particular en Puerto Rico y en las Islas
Hawaï: un aparato agita los arbustos y
hace caer las cerezas en una especÎe de
paraguas puesto al revés. 0 sobre un tol
do.

El rendimÎento es muy variable. Mu·
chas plantaciones no sobrepasan de 250
a 500 kg.lha.; normalmente. los cafetales
bien cu idados producen de 500 a
, 000 kg.lha.• mientras Que en las esta
ciones de ensayo no es excepcional obte
ner de 2 a 3 toneladas/ha.

Los enemigos dei cafeto

Los insectos
Los pr mcrpalcs insectos Que daiian al

cafeto son:
- los nematodos 0 anguîlulos Que atacan

a las ra ices;
- los estefanodores 0 esc61itos dei grano

(Ilamado broca en el Brasil) Que devo
ran las cerezas;

- los insectos horadadores Que fabrican
galerias en el troneo y en las ramas;

- las orugas. saltamontes. hormigas y
pulgones Que atacan tanto a las hojas
coma a los frutos.

Los hongos
Una enfermedad criptogamica ame

naza en particular al cafeto: la "hemileia
vastatrix". lIamada también "raya" dei
cafeto. Que se manifiesta por la aparicié>n
de manchas como de oxido sobre las
hojas. Esta enfermedad no ataca prâcti·
camente mas Que al Arâbica; de donde la
extension tomada. desde principios dei
Siglo XX. tanto en Asia como en Africa.
por las otras especies resistentes a la
"roya".

Habiendo ignorado la "raya" hasta
estos ûltimos aiios. el hemisferÎo occi
dental produce aun casi exclusivamente
Arâbica; pero la reciente aparicion de
esta enfermedad en el Brasil podria cam
biar esta situacion a mas 0 menos largo
plazo.

La intemperie
El cafeto es un ârbol relativamente

frâgil: tanto las heladas como los toma
dos le son fatales. de igual manera sopor
ta muy mal las temperaturas extremas.
en particular las heladas. asi coma los
exœsos de sequia 0 de IIwÎa.



Evocando la historia dei café. hemos La comercializaci6n dei café obedece
vis·to como su cultivo, limitado durante a reglas extremadamente complejas y
mucho tiempo a las colinas de Etiopia 0 variables. El equilibrio mundial entre la
de Arabia. se habia propagado, a partir oferta y la demanda es muy dificil de
de las primicias de 1700 a todas las tier- establecer, especialmente porque en cada
ras tropicales de los dos mundos. pais la Împortancia de las cosechas varia

Desde el principlo dei siglo XI X, el muy sensiblemente de un ano al otro:
aumento de la produccion ha sida cons- es suficiente, por ejemplo, un periodo de
tante: de 99.000 toneladas en 1825 paso heladas en el Brasil para reducir la pro-
a unos 3.000.000 de toneladas (prome- duccion en este pa is y modificar el juego
dio anual entre 1960 y 1969). Hoy en en los distintos pa ises, tanto productores
dia, el café es uno de los productos agri- como importadores.
colas de exportaci6n mas importantes dei El comercio internacional se efectûa
mundo. Se estima Que su cultivo y comer- generalmente por medio de importadores
CIO ocupan mas de 20 millones de perso- especializados. El café se suele vender
nas en el mundo entero. Sobre el plan de FDB ("free on board" - es decir entre
su valor comercial, el café se sitûa en el gado al comprador a bordo en el puerto
segundo lugar de los productos dei comer- de embarque) 0 CIF ("cost, insurance,
cio mundial, sigulendo de cerca al petr6· freight" - en otras palabras sobre el
100 ( iantes de 1974! ). muelle de descarga).

El Brasil, donde el café representa 40% Las d'os boisas mâs importantes dei
de las exportaciones totales, viene a la ca- café estân en Nueva York (cafés de Amé
beza de los paises productores: 25% de la rica dei Sur y América Central) yen
producci6n mundial, con una superficie Londres (cafés africanas). Dtros centras
de cultivo de mas de 2.000.000 de hec- de comercio importantes son: Amberes,
tareas repartidas entre diverses Estados Amsterdam, Roterdam, El Havre, Ham-
(Sao.Paulo, P~rana, Minas Gerais, Rio de burgo, Trieste, Hong-Kong, Vitoria y
Janeiro, Bahia, Pernambuco, etc.). Santos (Brasil), Medellin y Buenaventura

(Colombia).
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Total de la producci6n exportable mundial 3009

50

57
55

63

86

83
69

193
173

Total 1 064

P,omed.o de la~ campana~ .
de 196~. 1974

en m.les de 'onelaOa~ rTl!!"lCr,

235

---

Asia-Oceania

Kenla

Zair

Diversos

Africa

El Salvador __ 121
Guatemala .~ 101
Méjico --:-:-~ 98

_ln_d..,..o,:-n_es_ia R5!&'-- ....;;9;....:4

-='n..,..d_i_a -:~~·-----------------------------3~7
Diversos et 29

Total 160

Madagascar

Tanzania

Producciém exportable de café en el mundo

Etlopia
Camerun

Angola
Uganda

Costa de Marfil

-=~_~U-=s:_ad_~_:_ca R:~' ~_:_:_~
Peru ~ 43 1

-~-:~-:-~-ao-g~-a-------'"-btè-:-·.......-.- .....-~4---------------------------1~-O 1

Total 1 785 '1
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La produccion de café soluble

SI la produccion de calé soluble res·
pondia al principlO a una necesldad eco
nomlca ~ prolongar la conservacion dei
café para reabsorber la superproduc·
cion - actualmente. el café soluble es
consumido por sus propios méritos:
coma ya 10 hemos VlstO. un éxito siem
pre en aumento en la mayor parte de
paises consumidores de café. Estos
paises efectûan ellos mismos, segûn sus
proplas necesidades, la transformacion
dei café en grano en café soluble: pro·
duccion y consumo son, pues, practica
mente iguales. Estan. sin embargo. lejos
de ser proporcionales al consumo total
de café, como 10 demuestra los grâfieos
de la dereeha.

Es de notar que el café soluble ha
contribu ido al desarrollo dei consumo
dei café en ciertos paises tradicional·
mente bebedores de té. como la Gran
Bretana yel Japon.

Estas dfras muestran igualmente que
el café soluble tiene ante si un porvenir
lIeno de promesas. con vastos mercados
para eonquistar: Italia. por ejemplo. y
los Paises Escandinavos donde su uso
esta todavia poco extendido. Su calidad.
al iada a su faei 1idad de preparacion. se
ran los mejores argumentos para vencer
los ultimos prejuicios IIgados a las tradi
ciones y convencer a nuevas generaciones
de consumidores.

Consumo
Fromedlo 1967·1974 lcaleverdeJ

Francia ~~":.::;""..~:: 4.8. .
Italla ~ 3.1
Austria ~~- -: 3.0_._--=='
Canada ~~1 2.6
Espai'ia f't:~i 2.0
Portugal 1#-'...:3 1,9
Gran Bretaiia ~~' 1,8
Yugoslavia!F:d 1,7
Grecia ~ 1,1
Japon [.~ 0.7

Consumo de café soluble en relaci6n al café

Consumo de café soluble en %del consumo total
Gran Bretana ~ . _.= 90
Japon 75
Suiza 1~-_. "-."-1 50 1

EE.UU. 40
E ana 35
Francia 30
Méjico ~ 20

Alemania dei Geste ~~=~==================~1=7
Bélgica/Luxemburgo~1it4 15
Paises Escandinavos d 4

..
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El tratamiento de los granos de café

Despulpado y desparchado
Se trata en primer lugar de liberar

el grano de café de las pel iculas QU~ 10
cubren: la piel y la pulpa (exocarplo y
mesocarpio). el "parche" 0 endocarpio.
Se utilizan dos métodos: por via seca y
por via humeda.

Via seca IBrastl, Alrlca Occidental)
1nmedlatamente después de la cose

cha, las "cerezas" son lavadas, y luego
ex tend idas sobre las âreas de secado
- Ilamadas "terreiros" en el Brasil 
algunas de las cuales abarcan decenas de
hectareas. Se dejan al sol de dos a tres
semanas, removiéndolas constantemente.
En mâquinas secadoras, la operaci6n no
necesita mâs de tres 0 cuatro dias.
Una vez secados los frutos, éstos son
triturados en mol inos especiales que
hacen estallar a la vez la pulpa y el
parche.

Via hûmeda (América Central,
Colombia, Méjico, Kenial

Las cerezas maduras son vert idas, des
pués de seleccionadas, en una corriente
de agua, que mientras las limpia, las !leva
hacia las despulpadoras: éstas son mâqui
nas Que disponen de un dispositivo corn
puesto de discos 0 de cilindros rugosos,
cuvas asperezas destrozan la pulpa. Que
da entonces alrededor de los granos, un
muc ilago viscose, que se el imina por una
fermentaci6n y un ultimo lavado' .
Se sigue entonces el proceso dei método
precedente: secado, natural 0 artificial, y
desparchado en aparatos que actuan
generalmente por fricci6n.

La via seca - a menudo la unica po
sible - es mâs simple, mas econ6mica
Que la via humeda; pero ésta ul~ima. da
cafés mas finos y de meJor aparienCla 
(los Arabicas "Iavados" se cotizan a m~
jor precio que los Arâbicas ordinariosL

T riado y cal ibrado . .
El triado manual, medlante tamlz, 0

mecanico, con aparatos que pr?duce~ .
corrientes de aire, tiene por obJeto ellma
nar todas las impurezas: pequenas partes

1 Desde hace .I~n liempo exiSle un modelo de des
pulpadora Que limpia en un. sola aperaci6n IIIS œrezas
de 1. piel y dei mucilago. resultando mi superflua la
fermenlaci6n ulterior. ES1. ~uin. necesit. sin em
bilrgo un. fuerz. motriz ~ada. 10 eual restringe el
empleo en numerosos PlI Îwes.
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El nacimiento dei aroma

de pulpa y de parche, pledr as y OlfOS

OJerpos extranos. El callbrado de los
granos permlte ConSlltUir lotes homogé
neos.

Ciertos cafés de calidad superior son
ademas "cepi11ados"• es decir pulidos
para que el grano obtenga un aspecto
brillante. Esta prâctica tiende a ser utili·
zada cada vez menos.

Asi preparado. el café es embalado.
segun el pais de erigen, en sacos de 45 a
90 kg. Para efectos estad isticos se calcula
en sacas de 60 kg.

Mezclas
Clertos lipos de café son reputados

por su fuerza, su "cuerpo". otros por la
delicadeza de su aroma. la funci6n deI
especialista-terrefactor es, por conse
OJencia, obtener las mejores mezclas,
asociando 10 mejor posÎble cafés de dis
tintos origenes, segun los gustos de los
consumidores dei pais Que concierne.
Es todo un arte. que exige un gusto muy
seguro y largos aiios de experiencia.

Torrefaccion
El café que proviene de las planta

ciones es de un color gris-verde pal ido,
de ahi su nombre de café verde. Para Que
adquiera su bello coler marron oscuro.
su aroma y su sabor, el café debe tratarse

" con una operacion esencial: la torrefac·
cion. Esta sera mas 0 menos fuerte seQÛn
los paises.

los aparatos de torrefaccion c1asicas
son "OOlas" 0 cÎlindros Que dan vueltas
sobre una fuente de calor. Las empresas
modernas utilÎzan instalacÎones en las
Que la duraci6n y el grade de torrefac
cion se regulan electronÎcamente.
A l(XtC los granos toman un coler ama
dllo pâlido. Hacia los 150°C empiezan a
obscurecerse y a hincharse. mientras que
exhalan ya un buen aroma de café.
El grade de torrefaccion se obtiene entre

....-.011!~-._- .......~_-. ---..~~.
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Ci~ros afés cosechados
son repurados por su
fuerE6. su cuerpo; orros
por /6 cklicadua dt! lU

6ro~

200"C y 250°C: los granos, ahora de
marr6n obscuro, han doblado casi de
volumen y exhalan un intenso arama.
Los granos de café tostados son coloca
dos entonces sobre un gran tamiz para
enfriarlos 10 mas rapidamente posible.

El café descafeinado
Todos los cafés, ya 10 hemos visto,

contienen cierta proporci6n de cafeina
(de 0,80% a 2,5% segun las variedades).
que se puede el iminar para las personas
que soportan mal sus efectos. La desca
feinizacion fue estudiada por primera vez
en 1906, pero esta operacion no fue
puesta a punto hasta 1929.

El café en grano es descafeinado antes
de la torrefacci6n con la ayuda de un
solvente (autorizado por la legislacion)
que actua sobre las células vegetales que
contienen la cafeina en el interior de los
granos. Estos ultimos, una vez terminada
la operacion, con sometidos a un nuevo
tratamiento que elimina por destilaci6n,
pnkticamente todas las trazas dei sol
vente utilizado. Los controles impuestos
por la ley aseguran la inocuidad dei café
descafeinado.

Actualmente, los procesos de prepara
ci6n permiten suprimir la cafeina sin
verdaderamente modificar las substancias
aromâticas dei -café; asi pues, el sabor dei
café no se modifica prâcticamente.

La conservaci6n dei café tostado

Bajo la influencia dei ox igeno y de la
humedad que oxidan los elementos cons·
tituyentes, el aroma dei café se altera
rapidamente al aire libre. Bastan veinti·
cuatrè> horas para que desaparezca el
gusto de "rec:ién tostado", y basta una
semana para que el arama se atenue y se
modifique. Después de tres semanas apa
rece un gusto a rancio, y poco después el
café va no es consumible.

La presencia de una proporci6n bas
tante fuene de gas carb6nico en el café
impide su acondicionamiento en emba
lajes rigurosamente herméticos - s610 y
unico medio efectivo de asegurar su con·
servaci6n. Para remediar a este inconve
niente, se adoptan dos soluciones:
- El café es embalado bajo vado, gene

ralmente en latas metâlicas. La conser·
vaci6n puede asi prolongarse hasta un
ano; se constata a pesar de todo una
ligera alteraci6n dei aroma.

- Después de mol ido, se lIeva a cabo un
desgasado, y luego se acondiciona en
silos metiJlicos. Mâs tarde, se intra
duce el café en sobre al abrigo dei aire.
(Este proceso se util"lza sobre todo en
los pa ises escandinavosl.
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1 SEVASTI~N~S poussas

1 ~l~us &VC~5 effectué un certain nG~h~p de
;rincica!~s r~gjons p~oductrjce5 de café
\,'crë-·="uz ) afin dE' nous far::iliarisErl '1' i ~l d '-' ::. t r j ël 1 i 5 a t i 0 FI d e cep r' 0 d u. i te? r i c ~ 1e •

"issior:s Scierltifiqu.es au
a~ Mexique (Chiapas el

2U prlncipaux prccéd~5

1

~e ces Ve)'6seS n~us avons prcfité peur fllmer (viieo su~er 21 lo~t ce

1q '../. i t r :,'.1 te duc a f é- ( c? '3 r 0 n Oi.l i e, p ~ d::::: ! Ci sie. ph / tep.;:; t f. cIo 9 i e ,
ë. if: ~ 1 j :::;~. ë t i 0 r: 9 oé né t i 0 li e et r ~sis l '" ne Ë au;· r, a 10. diE S , r t: ::: 0 1 le Et
indLstrialisalion du café). Les docu~entair05 que nous SOD~es en train1detE r ;~ i r: €: r son t t r c i s €' t PCJ r· t e ri t sur

~'injustrialisation du café à Soconu5co
- l'industrialisation du café dans l'état de Veracruz
- la valorisation biotechnologique de la pulpe de café.

Au cours de ces voyages nous avons également pris un soin particulier

1p~ur collecter un certain nombre d'échantillons susceptibles de
contenir unE microflore naturelle tout l fait particulièrE cë.pable de
se développer sur la pulpe de café. Ces é=ha~till~ns ( E~~irons une

1
soixantaine ) ont déjà été a~alysés au L~boratcirE ~our isoler de
nouvelles souches de champi?nO~5 fila~enteux se dévéloppant sur des
œilieu~ de culture sélectifs. L'i501E~Ent et la purification d( CES

1
50uc~es est une étape Jon9ue , nécessitant no~ seule~ent du temps mais
aussi et surtout du matériel ainsi que des milieux de culture.

Nous disposons actuellement au Laboratoire environs 200 souches déjà

1pures de champignons filamenteux et nous sc~~e5 En train d'en isoler
encore 150. Au total pour cette étude nous ccrn~~ons disposer d'un peu
plus de 350 souches. L'objectif de cette étude ~tant double

techniques de bsse de purification et

1 obtenir des microorg~~i5ne5 nouveaux
la puloe de café et d~ ~égrader la
polvp~i~'~\ols

1- fo~m~r des cherc~eur5 aux
idE~tification de ces souches.

capables de se jévelopper
caféine, les tannins ou

sur'
les

1Par la suite viennent les comptes rendus des missions
fait dans le Chiapas et dans l'état de Veracruz.
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CC~PTE RENDU DE LA MISSION A TAPACHULA

Par'

Sev~stianos Roussos

1 Objet:

F~l~er les différent~s étapes du traite~ent de café dans le Chiapas,

- e~quêtËr su~ les dé~hets de café et
re-c~erct:er de ~ouvelles souches de champigno~5 filame~teux capables

de dé3rader la pulpe de. café ~insi que le cascavillo.

1
1
1

Date
Lieu

du Lu~di 16 au Mercredi 18 Février 1937
Soconus~o , Partie SUd-OUEst de l'Etat de CHIAPAS , Mexique

1
Participa~ts : ROUSSaS Sé~astianos (ORSTOM)
et VrLLAREAL Philippe (ORSTOM).

Tm'!ASINI Ar'acel i <UAI'1- 1 )

INTRODUCTION

Dans le cadre de recherches sur la détcxification des déchets de café
que ~cus menons actuellem?nt à l'OPSTOM en coopératio~ a~e~ le

1 Dépar·terr.ent de E:iotecnolo3ies de la LIAM-l, nous a\.'cr:s r·éalisé unEo
mission Siie~tifique dans l'Etat dp C~iapaE avec les objectifs
suivant: :

1

de l'indu:trialisation dudéchetspl" i rtC i pau)~le!:surEnquèter·
café.

1
Rechercher de nouvelles souches de charnpigno~s filamenteux

capables de détoxifier les déchets de café.
Filmer les principales étapes de la culture de café ainsi que les

1
différentE processus de son industrialisation dans la région de
Socoriusco.

1

1La ~~~ion de Soconusco s'Etend à la partie Sud-Ouest de l'Etat de
Chiapas au Méxique à la frontiêre avec le GuatE~ela. Sa supe~ficie est
de 5.827 Km A 2 et sa population à peine depasse un demi-million

1
d'habita~ts. La plus i~portante ville de cette r é 3 i o n agricole est
Tapac~ula avec 200.000 habitants. Dans cette région se trouve le
volcan T?can& de 4.117 m de haut. Sur les pentes de ce vieux volcan
p!"é·nnE:-nt rlël i ssance d' i r.winbr·ab 1es r-u i sseau>~ for mël.nt des cascades J 1a1plu 5 i 11 PO" t arr t e é tan t cEl! E' d e Mli ;: b c:. 1.•

Les principales cultures agricoles sont : c2fé, mais, 50ja~ cacao,

1cotcn, ba~~ne, canne ~ suer"E t !~&nsu€, r·iz, pasteques, coco, tabac,
h~ricots, avocat et autre produits 29ricole5 d'inportancE ~ineurE.

I
Le produit le plus cultivé au Soconu5co est le café, si l'an considère
la superficie 1ps cultures (cafetales) ai~si que le nombre de
• qui ri t a lIEs H ( q Li i r. t a. 1 = 5 7 , 5 ~: 9 d S' c c. f é Pers c.~;: i no) pre d u i t 5 e ri

1



1
1C:OMp,,"ë'dsor, :t,';;::: d'autres produits agricoles. Er: 1985 il:,' ê1 E-J_ W,~I

~~tal de 81.000 hectares de cultu~e de c8fé représentant 16% de 16
superficie totale desti~née à la cultu~e de café au Mexique. Po~r la

1
:ri ~m e i3 n Y, é Ela p r- 0 j u. c t i 0 r. cl e c a,f é a été poLl r cet ter' é :1 i Ci r. 1é :1 è f E iCi E; nt
supérieure à 1.250.000 quintales représentant à peu près le 20% de la
production ~ationale. Non seulement par la superficie ocupée 6U sel
;~ais essent ielleroent par l'impof'tarlce de la pf'oducti~r, do: '_o."f';,

1SOCOfiIJ5CO se conf ir'me comrne la zone cafE)'~r'e oc:::u~t:,.r.t lE: ç-rc",>.t l ic-u.

a u l" e-:d ~ '.1 e .

2' "-:"-
T ~" ...~c")-" c-r= ,...... - --,., - .1Pour r~21iser' c~tte mission

l'Irstituto Me~ic~"~ de] ~~~c

la mis!:'ion OF:STOM-""';:""!éJ')e ?j~!~i

1

, ..
"t::

~ Tapac~ula Lu~di 16
~n c~ar3G par lE D~.

l'ir'9. Fidel GARCIA
de' Am~jOraiiliE;nlc 'j

avons établi le plan

I CR~O~RATTON A~i~ d~ t~5t?~ !~ ma~e'iel Vide8 de la mission
ORSTOM-M~vi~c, nous avons réalisé un reportage préal~ble au
1 ~bn~~+ni~p de Biotechnologies de la UAM-I sur les champignons

1filamenteux isolés su~ extraits de café qUE nous avons collecté lors
d'une précédente mission dans l'Etat de Vera Cru:. Les principales
conclusions de ce ~eportage ont été les suivantes:

1 - Utiliser une lumière artificielle pour les prises de vue à
l'intérieur ou à l·o~bre.

- Disposer de 2 - 3 batteries re:::hargeable~ pour avoir une

l autonomiE suffisante pour les prises dE vue aux champs.
- Amener une rallonge de 10 m , une mulliprise volantE~ une

~ultiprise normale~ une prise adaptateur avec terre, cables avec

I fiches de lectur'e pour' visionrler sur' tele à l'hote!.
- Amer.er le t~epied pour la prise de vue fixe.

Amener des sacs en matière plastique pour la collecte

I
d' éc han t i 1 Ion s •

- Amener un magnetophone portatif avec microphone indépendant ainsi
que de cassettes vierges pour l'enregistrement de son et la
~éalisation d'interviews.

1 - Amener les factures d'achat du matériel pou~ un eventuel controle
douanier & l'aéropo~t.

I
DEROULE~ENT DE LA MISSION: Arrivée de Ae~o~eyico

Février à midi. Dès notre arrivée or e été pris
Paulo TOMASINI et nous avons rendu visite à

I
ONTIVEROS , a,gr'onorne et responsab 1e du Dpto
Produccion à l'INMECAFE de Chiapas. Ensemble nDUS

des visites ainsi que les lieux de tournage.

I par comodité nous avons cDMencé le lundi après midi par la visite,d~un
·be~eficio seco· situé à Tapachula • Par la m~me occasion on a Vl~llé

le Centre Regional de INMECAFE de C~i2pa5 ou le Lic. Miguel Jasl~tQ

I CAST,o,NEDO ~NDRADE , ::lGleSë,do r'E3ional, nOl;,5 a rE'::U. La jourr.éE- j-..,

ma.r·di a été reser~lé~ pQ~r la visite d'un l't'~'~~fic~~ ~L·,~~j=IJ Je l~

·.cine?· Mu;~bal situé 2'J ~lans du v::slcar. Ta'-2,!';ë. ~,Jr".~ 3','=:',:: ..':~:t·:.::-t.

I
filmé ~es ~fi~Cë.'S" privé~!:' situées ~I_"': ?!".':'~t(:;.'r:: :!!: :.:,;:;;=l',~:2 ~:

T:i~rcr'edl -nëtln.

1



Transport du café pergamino (quintales) en camion
Mesure du café en nombre de sacs
Stockage du café jusqu'au traitement sec.

Lavage et élimination des mauvais fruits (sifon)
- Depulpage de la ·cereza·
- Elimination de la pulpe (rivière ou aires de compostage)
- Fermentation du grain o( 24- 36 heures)
- Lavage et élimination du tegument
- Séchage du grain ( solaire ou industriel)
- Produit final obtenu ~ 12% d'humidité: ·Cafe Pergamino·

Le fruit du caf~ (cereza) arrivé e~ ~aturjté ~st de couleur rouse, il
est cueilli manuellement, transporté ~ l'u~i~e (beneficio) et par la
suite traité industriellement pour sa ~ommercialisation sous forme de
grain vert (cafe oro).Il est principalement destiné à l'exportation.
Il existe un autre type de traitement de la ·cereza· par séchage
direct sans passer par un ·beneficio·. Dans ce cas le produit obtenu
s'appelle ·Cafe natural·. Dans la region de Soconusco la presque
totalité du café produit est déstiné , l'exportation, de ce fait nous
ne" développerons ici que les principales étapes de l'industrialisation
du ·cafe oro· lequel les sont les suivantes:

1
1

01

1
1- Cueillette manuelle

- Transport au ·beneficio Humedo·

1-Tri manuel des fruits murs (cereza)
- Mesure suivant le volume des fruits
- Séchage direct au soleil des fruits

1 ·PROCEDE HUMIDE·

1
1
1·PROCEDE SEC·

1=

et séparation des fruits verts
rouges et des fruits verts
verts (cafe natural)

I·proceso seco·

- Nettoyage' sec du café ( élimination des déb~i5 solides)
- Broyage du grain pour éliminer Ips pellicules ·pajilla·1 -Tamisage, criblage et séparation suivarot la taille et le poids
- Elimination électronique d~s grains tachés (de~~anchado)

- Controle, finition manuelle du café vert

1 -Ensachage final pour exportation de ·cafe oro· en quintales
- Stoc~age du café dans des Dépots généralement de l'INMECAFE

Transport des quintales de café par camions remorques jusqu" la
Ifrontière des Etats Unis ou aux ports d'embarquement.

Il nous a été difficile de suivre les différentes étapes
d'industrialisation du ·cafe natural· déstiné exclusivement • la

Iconsommation nationale, étant donné que dans la région de Soconusco la
période de collecte de café aprochait ~ sa fin. Il n"y avait du café
que dans les parties les plus hautes situées • plus de 1.500 m

I
d'haltitude. A partir de cette hauteur la presque totalité de café se
destine ~ l'exportation, exception faite pour les groains verts en fin
de période de collecte. Cependant nous pouvons imaginer le procédé

I d'industrialisation des grains de café de deuxième voir troisième
eatégorie qui doit ~tre le suivant:

1



- coll~ctE ffi~~uElle

rnaduration d~s grains verts dans des bassin de stock~3e ~ l'D~br~

pour obte~ir une couleur jaune des grains
- séchagE' solaire dans des aires de séchage (patios>
- Opte~tion du "cafe natural- à 12% d'humidité
- Broyage des grains pour enl~ver l~ ·cascavillo·
- Clsssification du café selon sa taille et sa densité

Grains de café qui ~'ont pas été SG~~is ~~ ~~o=édé

ont été dir·ecter:IE'nt 5Ë'=~.és 2U soleil pc....:.r w~te;".i( II 1',0:;'

1
1
1
1
1
1

R3pnelG~s brièvement les principales
div-cr'sEs fOf':ies de pr'é-ser,ter le café traité
rt?ior i de Soconl'~co, Edo de Chiapas, Me;~ico :

"cafe natur·ël.l"
!",UT.1 i de et qu i
humidité de 12%.

étapes ainsi que 1&;0'

industriellement da~~ la

1
"cafe per?a~ino" Grains de café traité p2r le procédé humide
(lavël?e,dE50ulpaSE,+errnentation,élimination du tt3u~5nt~st=ha;e) El
obtenus. 12% d'humidité.

"cafe orc" : Grains de café pergamino soumis au p~océdé sec !netoyase
à sec. broya?e, calibrage, triage, polisage) pour cbt~nir un café VErt
destiné à l'exportation.

1
1
1

"cereza" Fr'uit de café mur', de
c~rise d'ou tient d'ailleurs son nom.

PERSONNES RENCONTREES ET ADRESSES

à la

Lie. Miguel Jasinto CASTANEDO ANDRADE. Delegado Regional deI INMECAFE,1 Tapachula. , Edo de Chiapas

FidEl GARCIA DNTIVEROS. Depto dE ProducciO~ y mejoramiento de

1 Café.
INMECAFE. Tapachula , Edo d~ Chiapas. Tel. 50466 y 6~?~~

1
Sr. Pedro SALINAS SANCHEZ. Depto de RecepciO~

deI café. INMECAFE. T~rR~hu]?J Ed~ de C~i~P95

Sr. Ce5~r GONZ4LEZ GUTIERREZ.

1 Tapac:hu lité'!.
Tapa~hu1a. Edo dp C~i2pa~

E: ~ ~'. c fi:: i c

1Dr.

Sr'

1Sr' .

A~nn G. ~jrca 0uen Sabe. Tapachula , Edo de Chiap&s

JI.I(Ol", TCl1'"'l\SHU. Finca Chapultepec. Tepac:hula , Edo de Ch.ap2=

CONCLUSION

1Nous e\/orl= beaucoup appris sur la culture d'_, ,:~.ç~ r ~,:-.-:!.: :é ?::'~.:-='
e t d e Cs l a. fi t a. t i Cl n de gr a i n 5 de c? f é 0 =;.,~ ~ 0", ::, :,:. '" •• t: ,- ~ : r- ':: t -:: ~.. := i ".~" - - .

1pla ri t a t i 0 fi de' caf é , les =0, r-. b" e '0 " .-:;: ...: l, ) ,-' ~1 " , ... , , , ,.. ~ -

1 ' û r:. b r e ?'J >~ cul tu!""' es d E· C 2} fée ... [J C' ~ é :: ::.' ,- ,... , !"'. < , ,- '" - . . .. • , .•

ct.a;;,,;~iQr,c;n ohytn;1?tho·~è""c. rl"..- - " •..•. - -'- --,< ,.

1
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Cepe!",d~nt not ...·'" "" .... "I·~t ... rI" .. +,.. .. + ,", ... ~'; .. "'·~· .. ~~,'i:.,+~":" ... ~., -"'~é et les

1C01J~ n"'c:I':'l'itc;; ob+'? ...."~ ... ". .. ,.,,-,0: ? rp~ :,~"~i':" ... ~ ,f~\'~!':""~n""'" j~\Jantage le
vo1et ",~"·o ...'otniq'-''? '?t ~o(""ioC'l-,lf:"rp.l dl? cette merveilleuse plante
troDic~ll? Nous ~onseil1ons vivement aux intéressés de s'adresser pourI P l 115 d';rlformation aux deux livres suivants:

Cafeto : Cultiva y Fertilizacion

1
Dr. Jose F. CARVAJAL
Instituto Internacional de la Potasa
2· Edicion 1985

Ber' na 1 Sui:z a

Ed. Instituto Internacional de Potasa - P.O. Box 1211CH 3048 WORBLAUFEN - BERN - SUISSE

Cafe j Sociedad en Mexico

1Dra. Margarita NOLASCO
Centro de Ecodesarollo
1" Edicion 19851Altadena S - Mexico 03810 D.F.

1
·1
1
1
1
1
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COMPTE RENDU DE LA MISSION A JALAPA, VER.

Objet

Filmer les différentes étapes de l'industrialisation du café da~s

l'Et~t de Veracruz
- E~~~ete~ sur les déchets du café
- Pr~~jre des contacts avec des chercheurs de l'IN~ECAFE

du Jeudi 5 Mars au Ve~dredi 6 Ma~5 1987
Jal~pa, Coatepec, Etat de Veracruz; Mexique.

Date1 Lieu

Participants: Philippe VILLARE~L et Sévastianos ROUSSeS ( DR8TOM >

1
INTRODUCTION

1Suite à une précédente mission à ~ico en décembre dernier, nous sommes
retournés da~s l'Etat de Verecruz pour filmer cette fois-ci les

1 prir:cipalE's éta.pes de l'irldustrialisatior: de café. Forts d'une
Experience précédente concernant l~ réalisation d'un documentaire sur
le~ principales étapes de la culture du café dans la région de

1Soconusco ( Chiapas >, nous avons voulu cette fois-ci réaliser un
documentaire sur l'industrialisation du café dans l'Etat de Veracruz.

L'état de Veracruz se situe à la partie Centre-Est de la république1Mexicaine et occupe une surface de 72.000 Km A 2 ( 4% du territoire
total du pays ). La ligne moyenne mesure approximativement 780 Km de
long et de largeur inégale évoluant de 36 Km à 212 Km . Cet état se

1divise en trois zones ( Nort, Sud et Centrale >. Les deux premières
zone5 se distinguent par la caractéristique petrolière ( extraction,
industrie petrochimique ) alors que la zone centrale se caractérise

1 par des activités commerciales, portuaires et agricoles. La population
de l'état a triplé entre 1930 et 1980 ; elle a passé dE 1.377.000 à
5.387.000 habitants, occupa.nt de ce fait, au niveau natior.al, la1 troisièm~ place.

Cependant malgré l'impo~t~nce de la p~oduction pétrolière! Poza Rica
, Coatsacoalcos > Ve~ac~uz est essentiellement un état ~9ricGle. A~ec

l une production de viande de 162.200 (12,5% de la ~rodu~tio~
nationale), de 570 million de litre~ de lait (18% de 1& prod~clion

~ationale), une production de ~ucre de 958.000 tonnes po~r 1980 ( 37%

I de la p~oducticn national~ ). De =e fait l'état de VE!·acruz est l~

p~o::-rr.ier producteur· de ~uc:~·e au Mé>:iql.'.'? .. 1(: pr'2rr.ie:'" prod;..lcte'ur· .je
viande , le s~ccnd productEu~ de café (26% de !a ~roduction ~acionale)1et le tr·oisiè;ne pr·od'_~cteur· de l~it.

D'a:.J.tres p"oduits 2?r·ic:oles s'addition!-,erlt ~ cette liste co~;;r.le : ;r.<;.is,
h?~icots, ~iz. o~~n?es~ mangues, banane~, ~nanas, patates, avocats,

1papavE, cit~~ns, soja, chile, tabac et= ..• Cette diversific~tion au
r:io.'eau de le:-. pr·o'iuction a.gr·icole est eS5e-r,tielle-;r,er.t due aûx
c~r?ctéri5tiques particulières de cette ré3ion à cliffiat tropic~le mais

1



1aussi ~ la natur·e des pro-f i l~ de cette ré-gion. En altitude se
cultivent principalement la patate ( altiplano de Perote ) et le caf~

et au niveau de la mer la canne ~ sucre~ l'ananas et les bananes. Pour

1être complet, il faudrait ajouter A cette liste les produits de pêche
4~.OOO tonnes (14% de la pêche nationale).

1Il nous a donc paru tout. fait interessant de faire une mission dans
, cette région agricole et riche pour se documenter sur l'~tat de l'agro

-industrialisation et plus particulièrement sur l'industrialisation du'1 caf4!-.

Nous avons donc pris contact avec l'Instituto ~~v·_~·o ~~~ :nf~

(INMECAFE) Ir.g. Roberto LICONA FRANCO, Dir~r-t'='lr ~., ~~,=:;·t·:-~:c.t'~-:

I r'echerche et d'amélioration génétjn"~ ri l' c?ft-. C'c.~t ~'!"!""E:!',~~ G-lÏ a
or'ganis~ notre mis~ion et nlani~ié t':l'_'f:'E''! !'E'!: '.·i~itE:'s. Pc;.;r cEtte
mission nous avons b~néficié out~~ l'~ide très impD~tante et efficace

I de l'INMECAFE, l'~pui logistique de la mission ORS TOM du Mexique ainsi
que d'un financement de la CEE.

1 DEROULEMENT

La préoaration de la mission a ét~ simplifiée au maximun , ~tant donné

1Que la semaine antérieure ~ cette mission nous avions r~alis~ un
documentaire sur l'industrialisation du caf~ à Soconusco. De plus nous
connaisons relativement bien cette r~gion de caf~ vue sa proximit~ au1DF et du nombre important de nos voyages ant~rieurs.

Départ de Mexico le jeudi 5 Mars ~ 5 du matin; arriv~e ~ Jalapa vers

110 heures du matin. Il est important de signaler qu'au niveau de
Perote il faisait un froid exceptionnel le matin ~ un tel point qu'il
commencait de neiger.

1Nous avons rencontré ~ l'INIRES nos collègues de l'ORSTOM Dr. Odille
HOFFMANN et le Dr. Jean-Pierre ROSSIGNOL. Après une discussion
fructru8'use sur leurs travaux de recherche scientifiques surie café

l et particulièrement sur la p~dologie et l'économie rurale, nous
sommes rendus ~ l'INMECAFE ,

Dans l'après midi nous avons parcouru les différents sites de tournage
( champs exp~rimentaux, beneficios ) et nous avons eu l'occasion de
discuter avec des agronomes de cet Institut.

Après une présentation de notre progr'amme de recherche sur le caf~

men~ en coopération ( ORSTOH-UAH ) nous avons planifi~ le pr·ogramme de
mission pour les deux jours de tournage. Nous avons vu un documentaire

1
audiovisuel sur les principales activit~s de l'INMECAFE. Le Dr.
Roberto LICONA FRANCO nous a fourni un certain nombre de documents sur
le caf~ de l'INMECAFE ainsi qu'une copie du document audiovisuel.

1
1

1
Il est important de mentionner que l'INHECAFE et en particulier le Dr.
Roberto LICONA FRANCO Chef du Départerment de recherche de cet
Institut ont contribué d'une manière impor·tante au bon d~roulement de
notre mission aussi bien • Jalapa mais aussi • Soconusco en mettant

1bien volontier en notre disposition le matériel n~cessaire ainsi que
des ingénieurs responsables de differentes actit~s de l'INMECAFE.

1
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I Nous avons filmer les diff~rentes ~tapes de l'industrialisation du
café ( proc~d~ humide et sec ) • De même nous avons enquet~ sur les

I
princiPaux d~chets obtenus au cours de ces proc~d~s ( pulpe de café,
pajilla ) pour le beneficio nommé Puerto Rico.

I
L. volet Agronomique a été traité également en visitant le champs
d'expérimentation Garnica de l'INMECAFE situé ~ Jalapa. Nous avons
filmer en particulier le mode de culture, les diff~rentes vari~tés de

I
café s~lectionnées selon des critères de resistance aux attaques de la
rouille., la taille de l'arbre, le contenu en caféine, la taille du
grain •••

1 PERSONNES RENCONTREES ET ADRESSES

Dr. Roberto LICONA FRANCO. INMECAFE. JALAPA, VER. Tel. 878-31

IIng. Cesar GUSMANN ORTIZ. Beneficia INMECAFE. COATEPEC.
Tel.606-65

IDr. Odille HOFFMANN et
Dr. Jean-Pierre ROSSIGNOL. ORSTOM-INIREB. JALAPA, VER.

VER.

1 CONCLUSIONS

L'agriculture est tr~s développée dans l'état de Veracruz avec

l une industrie agroalimentaire assez avanc~e. Ceci est ~9alement vrai
pour la culture et l'industrialisation du café. Cependant cette
agriculture est tr~s diversifi~e contrairement à celle de Chiapas qui

lest plus sp~ciali5~e vers le café.
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COMPTE RENDU DE LA MISSl~N A XICO • Ve~.

Objet: Collecte d'échantillons pou~ l'isolement de champignons
detoxifiants la pulpe de café.

Date: Du Lundi 8 Décembre au Ma~di 9 Décembre 1986
Lieu :Jalapa , Coatepec , Xico Edo Veracruz • Mexico.

Participants: Maria de los Angeles AQUIAHUATL , Professeur de
microbiologie ~ la UAM-I ; Maria deI Refugio TREJO, Biochimiste

contractée pour le projet detoxification de la pulpe de café CEE et
Sévastianos ROUSSOS ,Chercheur microbiologiste de l'ORSTOM.

INTRODUCTION

Le troisi~me volet du projet de recherche • fourrages tropicaux • mené

1actuellement au Département de Biotechnologies de la UAM-I, financé
pa~ la CEE concerne la detoxification de la pulpe de café. C'est un
sujet de recherche tout. fait nouveau pour notre laboratoire et pou~

1
aborder ce sujet on a démarré A partir du zéro.

En nous fixant comme objectif la valorisation de la pulpe du café par
fermentation en milieu solide nous avons voulu introduire dans notre

1groupe de travail une nouvelle ligne de recherche sur les
microorganismes nouveaux présentant des caractéristiques
int.~essantes. En particulier isoler des souches de champignons

1filamenteux dégr-adant la caféine , principal composé toxique de la
pulpe de café ou synthétisants des enzymes particulières comme les
pectinases. L'objectif étant double:

1- isoler des microorganismes interessants
- fo~me~ des che~cheurs aux techniques de purification et
d'identification de ses microo~ganismes.

INous nous sommes rendus dans la région de Jalapa, capitale Mexicaine
du caf. située au cent~e -est du Mexique et plus exactement dans

1l'Etat de Veracruz, pour collecter un certain nombre d'échantillons
afin d'en isoler par la suite au laboratoire des champignons
filamenteux sur des milieux séléctifs. Pour la réalisation de cette

I
mission nous avons bénéficié de l'infrastructure logistique de
l'ORSTOM ainsi que d'une aide financi~re de la CEE.

1 DEROULEMENT

Une semaine avant le départ nous avons cont~clé les cherchE~r~ de

I l'ORSTOM travaillant ~ l'INIREB l Jalapd pour or-ganiser av~c eux l~

mission. Un vehicule tout terrain B ~~. pr~v~ pou~ visiter des
plantations de café (caf~taJ~~' ~in$i ~U~ df~ "be~Eficios· situ~s •

_: -des endroits difficilE~ d'~CC~5. Le Dr. Lu= CAMBREZY, chercheur1gé09rap~e de l'ORSTOM t~availlant sur le café • Jalapa, a
minutieusenent p~.~aré cette mission.

1



Ipour la collecte des échantillons nous avons pris des sachets stériles
en mRtiére plastique. Pour chaque ~chan~illon prélev~ nous avons not~

I

l. N·, l'endroit de pr'~lévement ainsi que la nature de l'échantillon
collec:t~.

,

~ Départ de Mexico en voitur. le lundi 8 d~cembre ~ 6 ~eures, arrivée ~

I Jalapa ~ Il du matin. En fin de matinnée nous avons visité un certain
" . nombre de cafetales en cherchant des ~chantillons susceptibles de

contenir des champignons filamenteux interessants.

Ipour la constitution d'une collection de microorganismes correspondant
aux objectifs fixés nous avons recherché ~ collecter des échantillons

I
pr~sents dans l'ecosystème de culture et d'industrialisation du café,
selon la stratégie suivante:

Tout d'abord nous avons collecté au niveau de l'arbre (caféyer) des

I fruits murs présentant une attaque microbienne; de la même manière des
feuilles ou des morceaux de branches ont été proprement collectés. Au
niveau du sol ,au pied des caféyers, nous avons recherché plus

.Iparticul iérement les fruits et les feui lles en décomposition, les
branches présentant une attaque ainsi que le sol lui-même.

I

Ensuite, nous avons visité quelques ·beneficios· (usines de traitement
du café) • La seleccion des beneficios a été essentiellement
influencée par la taille, la vetust~e, ainsi que l'anciennetée de ces
usines. En effet on voulait isoler une microflore naturellement

l installée sur ses siles. Cette microflore serait, par la force des
choses, spécialisée avec le temps vers la dégradation des différents
composés du fruit du café ( pectines,tannins, cellulose,

Ihemicellulose, lignine, caféine)_

Nous avons prélevé des grains de café en décomposition aux abords de

I
diff~rentes cuves de fermentation ou de stockage, de la pulpe de café
provenant des tas de compostage non loin de la -despulpadora-. Enfin
nous avons graté la surface du sol et des murs intérieurs aux endroits

l
ou apparraissaient des projections de pulpes des récoltes antérieures.
A ces endroits il y avait effectivement une microflor'e de champignons
filamenteux bien dévélopée avec une sporulation abondante.

·IAU total nous avons recolté 38 échantillons au cours de ces deux jours
de mission. Nous avons profité de ce voyage pour visiter rapidement le
beneficio de Puerto Rico en Coatepec et prendr. une centaine de kilos

I
de pulp. fraice indispensabl. pour la préparation des milieux de
cultur••

I
Dr

_

IDr.

Ing_

I
VER

•

1

PERSONNES RENCONTREES ET ADRESSES

Luc CAMBREZY. Chercheur ORSTOM. INIREB. JALAPA, VER.

Odile HOFFMANN. Chercheur ORSTOM. INIREB. JALAPA, VER.

Cesar ORTIZ GUTIERREZ. Directeur Beneficio Puerto Rico. COATEPEC,



Au Laboratoire, pour l'isolement de nouvelles souches de champignons
filamenteux, nous allons suivre également une stratégie identique pour
le traitement de l'ensemble des échantillons ainsi recoltés.

Cette mission • 3alapa nous a per·mis d'amener au Laboratoire un
certain nombre d'~chantillons • partir desquels il est probable
d'isoler des microor'ganismes interressants. Nous avons nous - mêmes
collect. ses échantillons et nous avons pu constaté à cette occasion
qu. notre stratégie d'échantillonage s'averait bonne. En effet il est
fort probable que pa~mi les microorganismes se développant
naturellement sur les fruits de café endommagés se trouvent des
champignons filamenteux utilisant la pulpe de café ou un autre composé
comme substrat carboné pour leur croissance.

1
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CUADRO ** 3

B- CDNDICIDNES ECOLOGIC~S PARA Et CULTIVa DE CAFE EN COSTA RICA.

COSTA RICA: PRCDUCCION REGISTFADA, ~REA CULTIVADA,
RENDIMIENTD DE CAFE. COSECHAS 1980-1081 A 1984-1~85

a. 280
1138 a

zonas

p r· ClfTlE' d iCI

lTIo'-Jil 1/

pa.is, de las

~ Et-..4 D i: f·l 1 EI"H [: EN
D.hl °8R HECTAREA

,je 1 ë<.

C '=':. e- c h ·3.

cafe tienen un brille
de 2400 haras come

AREA CULT 11.)A DA
EN HECTAt:;:EAS

Z (:):i a. :. cul t i ~!;'. d 3.5 .j e
horas como minime y

Rica., 1;..:.
de 1575

F'PODUCC ION
EN D. h 1

1981-1 982 4 525 189 n-, soe 54.85 61 c:-c:-C·' • __1....,)

1982-1983 c:- 4t.3 2~:4 83 280 65.67 60 15~I .
19E:~:-1 y'84 c:- 214 1~9

,-, ..., 060 59.93 62.05._' CI (

1984-: 9f:5 6 720 5::2 1 1 1 e0~ 6e .54 52.76• .
19E:5-1 '7'36 4 193 84€1 11 1 000 "':'/ /r-, ------. '-' ( • ( 7'

FUENTE: 1CAFE
1/: Prc,medic, mo.",i 1: pr·::omedio ·jel a.rlc, ;'especti""'c" a.no anter'ior

y ana posterior, p3r-a. amcr·tiGuar· la t.)ariacion cicl ica de
la produccion de cafe.

Existen 101 empr~sas beneficiadoras en el
cuales el 33% son cooperativas.<l)

1. Luminosidad:

El cafeto requiere durante 'os meses secos de 200
horas de brillo solar po~ mes y en los meses 1 luviosos de
150 hor'as por· mes· El pr'c,medio l:Jptimcl par·c. las
c~.fet~.l era.s es· de 1500 a 2500 h,:,r-ët.s-lIJz a.nual.

Ela. r e a. cul t i t) a da. d e c a ~ e ~,a. r .:.. '; cc:· e ': h d. 1 9~: 4 - ; '7~: 5 f u e di?
111000 hectareas;el rendimiento ~romedio en D.hl por hectarea fue
de 60.54. En el cuadro ~ 3 se presenta la produccion registrada,
area cultivada, rendimiento y numero de productores de cafe para
las cosechas 1981- 1982 a 1984 - 1985 (2).

En Costa.
sc.l ·~r ~.n IJ a.l
max i me. (3)

..
Los elementos de cl ima mas importantes que influyen en la

ca' idad del cafe son las siguientes: luminosidad, precipitacion
pluvial y temperatura. Estos elementos estan relacionados a con
la altitud ;.' en conjunt'o determinan la. cal idad del productQ final
en la. taza.
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4. Al tura:

6. Suelcts:

5. Humedad relativa:

3. Temper'.;.t'Jr·a:

un
el

pr'efiere
el pais

cultivo del cafe
esta comprendida

-,.=.

zona cafetalera de mener al titud <201.3 a 61.31.3 metros
en el pais, posee la mas alta humedad relativa (89%) y el
maxime de dias de precipi tacion y es la que produce el
ca.fe de ma~· baja. cal id~d.(4)

En rela.cion con la. acidez del -:;.uelo, el c~.fetc.

~.u e l 0 1 i 9e r· am e n t e a cida c c, n u n pH de 6 a 6. 5 • En
ambito de pH de los suelos esta entre 4.5 a 6.0.(4)

Para obtener una condicion fitosanitaria optima del cultiva,
la humedad relativa debe oscilar entre 77 y 89 par ciento.

En Costa Rica el minimo de dias de precipitacion es de 145 y
el maxime de 245 dias. (3)

Debido a la irdluenc1:i de la. a.lt!Jr·â en la ca.l id·;d de la.
bebida, en Costa. Ri.ca s·e ha iija.dc. wna. tdtitud minima. de 501.3
metr'c,s s-c.bre el nive' deI ma,p (s.rt.rn) para\i. :.Î€'mbr·a de cafe. En
nuestro pais las plantaciones d~ cafe estari in zonas cuya altitud
esta c':Jmprendi da entr'e~0ay 17eemetros. s.tJ;m. Los 1ugares. qlJe
pr'oducen las mejor-es ca.llda.des de'..caf~ ~:.t'-rl entre una. al tura. de
1201.3 a 171.39 metros s.n.m.(4)

En Costa Rica los suelos derivados de cenizas volcanicas y
los de origen aluvial p~esentan condiciones excelentes para el
cultive del cafe; sen sueles prefundos de excelentes condicienes
fisicas, altos en bases de intercambio y buen contenido de
ma.ter i a c,r'yan: ca. per'o nc' sen de mu)" il.mpl i~. di s.tr· i buc i cln. (3)

2. Pr·e-c i p i ta.c j or, pl u'.) i a.l ~

Se ha determinado que la temperaturaa ambiente ideal para el
crecimiento del cafeto es de 23 C durante el dia y de 17 C
durante la noche. El cafe se adapta a una temperatura optima
promedio entre 19 C y 25 C con uarlaciones no mayores de 5 C a 6
C. (3)

La.
s.n.m.)
numero
tipo de

Las precipitaciones apropiadas para el
dependiendo de su distribucion durante el ano,
entre 151.31.3 y 2000 mm anuales.

Para Costa Rica, el cafe tiene un rango de adaptacion que
oscila entre 201.30 y 4200 mm y necesita una estacion seca no
mayor de 4 0 5 meses de duracion, que concuerda con la epoca de
reposo de la planta antes de la floracion.

:1~ ..
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c- VARIEDADES 0 CULT!VARES

En el pais se cultivan difer~ntes variedades de cafe de la
especie Coffea arabica, siendo las mas importantes:

- Typica (ara.bico 0 criollo): 'v'ar·ied.3.d con la que ~·e iniciaron
nuestras siembras. Es una variedad de porte alto que alcanza en
pocos ancs cuatro 0 mas metros de al tura.Los frutos son a1argados
de muy buen tamano y de magnifico rendimi~nto cereza-oro. Aunque
todavia ocupa un a.ltc. porcenta.je deI .E<.r·ea cultil}':<.da. deI p<'l.is, su
cultivo no es recomendab1e debido a que ha sido superada
amp1 i amente pClr 105 dei'l":::<5. cul t i var·es de U-:'O COrT,er·c i al. (3)

- Hibrido tico: Originado del crl.lce nat:ur~.l entr'e el ar'aclico >' el
Bourbon. Se adapta a las mas variadas condiciones de cl ima y
sue10, es de produccion media y de maduracion temprana; su fruto
es mas pequeno y de menor rendimiento cereza-oro que el
Typica.(3)

-Villa Sarchi Selecciorl de I.ln pcsible cr-uce natura1 entre el
Bour·be.n y el San R.amon, de por te peql.l~no y de apar i enc i a
compacta. Presenta caracteristicas definidas de precocidad yalta
p r c, d I.l cci 0 n • Po S, e e uÔ· $. i stem·:I. r· ad i c a. 1 f I•.le rte y ab I.l nd .... n te, p0rIo
que se adapta bien a condiciones uariadas de cl ima y suelo y
e~.pecia1mente a zona~ ventosas. E~. de altapr'c,duccion >' su pc,rte
permite s·embrarlo ~'. cClrta~. distarlcias. (3)

-Caturra: Variedad introducida deI Brasil ~n la decada del 50 deI
presente sig10.Se ada.ptaa1a mayorl& dela.s· condiciones de
cl ima y suelos de] ar'ea cafeta.'era na.cional. Tiene
caracteristicas mu~sirnilar~s al VilliSarthi en cuanto a forma y
tamano. Posee 1alanta.j a. de prodlJci r 'granos de mayor tamano que
el Villa Sarchi. Es;una .... ar'iedad.de madur·àéion tardia y de a1ta
producc i on y es 1a vai"i ed..d ma's recomendab1 e para cul t i var en 1as
zonas humedas deI pai~. (3)

-Mundo Novo: Es un cruc~ de Bowl'bon con Sumatra originario deI
Brasi1. es parecido al Hibrido tico en cuanto a forma y tamano.
Es una variedad de alta produccion y se adapta a zonas de baja
precipitacion p1 l.l t}ial, presenta altc. rendimientc. (cereza.-oro), de
maduracion tardia y uniforme. (3 y 4)

-Catuai: Hib~ido entre Catu~ra y Mundo Novo, originario del
Brasi 1. Los frutos son gra.ndes, t i ene al to rendimi ente, (cereza
oro) , su producc i on es super i or ë1. 1a. de c.tr·as. va.. i edadeos y
maduracion tardia. Presenta el inconveniente de producir altos
porcentajes de "gtano vano" que con11eva a bajos rendimientos en
los beneficios. CCln el fir: ,je contrc,lar este f~,ctor' negativo de
or· i 9e n 9 e net i c CI, e 1 l n~ t it u t 0 d €' 1 Caf e (1 CA FE) >' e 1 Min i s' ter i c, de
Ag~icul tura y Ganade~ia (MAG) han estab1ecido campos de
produccion de semil1a s€'leccionada. (3 y 4)

-Geisha T.2722: Variedad de buena produccion pero requiere de
buena ferti1iza,:ion y dispc':îibi1idad de agua. SI.lS frutos son
grandes con semil1as grandes y alargadas y magnifica cal idad de

4
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E-AP RO'.jE CHAt1 l Et·nO DE LA PULPA DE CAFE g-.~ COSTA RICA

El S0/o de la pu1pa de cafe no es utilizada y se descarta al

10sendivideor'O)

las zonas de 800 a 120e m. de
con licor de muy buenas

Su acidez es inferior a la de

CH.H.B)~ Proveni,nte de zonas con
quI' 1.s anterioree.t.de 3200 a 4200 mm
media.. T•.za de mtôi ana ac i dez, cuerpo y

exportacion (grano
t;pc,s de ca.! id.:-.J:(4)

Grown Atlantic <L.G.A.): Producido en zonas cuya altura
hasta 6013 metrclS ~·.n.m.. Es de grano grande, del tipo

pobr'e en aroma., sa.belr ';>' 1 icor. Es el tipo de ma.s baja
producido en el pais.<Atlanticos de bajura)

6. Medium Grown Atlantic <M.G.A.): Cafe producido en las zonas
de 61313 y 9013 m. Grano de menor dureza pero de buen tamano.
Con d ici 0 ne s 1 imit a. d a. s de a. cide z, c uer p 0 ';>~ a r· c.m a • (A t 1an tic 0 me d i 0)

8. PëI.cific (FI): F'r'oducido en a1turas de 300 a 10e0 m. en la
vertiente del Pacifico,es rico en cuerpo Y aroma.<Pacificos)

7. Lov..!
alcanza
sua.ve,
ca.l i dël.d

\., '" i:,-/~' '.'. -\:?.
5. High Grown At1antic~H.û.A"'~':.·Se"pr."duce en zonas de a1turas
desde 9130 a 1200 m.Sr-ano ~etlpo du1"rt, y buen tamano. Taza con
menos cuerpo y arclma qU€'9f'l 1ôi"ânter<iot'es. Es el mejor· entre los
tipos de la vertiente atîant1(:~,,;<At·:l·ê:ntico~. de a.1tura)

4. Medium Hard 8ea~

prec i p i tac i nes ma.yor·e~

anual). Grano de dureza
aroma.<Semi-meseta~;

tala. Es de maduracion tardia. La caracteristica principal es la
de poseer resi stenc i a a. 1 a. enfermedad "Roya. del cafeto". '<3 y 4)

3. Hard Bean (H.B.): Producido en
al tura. Grano de tipo duro,
caracteristicas de cuerpa yaroma.
los anteriores.<Me~etas)

Las variedades mas recomendadas por el ICAFE y el MAG para
cultivar son: Catuai, Caturra, Villa Sarchi y MI.mdo Novo.

2. Good Hard Bean <G.H.S;): ~rodu~f~o en el Valle Central en las
zonas comprendidas entre 1000 y 12B~ m~; grano de buena dureza.
Taza con ma.r·ca.da •.c i de% >~ buen cuerpo ./Mese tas super i ores)

1. Strictly Hard 8ean (S.H.8.): Es el cafe poducido a mas de 1200
m, grano caracterizado par su dureza fisica. Presenta en la taza
alta a.cidez, buen cuerpo ya.r·c,ma; es el de mejor·
cal idad.<estrictarnente de altura)

D- TIPOS DE CAFE

El cafe de
siguientes c:nco
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car·ac ter i =·t i cas

mol ino de martil10s

deshidratador de 3 pasos
tempo entrada= 700 C

tempo sal ida= 2130 C

siguientes

6

Empaque

Enfr i a.m i en to

Deshidratado

presen ta 1a.s

Prensado prensa de tornill0 con cono neumatico
a contrapresion. Se extrae el 40% de
agua (p/p)

Licor de pr·ensa
(se el i min a)

v,<

--<'

-Humedad 14 %
-pH

/
7

-Pr'ote i na 11-13 '/
/a

-Car boh i dr è. t os tota.l es 44 ./,.
-Fibra 22 %
-Grasa "? %

....:?}~ f •
-Cafeina -menas d.' 1 X

Los P0 r c e n t a~ e;~, ,de p 1J 1pin .". u t J l i zad~.~ e n l a. s me z c 1as par a
al imento animal sorti'. <1'3X ~Ia.ra. ganado, 5"'/. para cerdos y de un 2.5
a 3% para pollos.(~>\' \fi' •

Adicion de CaC03 pH 7

Reactor tiempo de residencia 7-8 min

Esta empresa fueinstituida hace unos le ancIS y cuenta con
una planta que funciona desde hac€' 5 anos.

En el ana 1987, la empresa proceso 25013 toneladas metricas
de producto (cerca de 17857 TM de pulpa humeda; el % de reduccion
pulpa-pulpina es de 14). La cantidad de pulpina producida por
hora es de 121313 a 14013 kg; el proceso dura aproximadamente 313
minutos.

El producto
qu imi cas: (5)

am b i e- n t e o. a los r· i 0 s • E1 23'/, r lE' ,:. t ~ ri te-, =.eut i l i Z ëI. lE' n 1a
e 1ab0 r a cion de c omp0 st p a. r a 1a fer· t i 1 i zac ion de los caf e t ale s y
en la. elaboracion de pulpa seca (1'5% apr·o)(im~.da.mente).(5)

En Costa Rica. solo la empresa "Subproductos del Cafe, S.A.
util iza. la. pulpa para la fabricacion de- Pulpina (nombre comercial
del producto) y asegura ser la unica industria. a nivel mundial
que produce este producto •
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Ar'~EXO

1.Costa Rica <informacion generalt.

7

"
2. Instituto del C~f, de Costa Rica .

para

Panama
Oceano

sobre la actividad

de

1 075
1 341
93.1%

50 900 Km
2 416 809 (1 208 593 mujeres,

1 208 216 hombres)
254
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Es el ente eon"ts'àlôt':y< r·è'9u1ador'·,. a nivel nacional
re 1ac i onado con. los d,-\;Ier,so$L S~'C tores i nvol ucrados en 1 a
actividad cafeta.l.rt: produè:tol">et;:J;)è'n~flciiabor'es,exportadores y
torrefactores. El tCAFE·Çue'Ha:\con-f~bCir"t<.rio quimico, sala de
ca tac i on y el CI CAFE- <c;en tr'o de lii'vëst i ~ac i ones de 1 Cafe).

El CI CAFE rea 1 i zâ:;;~bi> ·:s~u~ os. ~gonj~ ic:os de 1as var i edades
en las parcel as de '~xpeHmenta"16n,Eel ecc i on de semi t 1as y
ofrece cursos a. nivel n&.C:\Qoat"einterhacior,al de beneficiado en
1a plan ta. p i lot 0 • " ,;:.>:.".,

5. CLEVES, R. 1987. Cafe y subproductos del cafe. San Jose:
CICAFE. Comunicacion personal •

4. ------------------- 1978. El cafe en Costa Rica. Informacion
ge ne r al. 16 p.

La humedad reLâtiva. prc'medi CI en Sari "Tose es de 82% y el
ran90 esta entre 77%' (en marzo) y 86% (en setiembre y octubre).

El cl ima. es cal iente y humedo en las cClstas y t:erras baja.s
hasta 900 m.de altitud; la temperatura en esas zonas oscila entre
22 C y 28 C. Entre los 900 y 1500 metros s.n.m., la temperatura
oscila entre 14 C y 20 C. En~ las regiones montanosas la
temperatura media anual. ~~ de 14.c.

Poblacion urbana(6):
Poblacion rural(6):
Alfabetismo(6):

Area:
Pobl ac i on total 1984(6):

Limita al norte con Nicaragua <3ee Km), al sur con
(363 km), al oeste con el Oceano Pacifico y al este con el
Atlantico.
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DETOXIFICACION DE LA PULPA DE CAFE

por

AQUIAHUATL, M-A., RAIMBAULT, M., ROUSSOS, S. y M-R. TREJO

1. INTRODUCCION GENERAL

1. PRODUCCION DE CAFE EN EL MUNDO
1.1 Orlgen dei café
1.2 Areas cafetaleras
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pulpa



1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

3.4.1 Estrategla de recoleccl6n de muestras
3.4.1 En la UAM - Iztapalapa (escenarlo)
3.4.2 En INIREB
3.4.3 En Costa Rica

3.5 Concluslones

IV. MATERIALES y METODOS

4.1 Materlal de vldeograbacl6n

4.1.1 ManeJo de la câmara
4.1.2 ManeJo de la luz y dei sonldo
4.1.3 Presentacl6n final dei documentai

4.2. Tratamlento de textos y slstemas de computacl6n
4.3 Mlcroorganlsmos

4.3.1 Cepas alsladas en nuestro Laboratorlo
4.3.2 Cepas de coleccl6n

4.4 Medlos de cultiva

4.4.1 Aisiamiento, purlflcacl6n y conservacl6n de cepas
4.4.2 Descrlpcl6n e Identlflcacl6n de cepas

4.5 Mètodos de anal Isis

4.5.1 Creclmlento apical
4.5.2 Indice de esporulacl6n

V. AISLAMIENTO y PURIFICACION DE CEPAS DE HONGOS FILAMENTOSOS

5.1 Orlgen de las muestras
5.2 Composlcl6n de los medlos de cultiva
5.3 Condlclones de Incubacl6n
5.4 Numeracl6n de los mlcroorganlsmos alslados

5.4.1 Principales crlterlos de purlflcacl6n:
5.4.2 Morfologla de las colon las
5.4.3 Descrlpcl6n dei mlcello
5.4.4 Descrlpcl6n de las formas de reproduccl6n asexual

5.5 Cepas puras
5.6 Concluslones



1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

en

VI. DESCRIPCION DE LAS CEPAS
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Reporte de actlvldades de Maria dei Refuglo Trejo Hernandez dei
prlmero de Novlembre de 1986 al 30 de Enero de 1987

DETOXIFICACION DE LA PULPA DE CAFE

1. ANALISIS BIBLIOGRAFICO

1.1 INTRODUCION

La mayorla de los subproductos agro-Industrlales presentan
alternatlvas viables para su utl 1 Izaclon en la al Imentaclon animai.
Sin embargo, hay evldenclas de Que no todos son aprovechados debldo
a Que contlenen compuestos dlflcl les de degradar y en muchos de los
casos, estos compuestos son toxlcos, por 10 Que su aprovechamlento
se reduce notablemente.

La fermentaclon sol Ida representa una ope Ion muy Interesante en
la reutl 1 Izaclon de estos desechos, asl coma en la el Imlnaclon de
la toxlcldad, medlante el uso de mlcroorganlsmos Que presenten la
capacldad de metabol Izar estos compuestos.Entre los reslduos
Interesantes se estan la pulpa de cafe, la harlna de algodon, el
frljol mexlcano, etc.

En estudlos reportados con anterlorldad se encontraron
mlcroorganlsmos Que presentan habl 1 Idad para descomponer compuestos
organlcos complejos y Que tlenen Importancla practlca, ya Que
pueden ser utl 1 Izados coma un metodo blologlco de degradaclon. Como
es el casa de los compuestos 1 Ignoceluloslcos Que son degradados
por mlcroorganlsmos alslados de dlferentes fuentes: suelo, madera,
frutas, etc., Que son posterlormente utll Izados en la fermentaclon
sol Ida de salvado de trlgo y vlrutas de madera, (Golovlev,1966)

La problematlca actual de contamlnaclon por desperdlclos de
dlversos procesos agro-Industrlales ha provocado el desarrol 10 de
una gran cantldad de estudlos sobre el aprovechamlento de estos.
Una area Importante y Que presenta este tlpo de problemas es la dei
procesamlento dei cafe, en la Que los desechos Incluyen aguas
reslduales y desechos sol Idos, como la pulpa de cafe, (Adams,
1981).



Table 1 Summary of chemieal and phYlIieal trellmenlll given 10 corfee pulp.

Type or pulp

Whole. rrellh and
ensiled

Trealmenl

CamH),
Immerllion: 1. 2. Il 3~ 1I01. (solidl

solvenl .. 1/2.S)
Conlacl: add. or 1. 2. & J'J. Ca(OH>. 10

rruh l'ulp
Trealmenl lime: 0 & 16 h
Dehydralion: sun

Rellultll

Ali Ihe cllne. or CI(OH), increlllCd.
dehydralilln lime. elher e'Uracl. crude ribre.
",mlein. and lannin!l decrenlled
RilllllJ!ical lellill wilh ralll lIhowed no
increalle in nUlrilive value ur l'ull'

Rdcrencc~

Tablell I-~

Bendl"a 1~77
GI)mez Brenell el al
IQ77

Whole. rre!lh NaaS,OA
Conlacl: Add. or o.s. 1.0. I.~. 2~

Na,s,OA
Dehydralion: lIun and drum
Caniac!: Add. or 0.02~. O.O~. 0.1. 0.3.

O.SfJ. NaaS,Oa

Crude rit>re. nilrollen. cellular wallll.
cellulollC. lillnin. and Iigniried prolein
decrealled. allh. nilmgen·rree elliraci.
cellular conlenl. and lanninll increalled
Sante rellull!l all ahove

Tablell 6-8
BreslIani 1Q74
Murillo el II. 11177
JDrquin el al. 1Q76
Solis 1977

Whole. rruh NI,S,Os
Inlmenion: Add. of 0.02~. O.O~. 0.1,

0.3. O.~'l- 1I01. (llolid/lloiveni .. 1 kgl
lilre)

Trealnlenl lime: 20 min
Dehydralion: lIun

Increalle in chlumgenic and carreic acidll
Increue in clrreine conlcnl or pulp wu
grealer when Irealed hy conlacl wilh
Na,S,OA

Jlrquin el al. IQ71l
Solis 1977

Ground. lIun dried Waler
Percolalion: 94 ·C

(llolid/lloiveni III 1/20)
Elliraclion: 2~ oC

Elher elliraci and crude rit>rc incrcallcd.
",mlein. DlIh. carrtine. lannin!l. chloroj:enic
and carreic acidl'. Ind lolal 1I0luhie lIu[!an
decrealled

Table Q Fil!. 1
Mnlinl 1."1 01. 1~74.
11176
CueVall 1976

Ground. lIun dried NaOH
Immenilln: 2.~. ~.~. Il 7.~~ NaDH

(llolid/lllliveni - III)
Trealnlenl lime: 24 h. neulralized &fIer

lrealmenl wilh 0.2 N HCI
Dehydralion: oyen Il SO oC ror 24 h

A!lh. lij!Airied nilmgen. l'ellular wall~.

hel11icl"lIulll!le. and Iil!nin inl·rca~l"d. "",Iuhle
cart>uhydrale~. lonnin!l. and in vilru dry.
maller digel'Iibilily dccrea~d

Tahle 12
Ellon. cl al. 1Q77

Whole. lIun dried Gmund
Ground Ind elltrullioli
Ground and S.S" NaOH
Gmund. elltrusion. and ~.SfJo NeOH

Biolol;!ical eVllualion wilh rai" lIhowed no
1I1alilllicai dirrerencCII I",ong Ihe IreDlrnenlll

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

- -------------------_._.. ---------------- -----_..---- ------ -----,
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En una primera etapa, el Interes se ha enfocado al problema de
aprovechamlento de la pulpa de cafe. El numero de sustanclas con
poslble actlvldad antlflslologlca en esta, no han sldo
determlnadas, pero sobre la base dei anal Isis qulmlco de los granos
de cafe, algunos han sldo estudlados para determlnar su correlaclon
con los efectos observados en animales, Quazl et al., 1984. Esto
Incluye (a) la cafelna; (b) los fenoles libres 0 monomer Icos,
acldos clorogenlco, cafelco y tanlco; y (c) los fenoles
pollmerlcos, los tanlnos hldrol Izables y los condensados.

1.2 CAFEINA

La cafelna es el componente toxlco mas Importante de la pulpa de
cafe, es una purlna metl lada, comunmente 1 lamada metl Ixantlna, (C8
H10 N4 02, PM- 194.20 9 mol.). Su estructura se representa en la
flg.1.

La cafelna en la pulpa de cafe secada al sol se presenta en
concentraclones que varlan de 0.6 al 1.2 %; el acldo clorogenlco,
(0.18 a 3.16 % ); acldo cafelco 0 acldo 3, 4-dlhldroclnnamlco,
(0.28 a 2.58 %; Y acldo tanlco 0 dlgal Ico, (2.30 a 5.56 %),
(Bressanl, et. al., 1978).

Los factores que parecen ser Importantes en relaclon con la pulpa
de cafe y sus efectos observados en animales son: (1) la
concentraclon relatlvamente alta de nltrogeno en la cafelna; (2) Su
actlvldad estlmulante; y su efecto dluretlco. La cafelna contlene
26.38 % de N y es encontrada en un promedlo de 1.0 % en pulpa
deshldratada. Esto Indlca que el nltrogeno dela cafelna se presenta
en cantldades aproxlmadas de 0.26 %, que es equlvalente al valor de
protelna cruda de 1.6 %. Se ha reportado que la pulpa de cafe
contlene un promedlo de 11 % de protelna cruda, de este alrededor
dei 15 % es el N de la cafelna. (Bressanl et. al., 1978).

El papel de los fenoles libres y tanlnos, no esta deflnldo, pero
exlsten evldenclas de su efecto en la utl 1 Izaclon de los nutrlentes
en la pulpa de cafe. (Flores Reclnos, 1973,1976), (Somogyl, 1969,
1976), entre otros.

Grandes esfuerzos se han real Izado para el Imlnar estos compuestos
antlflslologlcos, tanto por metodos qulmlcos como flslcos, Tabla
1., (Brenes,1978). Los metodos blologlcos han sldo poco estudlados.
Sin embargo los estudlos encontrados en la revlslon bibi lograflca
son MUY Interesantes, ya que reportan mlcroorganlsmos capaces de
metabol Izar 0 degradar la cafelna y algunos pol Ifenoles.

Fusarlum oxysporum aparentemente reslste la toxlcldad y crece con
una baJa concentraclon de cafelna,(Wolf, 1955). Por otra parte,
Pseudomonas aeruglnosa Involucra en su metabol Ismo un slstema
enzlmatlco para la oxldaclon de metl 1 purlnas, parece tener xantlna
dehldrogenasa y urlcasa, enzlmas con alta especlflcldad para
degradar metl Ixantlnas a metl 1 alantolnas, (Franke and Hahn, 1955 y
Bergmann et al., 1962).



En estudlos real Izados por Kurtzman y Schwlmmer, (1972), han
conslderado los métodos bloldglcos como alternatlvas de extracclôn
de la cafefna dei café. Los autores muestran Que la caferna puede
ser utl 1 Izada como unlca fuente de carbono 0 de nltrogeno, por el
creclmlento de una bacterla, Bacl 1 lus coagulans y 2 hongos,
Penicillium rOQuefortl y especles de Stemphyl lum, estos
mlcroorganlsmos fueron alslados dei aire, maneJando concentraclones
de caferna y sacarosa de 0.01 y 0.08 M respectlvamente. La
dlsmlnuclon de caferna por el creclmlento de Stemphyl lum, se 1 levé
a cabo en un medlo contenlendo concentraclones de 0.001 M de
cafe(na, 0.088 M de sacarosa, 0.024 M K2HP04 y sales de Hoagland's,
Cremplazando Cloruros por nltratos), flg.i .

Desaparici6n de cafeina.

par el crecimiento de

Stemphylium.

FIG. 3.
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Se reportaron resultados obtenldos sobre el creclmlento de los

hongos Stemphyllum y P. rO'Quefortl sobre cafelna a 20 por 10 dras.
Conde la concentraclon de cafelna se varié desde 0.01 a 0.1 M Y
nltratos una concentraclon de 0.03 M. Se observa creclmlento hasta
una concentraclon de 0.04 M de cafe(na para ambos hongos, este de
217 y 279 mg de blomasa/SO ml. El mayor creclmlento se obtuvo a una
concentraclon de 0.01 M de caferna, el cual es slml lar al
creclmlento sobre 0.03 M de nltratos con 449 mg de blomasa/SOmI de
medlo.

Centro de este mlsmo estudlo se determlno la dlsmlnucl6n de las
metll xantlnas (xantlna, cafe(nay teobromlna, en una concentraclon
de 0.01 M). La caferna es eflclentemente consumlda por P.roQuefortl
y por Stemphyl lum en 13.3 y 11.9 mlcromoles/h/SO ml
respectlvamente.

Schwlmmer et al.,(1971), contlnuaron el estudlo de
decafelnlzaclon dei café con Penlcl Ilium rOQuefortl, slendo este el
mlcroorganlsmo mas prometedor de los anterlores. El metabol Ismo de
metll xantlnas como la cafefna en los mlcroorganlsmos parece
Involucrar alguna oxldaclon dlrecta a metl 1 alantolnas, (Franke y
hahns,195S) 0 una demetl lacldn segulda de una dehldrogenaclon a
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acldo urlco, el cual es mas adelante metabol Izado alantolnas ,de
ahl a acldo alantolco y flnalmente a urea y bloxldo de carbono.

Las reacclones bloQulmlcas Involucradas y los compuestos
Intermedlarlos en la degradaclon de la cafelna podrlan ser los de
la figura 2b.

Schwlmmer et al., 1971, Identlflcan el producto de la primera
transformaclon de la cafelna,medlante el uso de carbono 14
(1-metll-14C) de la cafe Ina. La primera etapa en degradaclon de la
cafelna por el metabol Ismo de P. roquefortl es una demetl laclon en
la poslclon 7 de la purlna.EI metabollto Intermedlarlo de esta
degradaclon es la teofl 1 Ina.

En estudlos sobre la decafelnlzaclon de Infuslones de cafe, por
P. crustosum cepa NRRL 5452, Schwlmmer et al., (1972) han
observado la Influencla de la concentraclon de azucar y dei pH, la
presencla de un amortlguador y las condlclones de cultlvo en la
velocldad de degradaclon de la cafelna. El contenldo Inlclal de
esta en las Infuslones varia de 0.45-0.59 mg/ml= (0.0023 - 0.003038
M) •

La cafelna presente en el medlo dlsmlnuye en un 50 % a 12 horas de
Incubaclon en ausencla de azucar por P. crustosum. Sin embargo la
presencla de sacarosa 0 glucosa (.003 M Y 0.06 M respectlvamente),
durante las primeras fases dei creclmlento, estlmula la
degradaclon de la cafelna en 15 horas encontrando hasta un 1 a 6 %
remante de esta. El pH optlmo para la decafelnlzaclon fue a 4.8 en
24 horas de Incubaclon .Por otro jade el efecto de los
amortlguadores dlsmlnuye cuando la sacarosa esta presente en el
medlo.

Fermentaclonesa escalas mayores no decrece la eflclencla de la
utl 1 Izaclon de la cafelna, en la tabla 2, se muestran
fermentaclones de los extractos de cafe y medlo slntetlco a mayor
escala.
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Tabla 2. Fermentaclon de cafe a mayor escala.

no. de medlo A B C D E

Volumen,( Its) 0.05 4 6 10 4

Sacarosa (%) 1 2 3 3

Cafelna mg/ml 0.46 0.60 0.91 1 .65 2.0
Inlclal

pH final 5.3 7.3 6.7 7.5
(dlas) (1) (3 ) (4) (6)

Velocldad 0.24 0.25 0.27 0.28 0.28
max.mg cafel-
na/mi/dia

(Schwlmmer, 1972)

Medlos de cultlvo con dlferente concentraclon de cafelna: A,
Infusion de cafe; B, cafe soluble; C, cafe soluble; D, Infusion de
cafe; E, medlo slntetlco.

donde se observa una velocldad de consumo de cafelna slml lar
entre el medlo slntetlco con 2 mg/ml de cafelna Inlclal y medlo de
Infusion de cafe con 1.65 mg/ml de cafelna. El pH fue mas alto en
este experlmento.

1.3. FENOLES

Por otra parte, los pol Ifenoles y los tanlnos son compuestos
toxlcos Importantes de conslderar en la pulpa de cafe. Dentro de
esta revlslon se ha encontrado Que algunos mlcroorganlsmos de la
mlcroflora dei suelo, presentan habll Idad para degradar fenoles
libres como el acldo flrul Ico, (Black, 1976; Mlshustln, 1966).
Estos trabajos son Interesantes , ya Que utl 1 Izan los compuestos
fenol Icos como fuente de carbono, 10 Que Impl Ica su degradaclon
cast completa. Los mlcroorganlsmos alslados Que son capaces de
degradar el acldo flrul Ico son dei genero de Penlcl Ilium
prlnclpalmente; P. Janthlnellum, P. splnulosum. P.funlculosum •
otros como Fusarlum oxysporum, Stemphyl lum dendrltlcum, Trlchoderma
vlrlde, tamblen presentan alta capacldad de descomposlclon, la
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concentraclon utl 1 Izada fue de 100 mg/I con Inoculo de 2 a 6.105
esporas/ml Incubado a 25·C .

La degradaclon de compuestos aromatlcos ha sldo muy estudlada.
Levaduras alsladas dei suelo utl 1 Izan compuestos fenollcos. Shoda
et al., (1980), descrlben el alslamlento de mlcroorganlsmos que
utl 1 Izan fenol. LOs medlos de alslamlento contenlan concentraclones
de 0.25 a 1 g/I, consumen fenol como unlca fuente de carbono 0 con
glucosa.

Una de las cepas alsladas Identlflcada como Trlchosporum
cutaneum, slntetlza una enzlma constltutlva, la
catecol-1-2-oxlgenasa que tlene preferentemente el fenol a la
glucosa. el creclmlento de esta cepa en un medlo con 0.10 % de
glucosa y 200 ppm de fenol, presenta un consumo Inlclal de fenol,el
consumo de glucosa es mas rapldo cuando la concentraclon de fenol
es de 10 a 20 ppm en el medl slendo la velocldad de consumo de
0.1015 mlcromoles de fenol/mln/D.O. y la actlvldad de la enzlma de
4.54 U/mg de protelna Induclda por fenol.

Otros estudlos se han reportado en relaclon a la degradaclon de
compuestos fenollcos por mlcroorganlsmos dei suelo, prlnclpalmente
levaduras, eumycetes y algunos hongos. Itoh et al., (1980). Los
autores reportan un grupo de levaduras y hongos que utl 1 Izan p- y
m-Isomeros de cresol y monohldrlbenzoato. La cepa mas Interesante
alslada fue Identlflcada como Aureobasldlum put lulans, crece en
medlos contenlendo Isomeros de cresol en una concentraclon de 108
mlcrogramos/ml. Esta cepa se desarrol la en un medlo contenlendo
o-cresol en un rango de concentraclon de 90 a 608 mlcrogramos/ml.

Takahashl et al.,1981, real Iza un estudlo de Indentlflcaclon
taxonomlca de Aureobasldlum pul lulans, que utll Iza fenol y
o-cresol. El fenol es rapldamente degradado en concentraclones de
0.1 %, por 10 que conslderan que puede ser eflclentemente utl 1 Izado
en el tratamlento de aguas reslduales con alto contenldo de
compuestos fenollcos.

1.4. CONCLUSIONES

De acuerdo al anal Isis bl 1 lograflco real Izado, se puede conclulr
que exlsten evldenclas, aunque no reclentes, sobre la degradaclon
blologlca de la cafelna. Los mlcroorganlsmos reportados fueron
alslados de fuentes tales como el suelo, frutos de cafe y dei aire.

El medlo de creclmlento es en algunos casos un medlo slntetlco
con cafelna, sacarosa y sales; en otros, es solamente Infuslones de
cafe con 0 sin sacarosa. Las concentraclones de utl 1 Izaclon de la
cafelna varlan de 0.01 a 0.10 M.

Esto permlte pensar en la poslbl 1 Idad de api Icar la Informaclon
recopllada, para probar la detoxlflcaclon de la pulpa de cafe,
slgulendo prlmero una estrategla de selecclon de los
mlcroorganlsmos con mayor capacldad de degradaclon de los
compuestos toxlcos presentes y posterlormente su apllcaclon en la
pulpa de cafe con base a la tecnlca de cultlvo en medlo sol Ido.
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