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Resumen

Durante las 0ltimos aiios se han impnlsadn investigaciones
tendientes a encontrar fuentes no tradicinnales de alimentos.
la razdén resulta obvia para tndong: el aumento demngrafico y
1a incapacidad por parte de la mayoria de los paises de pro-
ducir alimentos nara csatisfacer sus necesidades.

Una de estas posibilidades de nbtener alimentns es la pro-
duccidn de microorganismos a gran eacala. Estns micronrganis—
mos conontienen en promedio 60 % en peso de prnteina en base se
ca, comparados con la harina de pescado y la torta de soya
que contienen 48 a 60 % y 46 % en peso en base seca respecti-
vamente (1). A esta fuente de proteinas se le connoce con el
nombre de "proteina unicelular”, atun cuando algunns microorga
nismos no son unicelulares. En la literatura es comin encon-
trar este términn ya sea con las siglas en espafinl, PUC (Pro-
tei{na Unicelular). o en inglés, SCP (Single Cell Protein).

Estos micronrsanismos pueden crecer en medins de cultivo
sintéticns, nbtenidos a partir de materias primas que actual-
mente no snn utilizadas y constituyen una amenaza contaminan—
te. Tal es el caso de los desechos celuldsicos agronecuarios,
que s6lamente en EE.UU. de A. llesan a 2 3NN millones de tone
ladas anuales (2). '

También pueden usarse materias primas que, aungque no soa de
desechn, no son utilizadas, conmo seria el caso de la yuca, de
las papas no aptas para consumo humano, etc. Estos materiales
tienen un conteaido prnteico muy bajo pern pueden ser trans-
formados por medios fermentativos a biomasa con alta calidad
nutricinnal. Existea muchas regiones en el mundo en las que

las dietas tradicinnales son agudamente deficientes en protei-
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nas pero gue tienen abundantes reservas o provisiones de car
bohidratos (3).

Nuestro pais, en particular, se encuentra entre las regio-
nes menos desarrolladas, con una tasa de crecimiento anual de
2.3. Esto indica ane es necesarin encontrar fuentes alimenti-
cias alternativas a la agricultnura tradicional, tanto para a-

limentar a la poblaci6n humana como a los animales.
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I. Introducciin.

J.1. Antecedentes.

En el presente trabajo se estudiaran las nosibilidades de u

tilizar las mieles incristalizables como fuente de
tos en la pronduccién de concentradns nrnteicos que

usadns en principin como alimento para ganadon. Una

da su utilidad. se vera en un trabajo pnsterior su
so como alimento para consumo humano.

De acnerdo con log datos estadisticos resulta de

carbohidra
pnedan ser
vez proba-

nposible u-

gran inte-

rés nbservar una cierta correlacidn entre las entidadeg del

pais que cuentan con uno o mis ingenios con su cantidad de po

blaciédn y el tipo de alimentacidn que ésta lleva, asi como 1la

existencia de ganadn porcinn, lanar y vacuno.

En el caso de Veracruz la noblacién sélo es superada por el

Distrito Federal y por el Estado de México, aunque
so sbln sea por unos cnantos miles. Y en los casons
pas, Sinalna, San Luis Pntnsi, Michoacén, Jalisco,
Chiapas y Campeche, oue tienen una pnoblacién mayor

tras entidades del pais. Esto viene a confirmar lo

en este ca
de Tamauli
Guerrero,

que las o-

que ya se

dijo acerca de la correlacifn entre las entidades del pais

con ingenins y su caatidad de poblacién. Por 1ln taato, este

tipo de procesos se efectuarian en esns mismos lugares, consu

miéndnse ahi mismn el producto obtenidn, es decir que nn ha-

bra necesidad de transportarlo a otros lnugares.

Si me analizan 1ns datne snbre alimentos consumidas comn

fuente de proteinas en las diferentes entidades que cnentan

can uno o mas incenios se tiene 1o signiente:

a) Se nnta que es mny elevadn el norcentaje de personas que

no consumen, por ejempln: carne, desde el 11 % hasta el 30 %;



huevos, desde el 11 % hasta el 30 %; leche, desde el 22 % has
ta el 60 %; pescadn, que es donde hay mayor porcenta je, desde
el 40 % hasta el 80 #; pan de trigo, desde el 11 % hasta el
35 %.

b) Se observa que en Veracruz se tiene el mayor nimern de uni
dades de ganado porcino signiéndnle Jalisco, Michnacén y Chia
pas. Puebla y Oaxaca también cuentan con un importante numero
de unidades de este ganado.

¢) Se observa que la existencia de ganadn lanar en Puebla, 0Oa
xaca, San Luis Potosi y Michnacdn es bastante grande (atn no
siendo las entidades que ocupan los primeros lugares con este
tipo de ganadn de todo el pais), seguidas de Chiapas, Michona-
cdn y Tamaulipas.

d) Se observa que Veracruz y Jaliscn cuentan con el mayor ni-
mero de unidades de ganado vacuno de todo el pals y que los
demas EBstados que cuentan con ingenios, también son de los o-—
cupantes de los primeros lugares.

Por lo tanto, cnnsiderando estos cuatro puntos se vera qué
importante seria el obtener fuentes proteicas a partir de 1la
conversién de las mieles incristalizables.

Dada la situacidn actual por la que atraviesa el mundn en 1o
gue se refiere al gran crecimiento demografico, el cual 10 va
al mismo ritmo que la ornduccidén de alimentns, resultard ob-
vin que hay que encontrar nuevas rutas en cuanto a la prnduc-
cibn de alimentos antes de llesar a mnna crisis que resultaria
de muy graves conisecuencias, snbre tndo en 1los paicses no desa
rrolladns que es donde el crecimiento crntinta y no se dan al
ternativas reales de cambion social para ubicar a esta pobla-

ciAn creciente.



Dependerd de las caracteristicas fisicas de la binmasa obte
nida con este tipo de proncesos si se suministra en una forma
directa o si sera necesario mezclarlo con otros alimentos pa
ra lograr una cierta consistencia fisica y vpalatabilidad, de
pendiendn del tipo de animal al que se le va a suninistrar, e
'vitando que vaya a ocurrir un rechazn pnr parte del animal sé

1o por la consistencia fisica del alimento.



I.2. Utilizacién de microorganismos como fuente proteica.

Como ya se menciond, una conrriente de interés es la utiliza
cidn de microorganismos como una fuente para lograr la conver
sién de carbohidratos a proteinas (4). Esto se ha iniciado de
bido a dos importantes consideraciones:

a) Ta necesidad critica por los alimentos, particularmente de
proteinas para el desarrollo de la pnoblacidn mundial.

b) E1 descubrimiento de que los microorganismos pueden sinte-
tizar proteinas de sustratos como 1lns hidrocarburos (5) y los
carbohidratons (6) en forma muy répida y eficiente. Afin cuando
se reconozca que los hidrocarburos representan una vasta re-
serva de sustratos, los carbnhidratos gue son tradicinnalmen—
te renovables como sustratos, prueban todavia ser mis econdémi
cos en situaciones particulares.

El término SCP o PUC fue'inveatadn' (4) en el M.I.T. por el
Profesor Carrol Wilson en mayo de 1966. El estuvo buscando un
nombre general mds que un acrénimo para identificar prnteinas
alimenticias derivadas de microorganismos de una sola célula

cultivadas sobre varios sustratos.



IT. Disefio del experimento.
TEos Bases tedbricas.
TT.1.1. Carbohidratos. N

A continuacidn se nara una breve descripcidén de los carbohi
dratns y de chmo estan constituidos (7). Los carbohidratos son
nna clase imnortante de compuestos que contienen carbonn, hi-
drésenn y nxigenn. Ins dos 01tians elementns, hidrdseno y oxi
genn, estdan presentes nsualmente en la misma proonrcidn que
en el agua, es decir, dos Ztnamns de hidrAgenn por uno de nxi-
geno. Pueden representarse en seneral por la fArmala CX(H?O)X
y que los hace aparecer como si fueran hidratos de carbnno.

Entre los carbohidratos mas cnnncidos estédn varios azicares
y almidones, asi{ comn la celulnsa, tndns 10s cnales son impor
tantes para el mantenimiento de la vida tanto de las plantas
como de los animales.

Tns carbohidratos se forman en las plantas verdes cnio el
resultado de la fotnsintesis, que es la combinacién quimica o
la "fijacidn” de dibdxido de carbono y agua por la utilizacidn

de la energia ganada a través de la absorcidn de la luz visi-

ble:
x CO, + x H,0 L (3H,0) + x0
2 2 plantas vr2tx 2
verdes carbohidrato

Es necesario hacer hiacapié en el hecho de que las provie-
dades aquimicas de estos compuestns no muestran similitud al-
guna con resnecto a las de los hidratos como una clase. Ade-
mis, vnede vensarse en ntros muchns compnestns aque no tienen

. . . - . ’ .
similitué alzuna en las rropiecdades guimicas con resvecto a

1ns carbohidratos, pero gue nuecen escribirse nor la fArmula



molecular Cx(HQO)x' siendo ejemplos de ésto el dcido acético
CH3CONNH que pudiera escribirse 02(H20)2, as{ como el dcido ldc
tico CHBCHOHCGOH. escrito como C3(H?0)3.

Sin embargo el nombre de carbohidratns se ha establecido ya
y denota cierta clase de compuestos nrganicos que existen en
1a naturaleza en grandes cantidades. Desde un puntn de vista
estructural, esta clase comprende polihidroxialdehidns y ooli
hidroxicetonas, monosacaridos o sustancias que dan lugar a es
te tipn de compuestos al someterse a una hidrdlisis, como pue
den ser los nligosacdridos (de 2 a 10 componentes) y los poli
sacdridos (mds de 10 componentes ).

los carbohidratos, las grasas y las proteinas forman las cla
ses mds importantes de alimentos. El conocimiento de los car-
bohidratos (8) fue escaso y fragmentario hasta aproximadamen-
te 1880.

En las ultimas décadas del Siglo XIX, principalmente gracias
a lag investigaciones brillantes ¥ pioneras del gran quimico
alemén Emil Pisher, se dilucidaron las estruéturas de varios
carbohidratos y se explicaron sus propiedadese.

Los carbnhidratos tienen usualmente la terminacifn "osa".

Por lo tantn, las palabras triosa, tetrosa, pentosa, hexosa,
etc., denntan el nimero de atomos de carbono que forman una
cadena recta en el carbohidrato, ¥ de acuerdn al prefijo aldn
n cetn, se verd si es aldehidico o ceténicn. Por 1o tanto, si
se habla de una aldopentosa, se hace referencia a nn carbnhi-
drato aldehidico agne contiene cinco Ztomns de carbono. Estos
carbnhidratns que no pueden hidrnlizaree a ntros carbohidra--
tns de menor cnntenido de 4tnmns de carbonn, se dennminan mo-

nosacaridos o nnidades de azicar. En la naturaleza se nnen de



dos 0 mis unidades de monosacdrido entre si, mediante la pér-
dida de moléculas de agua.

Los carbohidratos que consisten de dos unidades de monnsacé
rido se denominan disacaridos, aquellns de tres unidades tri~
sacdridos y los de varias unidades son los polisacdridos; en
general los monosacaridos y los disacdridos snn cristalinos,
solubles en agua, insolubles en éter y de sabor dulce. Por o-
tra narte, los bnlisacéridns gson usualmente amorfos, insolu—-
bles en agua y éter, y no tienen sabor. lLos ejemplos mis comu

nes de los polisacdridns snn el almidén y la celulosa.



II.1.2. Proteinas.

Tas proteinas son moléculas de elevado peso molecular que va
desde unos cuantos miles hasta un millén o mds. Estas molécu-
las contienen G, H, 0, N y con frecuencia S. Ia compnsicidn e
lemental de las proteinas es muy seme jante: porcentajes apro-
ximados de C = 50-55, H = 6=-8, 0 = 20-23, N = 1518 y S = N.4.

Estos datos nos dan pnca informacién acerca de la estructura
de la molécula proteinica, pern nos sirven para calcular el
contenido proteinico de un tejido o un alimento (9).

Puesto que la proporcidn de nitrdgenn es cercana al 16 % y
a que este elemento se determina fidcilmente por el métndo de
Kjeldahl (en forma de NH3). podemos valorar entonces la canti
dad de proteina determinando la cantidad de nitrdgeno y multi
plicando por el factor de 100/16 = 6.25.

Ahora bien, en la consideracidn de los requerimientos de pro
teinas por el hombre (10) los investigadores concluyeron que
"la determinacidn de los requerimientos de proteina permanece
elusiva primeramente debido a la falta de métodos precisos y
adecuadons para evaluar un "status" nutricional con reépecto a
la proteina'.

Tla evaluacidén bionlégica de los alimentos, es uno de 1lns pro-
blemas que mas interés ha desnertadn en el campn de la nutri-
cidén experimental, ya que se requiere conncer su respuesta en
los organismos vivos para asi poder planificar la mejor utili
zacidn de los mismos en la alimentacidn humana.

Tns métodos usadons para la valoracidn nutricional de las pro
teinas, estdn directa e indirectamente relacionados con la e-
valuacidn relativa de las mismas, es decir que su eficiencia

de ntilizacion debe cnmpararse a una proteina de buena cali-



dad o proteina de referencia.

Los métodos que se han desarrollado para medir la respuesta
de un animal experimental ante una fuvente de nutrientes, pue-
den dividirse en directos e indirectos.

1.- Métodos directos.

Entre los directos tenemos el de la utilizacidn neta de nro
teina (UNP), en el que se mide directamente el nitrdgeno depo
sitado en el cuerpo o carcdzadel animal, por el consumo de la
dieta en estudion, con 10 % de proteina por 10 dias y es nece-
sarin corregir por el nitrégenn enddgenn, que se mide en otro
grupo que consume una dieta libre de nitrdgeno. E1 nitrdgeno
se puede medir directamente en el crerpn del animal o vor la
relacién nitrdgeno-agua.

Uno de los inconvenientes de estos métndos es su aspectn e-
conémico, ya que los andlisis requeridns necesitan de equipo
y personal especializado. Los resultados obtenidos nueden a-
demds ser influenciados por los errores introducidos en 1los
métodos de analisis.

2.- Métodos indirectos.

Los métodos indirectos, como su nombre lo indica, miden el

nitrdgeno denositado en la carcaza en forma indirecta. Algunos
de estos métodos son:
a.— Indice de eficiencia proteica (IEP). En este métndo se ex
presa numéricamente el crecimiento estimulado por la proteina
ingerida. Determina la zanancia en pesn por gramo de proteina
consumida.

ganancia en neso (g)

PER 6 JEP =
g de proteina consumida.
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la dieta debe de tener 10 % de proteina y administrarsebgg
1ibitum & ratas recién destetadas.
b.- Balance de nitrégeno (BN). Este método estad basado en el
balance de materiales y se puede definir como la cantidad de
nitrdgeno que es retenido por el cuerpo del nitrégeno total
que es ingerido y se expresa matemdticamente asi:
BN = Ni = (Nf + Nu)

Ni = Nitrhgeno ingerido.

Nf = Nitrdgeno fecal.

Nu = Nitrdgeno urinario.
c.— Valor BinlAgico (VB). Para su deterninacidn se emplean
los datos obtenidos en el balance de nitrbégeno y se define co
mo el porcentaje de nitrdgeno absorbido que es retenido por

el organismo bajo estudio.

Ni - (Nf + Nfm) - (Nu + Nue) % 100
Ni - (Nf - Nfm)

VB =

Ni = Nitrhgeno ingerido -

Nf = Nitrégeno fecal

Nfm = Nitrdgeno fecal motab61i06

Nu = Nitrdgeno urinario

Nue = Nitrégeano urinario enddgeno

Algunos cde estos métndns son nreferidos por su simplicidad

aungue como en los directos, hay otros que requieren de apa-
ratos y personal especializado. En algunos casos, éstos ado-
lecen del inconveniente de medir un cambin en peso, que pue-
de no sdlo deberse a sintesis de proteinas, sino a depnsicidn
de srasa, agna y ntros nutrientes en log tejidos del animal.

Tal es el caso del JEP, sin buen control experimental.
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IT.1.3. Hongos terméfilos.

Se ha mencionado que los micronrganismos de la industria
fermentativa pertenecen al reino vesgetal y/o protista (11),

a una parte llamada hongos o micetos y se pueden dividir en
hongos filamentosons, levaduras y bacterias.

Los hongns filamentosos se caracterizan porque sus partes
vegetativas de reproduccién estdn formadas por largas célu-
las filiformes, muchas veces fuertemente ramificadas. Tales
célnlas se llaman hifas, y el tejido formado por estas célu-
las recibe el nombre de micelio. Hay hifas con y sin tabique
divisor, o como se dice en el idinma botdnico, vueden ser sep
tadas o no septadas. De aqui se deriva que la hifa septada es
pluricelular.

Hay que agregar que dentro del sistema botdnico, todas las
plantas descritas se clasifican en dos grupos principales:
plantas faner’gamas y plaantas cnn floracidn oculta, criptéga-
mas (KRYPTEIN = ocultar y GAMNS = matrimonio).

Ahora bien, la denominacién "hongos filamentosos" abarca los
hongos formadores de hifas, gue forman un revestimientn blan-
quecino o coloreado sobre el sustrato en que crecen. Esta de-
nominacién no se utiliza para un grupo de hongos bien delimi-
tado en sentido sistemdtico, sino para aquellos microorganis—
mos formadores de micelio qne durante toda su vida o en cier-
tns estadns evolutivos pnseen un cardcter de "tipo de moho'.

Por e11lo es siempre inseguro ddénde se debe establecer el 1i
mite entre microorgaiismns que pertenecen a los hongos fila-
mentosos y los microorganismos que, por ejemplo, se encuadran
con las especies aspordgenas de levaduras. Los hongos filamen

tosos pneden ser en narte seprnfitos (que se alimenta de mate
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ria en descomposicién) y en parte pardsitos; en el altimo ca-
s0 puedén ncasionar varias enfermedades graves en vegetales e
incluso enfermedades en animales y personas.

Ia aplicacién de una serie de hongos filamentosos en la in-
dustria se basa (12): v
1l.- En su capacidad de'transformar azicares en dcidos orgdni-
cos, por ejemplo &cido citrico.

5.- En su contribucién a la maduracidén de diversos quesos.

3.- En su facultad de producir exoenzimas amiloliticas y pecti
noliticas. La pectinasa (poligalacturonasa o poligalacturonida
sa) cataliza la hidrélisis de las uniones glicosidicas en eld
eidé poligalacturédnico. Es la pectinasa, que resulta especial
mente activa en los preparados enzimdticns, la que se utiliza
para la clarificacidén artificial del jugo de frutas y que se
obtiene principalmente con los hongos filamentosns, sobre to-
do en especies Aspergillus. Es pertinente hacer notar que el
pH bptimo para los hongos Aspergillus estd entre 3.0-3.5.

Los hnngoé filamentosos pueden crecer tantb gobre sustratos
que como sustancias nutritivas sélo contienen sales inorgani-
cas mas carbono fijado orgéﬁicamente, como en la maynria de
los sustratos empleados en microbiologia con nitrdgenn ligado
orgédnicamente. Sin embargn, los hongos filamentosos exigen que
en tndos los sustratos aparte de las verdaderas sustancias nu
tritivas, concurran lns probidticos y estimulantes, es decir,
vestiging de ciertns metales. Por tanto, estos hongos son ca-
naces, al ioual que los vegetales superiores, de sintetizar a
vartir de material innrgdnico sus cnmbinaciones nitrngenadas
'y una serie de otras sustancias imprescindibles para la vida;

enlanente son incanaces de sintetizar por si solos los hidra-
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tng de carbono o carbohidratos, a partir de sustancias innrgé
nicass

Por esn, para su desarrnllo, los hongns filamentnsos, al i-
gual que otros microorganismos, precisan lns siguientes gru-
pns de sustancias: sustancias minerales, combinacinnes nitro-
ce1adas nrganicas o inorganicas, carbohidratos y agua.

T.os probidticos son sustancias que favorecen el crecimiento
de los hongns filamentosos.

Para el desarrollo normal de los hongos filamentosos resul-
tan imprescindibles, aparte de los microprincipins inorgani-
cos, el potasion, magnesio, azufre, fésfnro, hierro y tal vez
el calcio.

Resnecto al potasio, se ha visto que este elemento puede ser

sustituido en algunos hnngos (Aspergillus niger, Botrytis sp)

por rubidio y cesio. Pero la formacién de vparaspnras se ve
fuertemente disminuida al emplear estos metales, o llega a
sustitnir el potasio por otros elementos. Se supone que el po
tasio interviene en la formacién del protoplasma.

El magiesio, del que se sospecha que es de importancia para
la formacidn de determinadas prnteinas, no puede ser snstitqi
do por otros metales divalentes.

El magnesin también tiene importancia en la formacidn de co
nidias. Cuando disminuye el contenido en magnesion se reduce
el nimern de conidias.

El aznfre y el fAasforn son necesarios para la sintesis de
snstancias proteicas; el fAsforn interviene en la formacién de
nucleinas, fnsfaoronteidos y fasfatidos.

Tl hierro es imprescindible en el desarrnllo normal de los

hongos filamentnsns, annnve todavia no se conoce la razén de
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ésto.

las fuentes de nitrégeno organico pueden servir tanto como
fuentes dejcarbono, como de nitrdgenon, pero desde luego origi
" nan un crecimiento mayor cuando se encnentra presente azicar
y otras combinaciones parecidas de carbono.

Resumiendo se puede'decir gue las necesidades de los hongons
filamentnsns, en cuanto a materias nutritivas, varian de géqg
ro a génern, incluso de especie a especie, annque la mayoria
de ellos crezca bien sobre agar-mosto, agar-ciruelas o agar-
papa, pero con ello no se dice que todas las especies lngren
un crecimiento 6ptimo sobre estos sustratos.

Hay que hacer notar que los hongos filamentnsns abarcan mu-
chas especies. Hasta la fecha se han descrito al menos cienmil
egpecies distribuidas en unos treé mil génerns. Sin embargo,

se ha comprobado que muchos de ellos son idénticns.
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IT.1.4. Efecto del pH.

La concentracidn de iones hidrégeno es un factor fisicoqni-
mico muy importante en la microbinlogia. El crecimientn y el
desarrollo de los micrnorganismns dependen de la conncentracién
de éstos en el sustrato nutritivo.

Los hongns filamentosos y las levaduras varian geaeralmente
la reaccién del sustrato en el sentido dcido.

Se puede decir gue la mayor parte de las bacterias se desa-
rrolla mejor en sustratns neutrns o ligeramente alcalinos. El
crecimiento Aptimo para la mayoria de las bacterias se encuen

tra entre un pH de 6.8 a 8.2.
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TT.1.5. Efecto de la temperatura.

Al igual que en todos los seres vivos, también en los micro
organismos las funciones vitales normales s61ln pneden efectuar
se dentro de ciertns limites de temperatura.

Los minimos, éptimos y maximos de temperatura son muy dife-
rentes para los distintos micrnorganismos.

La temperatura éptima para los hongos filamentnsos se encuen
tra por lo general alrededor de 20—3000, sin embargo ciertas
especies Aspergillus sp tienen temperaturas 6ptimas alrededor

de 40°C.

Por lo general, en los hongos filamentnsos, muere el micelio
al llegar la temperatura un par de grados vor debajo del punto
de congelacién. Los érganos reproductores son mucho mas resis-
tentes contra el frio.

Por razones priacticas, es importante mencionar a este respec

to que algunos hongos filamentonsos como Penicillium sp, Botry-

tis sp, Thamnidium elegans y muchos otros mids pueden desarro-—

llarse en cdmaras frigorificas a temperaturaé de hasta -10"¢
presuponiéndose que el aire esté suficientemente htimedo. Cuan-
do el aire esté seco se inhibe el crecimiento de tndos los hon
gos filamentosos a temperaturas que se encuentran a pocos gra
dos por debajo del punto de congelacidn.

la temperatura mas favorable para el crecimiento, la llamada
temperatura Aptima, se encuentra para la mayoria de los micro-—

organismos fermentativos entre los ?0—3000.
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1T.1.6. Téxicos y produccién enzimdtica.

Es necesario mencinnar que existen miltiples sustancias que
ejercen una accidn nociva e incluso letal sobre los microorsga
nismos, es decar, se deben considerar como thxicos para el mi
croorganismn correspondiente.

Aqui también se agregan algunas sustancias que en cantida-
deg egcagas o moderadas permanecen indiferentes o que incluso
ejercen una accién favorable sobre los micronorganismos, neron
que a dosis mayores son nocivas. Este es el caso, por ejemplo
de algunas sales nutritivas imprescindibles para la vida de
los microorganismos, pero que si se afiaden en concentraciones
altas, ocasionan una presién osmbética excesiva en el liquido
que rodea las células del microorganismo. De aqui que resulte
muy dificil limitar estrechamente entre sustancias venenosas
y no venenonsas, ante todo también porqne hay venenos verdade-
ros que cuando estdn presentes en concentraciones muy débiles
no sbélo pasan inadvertidos, sino que incluso pueden influir
favorablemente sobre el desarrollo de los microorganismos. ES
to se refiere a sustancias como el cobre, zinc e incluso el
mercurio.

Tas sales de estos metales son venenos muy peligrosos pa-
ra la mavoria de los microorganismns: en cantidades pequefii-
simas actian como pronbidticos o sustancias estimulantes.

También es importante para la accidn tdéxica la cnmposicibn
del sustrato autritivo. Ta presencia de prnteinas y peptonas
dieminuye la accida thxica. Ademds, los microorganismos se pue
den acnstumbrar a tolerar caatidades importantes de sustancias
que en otrn caso hubieran ejercido una accida toxica.

Por Gltimo, un microorganismo nuede contener la informnacidn
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genética para producir una gran variedad de enzimas; sin embar
go, shlo algunas enzimas son producidas todo el tiempo, mien-
tras que otras son grandemente influenciadas por el sustrato.
Ciertos cnmpuestos interaccionan con el sustrato para repri-
mir la translacién genética informativa para la sintesis. (A
&ato se le llama represién). También el sustrato algunas veces
reacciona con un compuesto que es un represor del mecanismo ge
nético para destituir su accién. (A ésto se le llama de-repre-
sidn).

Estos proncesos permiten a las células regular su contenido
de enzimas en respuesta directa al medin en que se encuentren
y ademds previenen el exceso de prnducto final y de enzimas

superfluas.
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T1.2. Revisién biblingrifica.

Entre los estudios recientes se encuentran los hechos por
Reade y Gregory (13) en 1975, en 1ps cuales se ha descrito
un proceso para producir proteina microbiana a partir de yu
ca, en una fermentacién a elevada temperatura y bajo pH. Ia

yuca (Manihot esculenta Grantz) es un producto cuyas raices

producen almidones, que se cnultiva intensamente en regiones
tropicales de Africa. Asia y Sudamérica, y se utiliza prin-
cipalmente con fines alimenticins. La yuca es capaz de dar
en excesn rendimientos de 60 toneladas por hectdrea, pero
las raices son muy deficientes en nroteinas y una variedad
promedio contiene cerca de 3.5 % de prnteina en peso en ba-
se seca.

Se han reportadn casons de malnutricién en lugares dnnde el
principal constituyente de la dieta es la yuca, especialmen-—
te en regiones del centro y oeste de Africa.

La materia seca de 1la raiz puede llegar a tener un 90 %
de carbohidratos fermentables. Debido a que es muy bajn en
proteinas, la yuca debe ser abastecida con un concentrado
proteinico si tiene que ser usada como un alimento para los
animales no rumiantes.

Estos estudins se concentrarnn snbre hongns filamentosos
termofilicns, ya que el usn de tales cultivos hace que no
sea necesarin hidrolizar los sustratos de almidAn antes de
efectuar la fermentacidn, ademds de que permiten el uso de
un sistema de fermentacidn no asénticn debido a las condi-
cinnes de su crecimiento altamente selectivas, como 1n son
el pH de 3.5 y temperaturas de 45—5000- Esto decrece el cos

to de sistemas de enfriamiento durante la fermentacién y fa



cilita la recuperacién con un menor cnsto por filtracidén. El
cultivo prototipo para estos estudios fue un género de Asper-

gillus fumigatus designado como I-21.

La mayor;ia de los hongos termofilicns no son patdgenos ya
que la capacidad necesaria para iniciar una infeccién en el
hombre y otros animales ocurre bajo raras circunstancias. Sin
embargo, debido a los antecedentes conocidns fue de particu-

lar interés e inquietud experimentar con Aspergillus fumigatus

debido a que organismos de esta especie frecuentemente son cul
pables de producir aspergillosis (una infeccién pulmonar), la
cual puede sobrevenir después de la inhalacién de un gran ni-
mero de esporas procedentes de este tipo de hongos. Por esta
razén se aisld un mutante esporogénico estable (irreversible)

de Aspergillus fumigatus I-21, designado como I-21A, utilizan

do un tratamiento de irradiacién gamma. E1 comportamiento de
este mutante se encontrd equivalente con el género I-21.

El valor nutricional de Aspergillosis fumigatus I-21 y otros

tres hongos termofilicos fue determinado a través de experimen
tos en los que se alimentarnn ratas.

Se usb urea como fuente de Nr y para épstar el pH a 3.5 se u
86 H,S0, que ademds provee el azufre necesario y también se a-
dicioné KH2P04 como una fuente de K y P. No se requirieron o-
tras adiciones ya que la yuca abastece todos los otros componen
tes requeridos para el crecimiento 4ptimo del cultivo I-21A.

Para hacer la evaluacidn toxicnlégica se efectuaron exdmenes
clinicos e histolégicos sobre las ratas, y no se encontraron a
normalidades que pudieran atribuirse a la dieta.

En la Tabla 1, se encuentran los datos obtenidos en una de

las fermentaciones hechas por Aspergillus fumigatus I-21A, don
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de el medio contenia 150 gramos de yuca fresca por litro. La
incubacidn fue por 20 horas a 45°c.

Ios resultadns de este estudio sugieren que este tipo de
hongns, los cuales son capaces de crecer a elevada tempera-
tura (mayor o igual que 4500), y un bajo pH (menor o igual
que 3.5), puedan ser usados con bastante éxitn para la prnduc
cidén de proteina a partir de yuca.

Algunos aspectos ecnrndmicns son de considerarse con el uso
de tales organismos. Por ejemplo: a) no es necesarion efectuar
1a hidrélisis del almidén de la yuca antes de la fermentacidn.
b) La esterilizacién del sustrato ya no es indispensable pues
to que las condiciones de cultivo son altamente selectivas (el
bajo pH previene el crecimiento de bacterias y la elevada tem
peratura inhibe las levaduras y la mayoria de los ntros hon-
gos), la asepsia durante la fermentacidn no es necesaria por
1a miema razén. c) El metabnlismo del cultivo genera el calor

necesario para mantener elevada la temperatura de fermenta-
cién. d) Pinalmente, con este tipo de cultivo es factible e-
fectuar un prncedimiento de filtracidn barato para recuperar
la biomasa.

Asumiendo que los requerimientos de alimentacidén para un
puercn de 20 Kg'son de 1.5 Kg de materia seca por dia con un
16 % de proteina cruda, se puede calcular a partir de los ren
dimientos de las fermentaciones de 597 litrons, que cien puer-
cns necesitarian una capacidad diaria de fermentacidn aproxi-
madamente de 2 700 litros, si todas las prnteinas para su die
ta procedieran de la yuca fermentada. De tal modo que sélo ha
bria que calcular la capacidad adicional de fermentacidn pa-

ra el tiempn en que la planta ecté inactiva para efectos de
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limpieza y de mantenimiento.

No se hizo un andlisis econdmico sobre el proceso a gran
escala. _

0Otro trabajo mds, hecho por los investigadores Reade y H.
Smith (14), y en el cual utilizaron grano de cebada como la
fuente de carbohidratos, fue efectuadn en el afio de 1974.

Se efectund una fermentacién aerdbica sumerqida, simple, no
aséptica, en la cual pudiera sintetizarse proteina micrnbia-
na a partir de fuentes de nitrdgenn y del sustratn ya mencio
nado, para suplementar el contenido proteico del grano de ce
bada para la alimentacidén de animales no rumiantes. Observa-
ciones hechas sobre 23 tipos de hongos cultivados en peque-—
fins matraces demostraron que la prnteina microbiana podia
ser prnducida exitnsamente por un nimero de especies dife-
rentes en un medio conteniendo cebada como fuente de carbo-
hidratons. ILa sintesis de proteina fue afectada notablemente
por la presencia de diferentes fuentes de nitrdégeno en la
fermentacién; en este aspecto el (NH4)2504 & la urea proba-
ron ser buenas fuentes de nitrAgeno. El1 organismo Aspergillus
oryzae fue seleccionadn cnmn la especie nds anrovpiada vara
la sintesis de prnteina, basdndose en su comportamiento al
ser suplementado con varias fuentes de nitrdgenn. La velo—

cidad de crecimiento de Asrergillus oryzae en los cultivos

con agitacidn fue tal, que altos rendimientns de nrnteina de

micelio fueron obtenidos en 24 horas de ua cultive innculadn

con una suspensién de esporas. Bajo las condiciones de creci

mientn usadas en egtns experimentns se pudn arreciar una ne-
!

quefia ventaja en la adicidn del 2 % de cebada en excesn. Pe-

ro ésto Mltimn se vndia lngrar sdlo si se extendia el nerin-
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do de incubacidn. La tnlerancia de Aspergillus oryzae a ba-

jos valores de pH fue aprovechada para facilitar el cultivo
de los hongos bajn condicinnes nn asépticas. Buenns rendi-
mientos de prnteina fueron obtenidos en cultivos de 40 1li-
tros a un pH de 3.5, en una maqnina de lavar doméstica modi
ficada. AUn cuando los rendimientos de proteina fueron po-
bres, el crecimiento no aséptico también fué exitosn a pH
de 3.5 en cultivos de 1 900 litros desarrollado en un enva-
se agricnla mezclador de alimentos.

Ia cebada es el cereal aue mas se consecha en el Reinn Uni
do en la era actual. En la década nasada su produccidn annal
se dobld y en 1969-70 se cnaatificé en 3.5 toneladas métri-
cas. Aprnximadamente tres cnartas partes de esta cebada (6.7
toneladas métricas) se vendieron para la alimentacidn animal
y casi la mitad de esta cantidad (2.9 toneladas métricas) se
usé para los puercns. El grano de cebada contiene en prome-—
dio cerca del 10 % de ovroteina cruda y cerca del 4 % de 1li-
sina, ¥y asi{ por si mismo, no cumple con los requerimientos
estimadns para la alimentacidén de los puercos, lns cuales
son, de acuerdn a la edad, de 15-29 4 de proteina y 4.20-4.8%
de lisina. En la practica agricnla estas deficiencias en la
cebada cnomn un alimentn para 1los no runiantes se alivian a-
dicinnandn cantidades apropiadas de concentradons proteicos
tales comn harina de pescado o harina de frijol de soya. De
bidn a ane estos cnncetrados son costosos y frecuentemente
tjenen aue ser imoortados, es claramente ventajoso buscar
métndns alternativns vara iacrementar el cnntenido oroteico
de las dietas basadas en la cebada.

Los miernnraanismns snon una fuente potencial de proteina
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para la dieta tanto de 1ns humanos como de los animales. Son
cultivados comunmente en prnductns de desecho industrial que
bien pudieran ser hidrocarburos n carbohidratons, en procesos
que combinaran el recurso disponible para sintetizar protei-
nas Utiles. Sin embargn, en tiempos de sobre—prodnccién, las
cosechas de cereales pudieran ser igualmente consideradas co
mo un sustrato de carbono para la sintesis de proteina micro
biana. En 1968, la entonces cnnsiderable sobre-produccidn de
cebada dié lugar a la idea de usar el grann sobrante para la
produccién de proteina de hongns.

De esta forma, se probo que era posible poner cebada en pe
guefias cantidades e incubarla con un hongo para convertir u-
na parte del carbnhidrato a proteina, asi el tontal de la co-
secha de cebada pondria usarse para la alimentacién del ga—
nado porcino y por lo tanto no se necesitaria importar los
concentrados proteicons.

Se optd por un proceso en el cual la cebada era fermentada
en la graija en un proceso aerdbico simplé ¥y no asépticn en
el cual se adicionaban cereales nn fermentadns a la prnteina
microbiana, resultando una mezcla total que ya podia darse a
los puercos comn alimentn. Debido a que el producto nn puede
ser almacenadn, cada alimentaciAn diaria demanda un "batch"
de fermentacién fresco. Asi, para evitar el duplicar el nume
ro de tanques fermentadores, la duracidn de la fermentacidn
deberd ser menor a las 24 horas. También es de desearse te-
ner un procesn de nn muy larga duracidn para reducir la o—-—
nortunidad de contaminacidén debido al crecimiento de nrga—
nismns gne snn indeseables.

E1 eate trabajo se estudid un niimern de hnngos para obser—
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var sn habilidad para producir proteina micronbiana en fer-
mentaciones sumergidas usando cebada como fuente de energia
metabnlizable. Lns efectons sobre la fermentacién de diferen
tes fuentes de nitrégeno, valores de pH y concentraciones de
cebada fueron investigados, asi como la factibilidad de un
proceso no aséptico a gran escala.

Ins orcanismos usados en este estudin fuernn los siguien—

tes: Aspergillus oryzae, Aspergillus tamarii, Endomycopsis

capsularis, Endomycopsis chodatii, Endomycopsis fibuligera,

Geotrichum candidum, Penicillium chrysogenum, Penicillium

citrinum, Penicilliunm notatum, Rhizopus arrhizus, Rhizopus

olignsporus, Rhizopus oryzae. De estos organismos se estu-

diaron varios géneros de algunns de ellos.

Todos los cultivos se mantuvieron sobre agar de papa-dex-
trosa y conservados a 4°C.

Tos cultivns agitados de 4 y 7 litros fueron inoculados
cnn 107 conidia/100 ml de sustrato. El indculo para las fer
mentaciones de 40, 1000 y 2700 litros consistid de un culti
vo micelial desarrnllado en un medio de compnsicidn similar
al "batch" principal. El volumen del indculo fue del 10 %
(v/v) del volumen final del 'batch".

En 1lns cultivos de 40 litrns las cantidades recueridas de
cebada y de sales fveron adicionadas a casi 30 litrns de a-—
gua en el envase fermeantador, el volumen se compnletd a 40
1itros y se mezcld hasta unifnrmidad. Con agitacién conti-
nua se aplicAd calor nor medio de un serpent{n utilizando va
por.

En los cultivns de 1 0NN litros la cebada fue calentada y

se adicinnd al asua en el envase, junto con los minerales



—-26-

requeridos, y la mezcla agitada durante 30 minutos. Vapor,
inyectado en la base del envase, elevé la temperatura del

medio a 10000 en 150-180 minutos. El envase se selld y se

de jé qﬁe subiera la presién durante 60 minutos, después de
1o cual la temperatura del medio fue de 112°C. Después de

120 minutos a esta temperatura, se dejé de alimentar vapor
y se enfrid a temperatura ambiente durante toda la noche a
30%.

El medio de fermentacién de 2 700 litros contenia cebada
cruda. Después de mezclar la cebada con agua con agua du-
rante 15 minutos se calentd el medio durante 30 minutos a
10000 y se adicinnaron las sales.

Polipropilenglicol se adiciond al medio de todas las fer-
mentaciones con agitacidn a una concentracién de 0.1 ml/1t
para que actuara como antiespumante. No se requirié anties—
pumante en los cultivos hechos en matraces.

Los cultivos agitados de cuatro litros fueron desarrolla-
dos bajo condiciones asépticas en un matraz de 5 litros. Se
cantrolsd la temperatura poniendon el envase en un bafio de a-
gua ("bafio maria") a 30%¢.

Log cultivos agitados de siete litrons fuernon desarrolla-
dos bajo condicinnes asépticas en un fermentador de 10 li-
tros. La temperatura se controld a 30”0.

Cultivos de 40 litros se desarrollaron bajo condicionnes
no asépticas en una lavadora modificada. Se contrnld la tem
peratura entre 30—4000.

En estos tres cnltivos se contrnld el pH por via electro-

magnética a través de valvulas, con HCl y NaOH 2N.
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la fermentacidn aséptica de 2 700 litros se efectud en u-
na planta piloto de fermentacién. Se mantuvo agitacidn cons
tante y un excesn del 20 % de concentracién del oxigenn di-
suelto en el medio.

las pruebas de operacidén no asépfica en gran escala se e-
fectuarnn en un envase comercial mezclador de alimentns de
2 700 litros. El volumen de prueba fue de 1 109 litros. Ia
aereacidn y la agitacién se tuviernon al inyectar aire en la
base del envase a una velocidad de 1 N00 litros/min. Excep-
to en el ajuste inicial a 3000 antes de la inncnlacidn, no
se ejercid contrnl sobre la temperatura duraate la fermen—
tacidn. Se siguieron las variaciones de la temperatura por
medio de cuatrn termocoples distribuidos en el envase.

Se hicieron los siguientes andlisis:

a) Peans secos de micelin fuernn determinados por el secado
de muestras lavadas a 10500 durante 18 horas. El micelio se
recuperé por el filtradn de muestras sobre tela que conte-
nia una apertura de malla de 10g/*m; fue lavado entnnces
con agua destilada y transferido a trbos de vidrin tarados
previameate para efectuar el secadn.

b) E1 nitrigeno fue determinado por el métndo de Kjeldahl y
el factor 6.25 se ush nara calcular la proteina cruda.

¢) Tos carbohidratns totales fueron determinadns por el mé-
tndn de antrona.

d) Ting azficares rednuctores fueron determinadns por el méto-
do de Somogyi (15) usando el reactivo de Nelson de arsenomo
libdato (16). Las muestras fnernn deproteinizadas por el mé
todo de Somnsyi (17).

e) Tins nunerns de bacterias viables fuernn determinadns vor
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medio de la técnica de conteo en placas usando agar nutriti-
VOo.

Los resultados de la inspeccidn hecha en los 23 organismos
cultivados en matraces utilizando cebada como fuente de car-
bohidratons se encuentran em la Tabla 2, en la cual se anotan
s6lo los nrganismos tomados como referencia. Cada litro de
medio contenia 50 gramos de cebada, 1 gramo de urea y 2 gra
mos de KH2P04. Los cnultivos fueron incubados durante tres
dias y el contenido de cada uno de ellos fue liofilizadon. El1
contenido total de carbohidratos de la biomasa fue determi-
nado y el contenido de proteinas fue calculado como nitrdge
no insoluble en dcido tricloroacético.

El incremento neto en el contenido de proteinas de 1lons cul
tivos, es decir, el contenido final de proteinas menos la
proteina presente en la cebada al principion, tuvo un ransgo

de 5.7 mg/20 ml con Geotrichum candidum, a 42.9 mg/20 ml con

Aspergillus oryzae. El alto incremento neto de proteinas no

fue necesariamente correlacionado con una concentracién al-
ta de proteinas en la biomasa. Por ejemplo, en cultivos de

Penicillium citrinum, el incremento netn de proteinas de la

biomasa fue casi el mismo que con Aspergillus oryzae pero la

concentracién de la proteina en la binmasa fue mennr. Esto
fue el resultado de los niveles relativamente altons de car-

bohidratos remanentes en los cultivos de Penicillium citri-

num al final de la fermentacidn. El organismo Rhyzonus arrhi

zus mostrd el efecto npuesto dnnde un incremento neto de pro
teinas relativamente bajn fue compensado por un nivel bajo
de carbnhidratn residual en una concentracidn alta de protei

nas en la biomasa.
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Para poder observar el efecto de la fuente de nitrégenn,
se compard el desarrnllo de seis organismos cultivadns en
matraces cnando fueron abastecidns cnn nitrdgenn usando las
siguientes sustancias: (NH4)? S04, nrea, NH,NO3, NaNO3 y u-
na mezcla (50/50) de urea con (NH4)QSO4- Cada litro de medio
contenia; 50 gramos de cebacda, 2.0 gramos de KHoPOy y 1.2 g
de nitrdgeno segiin la fnente de nitrdgenn adicinonada. E1 pH
en cada matraz fue ajustado a 4.0 antes de la inoculacidn.
Después de tres dias de incubaci’n el contenido de cada ma-
traz fue linfilizadn y 1los carbonhidratns tntales y el conte
nido de proteinas fuerna ceterminados de 1la biomasa nbteni-
da. La mayor y mejor respuesta cnnsisteate fue obtenida conn
la mezcla de urea y (NH4)2SO4.

Tas fuentes de nitrigenn pueden influenciar el cnursn de u
na fermentacién indirectamente a través del efectn del pH.

También se estudid el efectn de las diferentes concentra-
cinnes de cebada, y se pudn nbservar aque incrementandn la
concentracifn de cebada se incrementaba el rendimiento de la
proteina de micelin, nern el inérenpntn no era en proporcion
directa a la concentracidn de cebada sino que fue me jor al
pernitirse un tiemnn suficiente para que se pudiera utili--
zar comnletamente la fuente de carbohidratos.

Del mismo mndn, se estudid el efecto del pH en cnltivos a-
gitadns de 4 litras en nn rangn de 3.0 a 7«N. Cambins en el
pH de 3.5 a 7.0 tuviernn pncn efecto sobre el cnltivo. A pH
de 3.0 el rendimientn del micelin desnués de 24 horas de in
cvbacidn fue redncidn a casi la mitad de aguel que se tuvo
a mads srandes valores de pH afin cna2zdo la velncidad de cre-

ciniento del micelin eatre 16 y 24 horas nn fue reducido. E1
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rendimiento de la proteina de micelio también fue mucho me—
nor a pH de 3.0 y ésto puede ser atribufdo al bajo rendimien
to del micelin combinado con la reducida concentracidn de pro
teina en el micelin.

Ia factibilidad de un proceso no aséptico usandn Aspergi-
llus oryzae fue probada en cultivos de 40 litros. Se usé un
medio conteniendo 20 g de cebada, 2.0 g de KH?PO4 Yy 1.0 g de
urea o 2.8 g de (NH4)?SO4 por litro. También se probaron di-
ferentes formas de calentamiento Y valores de pH. Se noth
que al ajustar el pH inicial en 3.5 & menns se prevenia el
desarrollo de bacterias.

Cuando se usé (NH4)2SO4 en lugar de urea como fuente. de ni
trégeno, el incremento neto en la proteina obtenida fue ma-——
yor pero fue necesario controlar el pH del medio por la adi-
cién de dlcali. En comparacidn, al usar urea el pH fue rela-
tivamente estable y su contrnl fue innecesario.

También se hizo un proceso no aséptico con un volumen de
fermentacién de 1 000 litros que contenfa urea en 1.0 g/1t
Yy 20 g de cebada y 2.0 g de KH2P04 por litro. E1 pH se ajus-—
t6 a 3.5 al iniciarse la fermentacidén. E1 medio usado en la
fermentacidén de 2 700 litrons contenia 30 g de cebada, 4.2 g
de (NH4)2804 ¥y 2.0 g de KH2P04 vor litro; el pH se mantuvo
en 4.5 pero en este caso fue un cultivo asépticon. g

El desarrnllo del micelio fue evidente en el cultivn de mil
litros ain cnandn sAlo hubo un neauefio incrementn en la pro-
teina. El pH no varid mds de 0.5 vy la temperatura bajd desde
30“0 en la inncnlacidn hasta 2072 después de 24 honras.

Bajn condicinnes contrnladas de temperatura, pH y aereacidn

el rendimientno de proteinas del cultivn de 2 700 litrons se
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vié que era comparable en rendimientos cnn los cnultivos de
volumen minimo. Esto se observa me jor en las Tablas 3 y 4.

Los resultadns indican que este tipn de fermentacinnes es
técnicamente factible. La eficiencia de conversidn del car-
bohidrato de cebada a micelio y proteina de hongns era com-
pletamente competitiva con las conversiones obtenidas por o
tros investigadores. Esta conversidn se annta en la Tabla 5.
Cdlculos basados en 1lns resultadns de la fermentacion de
2 700 litros muestran una obtencidén de 50.6 g de producto
fermentado seco con 39.4 % de proteina cruda de una carga ol
nicial de 100 g de grano de cebada conteniendo 9.9 % de pro
teina cruda, lo cual representa un incremento de aproximada
mente el 100 % en la proteina originalmente presente en el
grano de cebada. Estos calculos no toman en cuenta el nitré
geno soluble presente al final de la fermentacidn, el cual
por medin de un andlisis de aminonacidns adicionaria 4.2 g
al rendimiento de proteina cruda obtenido de los 100 g de
grano de cebada.

E1l aspecto de la masa fermentada final, fue tal que pro-
bablemente seria necesario”eliminarle bagtante agua. lLa a-
dicién de sdlidos para darle una mejor consistencia fisica
usando por ejemplo cebada no fermentada ayudaria en este fin
pero tal vez reduciria demasiado el cnntenido proteico.

E1l valor nutritivo del micelin de Aspergillus oryzae, desa

rrollado en la cebada se evalud en puercos y ratas. En estos
experimentos el micelin de los hongos, alimentado a estos a-
nimales como la Unica fuente de prnteinas probd ser acepta-

ble por los mismos. No se noté efecto algnno de pérdida de a

petito durante el perindo experimental, alin cuando estos ex-—
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perimentns fueron de una duracidn tan corta como para poder
ver pngibles efectos tdxicos.

El éxito con la fermentacifn no aséptica fue visto como u
na contribucidn significativa a los costos potenciales de es
te tipo de fermentacidn. E1 hecho de que es posible restrin-
gir el calentamiento durante la preparacidén del medio a tem-
peraturas de 10000 en lugar de los usuales 12100 requeridos
para la esterilizacidén representa un ahorro en la energia de
entrada y elimina la necesidad de un envase de presi6n para
la preparacién del medio. El usn de cnndiciones de pronceso
para contrnlar la contaminacién microbiana durante la fermen
tacidn también permite una reduccién en el costo del equipo,
asi como también no va a ser requerido un fermentador disefia
do para una fermentacidn aséptica. AGn y cuando la urea y el
(NH4)2504 se consideraron como fuentes de nitrdgeno satisfac
torias para la fermentacidn, la urea pareceria ser preferi-
ble en un sistema simple debido a que no tuvo un efecto nota
ble sobre el pH.

Un aspecto de control de contaminacidn que no fue inves-
tigado fue la temperatura de fermentacidn. Una fermentacidn
efectnada a una elevada temperatura, apropiada para el cre-
cimientn de un organismn termnfilico, nfreceria dos venta-
jags. Primero, se dispondria de un factor selectivo adicio-
nal para reducir la oportunidad de contaminacién; y segundo,
se evitaria el costo de un sistema de un sistema de enfria-
miento para remover el calnr producido por el metabolismo mi
crobiano ya que en estr caso no seria necesario. Es decir
que nn se va a recuerir un equipn especial para este tipo de

procesns. No se hizn una evaluacihn econdmica.
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Un trabajn mas fue el elaboradn nor Rogers ea 1372 (18),
en el que establecia ane la tecnnlngia desarrnllada nara n—
tilizar los desechos celuldsicns comn un snustratn de fermen
tacifén para producir oroteina, pndria servir para un propi-
sito dual; reducir la cantidad de basura disnnnible y ali-
viar el prnoblema de la alimentaciAn mundial.

Se hiciernn esfnerzns para desarrnllar un nrocesn de fer-
mentacifn de la celnulnsa vara la nrndnccién de una proteina
de alta califad cnn el usn de hongos como 1ns agentes de bio
sintesis.

Ta proteina de hnngns, comparable al erann de cereal en su
compnsicihdn qnimica, cnonteniendn tndns los aminndcidns esen—
ciales, fue prndncida por la fermentacidn de sustratos de de
sechos celuldsicns.

Ademds de su contenido proteico de alta calidad, el orga-

nismo Aspergillus fumnigatus degradd rdpidamente la celulosa.

Varins procesos para incrementar la susceptibilidad de la ce
lulnsa para la bindegradacidn fuernn estudiados, tales como
el tratamiento con &lcali, irradiacidn de electrones, trata-
mientns fotoquimico y la hidrAlisis. SAlo el proncesn de trata
mientn fotonaquimico probd ser sigaificativn.

Diferentes materiales celnldsicos fueron prnbadns en este
rstudin de biodegradacida. Sustratos con y sin un contenidn
de ligaina fueron nsados: los dns sustratns celuldsicons pu-
ros ntilizadns fuernon napel filtro y Snlca Ploc de 200 ma——
llas: lns snetratns de desechn celuldsico fuernn materiales
ya de basura, la pulpz de madera y fraccidn celuldsica de la
puloa del material de desechn lavada cnn agna y cribada a ta

mains de particnlas de anroximadamente 69 mallas.
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- Los hongos usados en este estudio fueron obtenidos de 1la
expnsicidn al aire de placas de agar papa-dextrosa.

Un medio esvecial conteniendo celulosa finamente dividida
en agar mineral fue preparado para determinar si los hongos
eran celnuloliticos.

Cuando los hongos fueron inoculados sobre este medio, a-
quellos hongos con actividad celulnlitica formaron un halo
alrededor de las colonias. La zona clara ayudd en el recono
cimiento y aislamiento de los degradadores de la celulosa.

La degradacién de los sustratos no tratados de celulosa
pura y de la basura celuldsica fur cnomparada con la de los
sustratos celuldsicns previamente tratados por la oxida-
cibén del 4lcali, hidrdlisis a elevada temveratura, radia-
cién de electrnnes y el pronceso fotoquimico de nitrito. El
medio para estos estudios contenia 1.0 g de cada unn de los
siguientes reactivos; NH4C1, KH2P04, KoHPO4, MgSO,, extrac-
to de levadura, CaCl, ¥y 40.0 mg de tiamina combinado todo
con agua estéril hasta un volumen final de un litrn. Este
medio de sal mineral fue ajustado a un pH de 5 y porciones
de 100 ml fueron colocadas en envases con agitacidn de 500
ml cada uno conteniendo 1.0 g de celulosa. Los envases se
esterilizarnon en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Se
hizo la inoculacibn, después de enfriar el medio, con los
hongos seleccionados previamente, se procedid a incubarlos
a ;3500 en una sala de desarrolle con agitacifn y se obser-
vbé la desaparicién de celulosa y el crecimientn de la masa
de hnongns. Ins indculos para estos experimentos procedian
de cultivos "madre" de 48 hnras de hnngns desarronllados en

un medin de eales minerales conteniendo gluconsa, celonbiosa
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y celulosa en conceatraciones de 0.1 %.

El peso secn de cada sustancia innculada fue apronximada-
mente un 10 % del peso del sustrato. Después de establecer
la tasa de veloncidades de bindegradacién en 190 ml de medin,
el proceso fue escaladn hasta un fermentador de 25 litros y
se reprodujeron velocidades similares.

Cuando toda la celulosa habia sidn utilizada, el micelion
de los hnngos fue eliminado del medio y lavado varias veces
cnn agua destilada. Después, este material se secd en un hor
no de aire caliente a 75°C por 24 horas y se enfrid, obtenién
dose asi las muestras necesarias para los andlisis subsignien
tes, en los que se utilizaron técnicas cromatogriaficas de in-
tercambio de innes y un bionanalizador para determinar los a-
minndcidons.

Se pesarnn 20 mg del micelin en una balanza microanalitica
¥y se transfiriernn a un tubn de hidrdlisis de vacio. Se pipe
tearon dentro del tubo 10 ml de HC1l 6N. Este se cerrd y se
pusn a una presidn de 50 a 100 m de Hg.

E1l tubo cerrado fue colncadn en un horno a 110°C durante

22 horas. Después de la hidrAlisis, el tubn se sac6 del hor
no y se dejAd enfriar a temperatura ambiente. Se destapd el
tubo cuidadnsamente para que llegara a la presién ambiente,
y el fondn fue separado después de que el tapdn fue removi-
dn. El contenido del tubn fue filtrado a través de un fil-
tro de vidrin al vacin, y el filtrado reducido a polvo por
linfilizaciAn.

Después de que la muestraz fue secada crmpletamente, fue di
luida vnlumétricamente a 5 ml con citrato de sndin 0.2 M co-

mo buffer, pH 2.2. Medin mililitro de esta snlucién se pipe-
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ted snbre la columna cromatografica del binanalizador para
la determinacién de los aminodcidos.

Este estudin, comparando las velocidades de biondegradaciodn
de celulosa no tratada y celulosa si tratada, prnvee de un
camino para seleccinnar aquellns hongos altamente celnloliti
cns capaces de degradar la celulnsa sin un pretratamiento.

Debidn a un factor imp~rtante que es el de que grandes can
tidades de celulonsa snn producidas, un procesn que no necesi
tara un pretratamiento ahorraria tiempo y dinero.

Comparando el tiempo requerido para la biodegradacidén de
celulosa no tratada con la celulosa tratada en el tratamien-
to fotonquimico de nitrito, se vid que se ocupaba la mitad
del tiempo que en el caso de la celulosa nn tratada.

E1 uso de hnngns como alimento no es nuevo. Pringsheim y
Lichtenstein en 1920 (19) reportaron la alimentacidn de ani-

males con Aspergillus fumigatus cultivadns sobre paja suple-

mentados con nitrdgeno inorganico.

En la Tabla 6 se muestran los contenidos de aminodcidns ex
presadons en gramns de aminodcido por cada 100 gramos de pro-
te{na de los hongos seleccinnadns; asi como 1los de harina de
cacahuate; de harina de frijol de soya y también lns valores
de la F.A.O.

Puede observarse en estos valores que tndos los hongos pre
sentan una deficiencia en mnetionina y triptnfano con respec-

to al patrAn de FP.A.0., excepcién hecha de Trichoderma viri-

dae (nimern 9) para metionina. Con reenectn a los ntros ami-
noacidos se tiene un exceso sobre 1lns valores de la F.A.O.
En base a ésto puede decirse que el cultivo de hongns ter-

m6filos plantea la posibilidad de tener una fuente adecuada
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de proteina unicelular.

TT.3. Planeacidn del disefio.

Se trata de obtener prnteina de hongns a partir de las mie
les incristalizables (que seran la fuente de carbnhidratns),
mediante la accidn de hongos termAfilos, a través de una fer

mentacidn que se efectuard en un prncesn "batch" o intermi-

tente.
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IT.3.1. Materia prima.

En la fabricacifa del azlcar de cafa o de remolacha, las
melazas cnmerciales son el principal subproductn, residun
de cnlnr nscuro que resnulta desoués de extraer la mayor can
tidad nnsible de azfcar cristalizable (20). Ta Tabla 7 pre-
senta la composiciAn quimica de las melazas negras de cafia.
Tas sustancias qne en las melazas impiden la cristalizaciAn
del azlicar son sales innrgéaicas e impurezas nredaicas dis-
tintas del azlcar existentes en la snlucidn catnrada de sa-
carosa. También se acenta aue las impurezas que impiden la
cristalizacidn del azlcar en las melazas sna colnides y tam
bién cristalnides. Ta caatidad y las propiedades de los con-
lnides dependen de la variedad de la cafa o de remnlacha \
de los métodos de extracciéa'y clarificacidn. Ias materias
colorantes son melannidinas y tanatos de hierrn formados
cn1 el dcidn tédnico y de iones férricns existentes en la re
molacha n en la cafia o que han sidn recogidns en el cursn
de las opneracinnes de fabricacién.

Aunane algunas melazas contienen un elevadn porcentaje de
vitaminas, éstas snelen ser destruidas en el nrncesn de fa-
bricacidn, esnecialmente en la defecacisn y en la filtra-
ciAn por carbAn de huesns.

Tns dcidons orgdnicns vnldtiles y an vnldtiles existen en
la cafla o se forman durante el ovrncesn. Ting aninndcidns se
forman por la hidrAlisis de las oprotefnas. Tins dcidns acéti
co v fArmico resnltan de la accidn de lns dlcalis snbre la
sacarnsa vy esrecialmente snbre 1ns azicares reductores.

Se nbtienen estns jarabee necurns, de nlor & agztcar guema

da, en la fabricacidn del aziicar en bruto ¥y en el proceso
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de su refinacién. También se obtienen melazas invertidas o
de alta presifdn, melazas mixtas y melazas de desechn. Se da
también la denominacidén de melaza a prnductns de ontros ori-
genes que contienen carbohidratos y son semejantes a las me
lazas de cafia y de remolacha, como las melazas citricas, de
maiz, de madera y de sorgn.

TLas melazas comerciales de caifla y de remolacha son las lla
madas melazas negras o prietas. Se da particnularmente esta
denominacién a las melazas finales de la produccidn de azt-
car de cafla. TLa melaza contiene la mayor parte de 1lns no a-
zhicares contenidos en el jugn del cual se obtiene, ademis de
una parte de la sacarosa y los azﬁéares reductores; cnnse-
cuentemente su composicidn tiene que variar, segin el tipn
y madnurez de la cafla, las condiciones climatnldgicas v aqri
conlas, la eficiencia de la monlienda, la natnuraleza del prn-
ceso utilizadn para su clarificacidn y otros factores.

Hoy las melazas son un importante articuln de consumon. Su
mayor utilizacidn estd en prnductns alimenticins para el
hombre y los animales y en la fermeatacidn para la fabrica-
cién de alenhol etilico, ron, acetona, l-butanol, ciertns &
cidos orgiaicons, etc.

la composicidn de las melazas procedentes de la caiia de a
zhcar varia segin las lncalidades, la clase de caia, las con
diciones del esueln, el clima y los métodns de fabricacion;
las de cafia son lizeramente &cidas con un pH de 5.5-6.5 y
las de remnlacha son lizeramente alcalinas con un pH de 7.5
S5

El bajo pH de las melazas de cafia de azicar es atribnible

a la presencia de dcidos alifaticos y al bajo pH en que se
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hace la clarificacién.

las melazas de remolacha (21) contienen mds sacarosa que
las de cafia, alguna rafinosa y casi carecen de azlcar inver
tido (levulosa y glucosa), mientras que las de cafia tienen
de 14 a 25 % de carbohidratos como azicar invertido, pero ca
recen de rafinosa.

No se puede formular un anidlisis tipico, pero ciertas ci-
fras generales resultan inferesaqtes. La gama amplia de las
melazas que salen de las centrifugas es de 850 a 920 BRTX
(45o a 48° BAUME), o sea, aproximadamente de 77 a 84 sélidos
por desecacidn. La sacarnsa varia entre 25 y 40 %, y los a-
zicares reductores entre 12 y 35 %, y la suma de los dos (a-
zlicares totales), es de un 50 % o mids. Las cafias inmaduras
tales como las que se encuentran en paises subtropicales sue
len rendir melazas con menos sacarnsa y mas azucares reduc—
tores que las cafias plenamente desarrolladas de los trapicos.

E1 contenido de sales minerales o ceniza ha aumentado con
la molienda més eficiente y la maynr cantidad de extraccidn
y también debido a ciertas variedades de cafia y a las mejo-
ras en los métndos de agotamiento de melazas.

El nitrdgenn total que contienen las melazas llega desde
N.4 % hasta 1.5 %, y de esta cifra frecuentemente se calcu—
la la "proteina cruda", como N x 6.25, es decir, del 2.5 al
9.0 % aproximadamente. La proteina digerible puede ser la ml
tad o menos de la prnteina cruda, y este punto es importan—
te en la melaza que se nsa para la alimentacidn.

El cnntenido de ceaizas (orincipalmente K?ﬂ) es mas bajo
en las melazas de cafla que en las de remolacha, pero es mas

elevadn el Pp0g. El potasio se oresenta como clorurn, como
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sulfato o combinado con sustancias organicas que no son azi
cares; en las melazas de remnlacha existe un elevado porcen
;aje de potasio en fnrma de carbonato.
Organismos utilizados para la fermentacidn:

von respecto a los agentes fermentadores, se utilizarén
Hongos terméfilos, las ventajas principales con este tipo
de hongos son las siguientes:
a) debido a la temperatura a la cual se efectuard la fermen
tacién (que es de 14500) se reducirdn los riesgos de conta-
minacidén con otros microorganismos, aunado al pH de 3.5, y
b) no serd necesarion eliminar el calor generado por la reac
cién de fermentacidén misma, y ademis _
¢) se facilitard la recuperacién de los organismos por fil-
tracifén, aprnvechando el cardcter filamentoso de los mismos,
lo cual es de un menor consto que ntros procesos de separa-
cién.

Habré que probar con microorganismos tales comos

Aspergillus fumigatus, Aspergillus oryzae, Aspergillus tama-

rii, Rhizopus oryzae, Actinomucor elegans, Aspergillus rugu-

losus, Dactylomyces thermophilus, Hamicola insolens; es decir

microorganismos que han fuacionado bien en este tipo de pro-
cesns (3, 13, 18).

Aun cuando no se puede hablar de un sustrato universal, en
este casn bien pudiera usarse agar nutritivo para obtener
las cepas deseadas de los micrnorganismos ya aountadns.

Como punto de partida vara la evaluacién de la fermentacién
de las mieles incristalizables como sustrato, se utilizara un
volumen de un litrn.

Entre las fuentes de N5, a usar para hacer la seleccidn se
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pueden apuntar: urea, NH,NO;, NH,C1, (NH4)2SO4, (NH4)2HPO4,
NaN03 y KNOB.

Serd necesasrio probar todos los micronrganismos con todas
las fuentes de nitrigeno para observar los diferentes com-
portamientos y rendimientos de conversidén.

Ademads de buscar la fuente de N2 que resulte menos cara y
que dé mejor rendimiento de conversién, habréd que determi-
nar cual es la que menons ihf1uencia tiene sobre el pH, es
decir aquella que contenga caracteristicas o propiedades que
mantengan mds o menos constantes las condicinnes de reaccidn
del medio de fermentacidn.

En este primer medio de fermentacidn de un litro, se ejer
ceréd un control en el pH y en la temperatura, manteniendo
el pH a 3.5 y la temperatura a 45°%.

Sera necesario probar a varias concentraciones de carbohi
dratos sobre un mismo volumen de fermentacién para nbservar
los rendimientos de conversidn y escoger asi la concentra-
cién que mejor haya funcionado.

En caso de obtener buenos rendimientos de conversifn con
el volumen de fermentacidn de un litro, y que sean estos ren
dimientos comparables con los rendimientos obtenidos en aque
1los trabajos de los cuales ya se hizo mencidén, pondrd seguir
se adelante.

Se prncederda a hacer una eliminacidén de aquellos microor-
ganismos que no tuvieron buen rendimiento de conversidn en
este primer medio de fermentacién.

El siguiente volumen de fermentacidn a probar serad el de
diez litros.

Se utilizaran los micrnorganismos seleccionnados en el pri
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mer medin de fermentacién.

Con este medin de fermentacidn de diez litros se vera si
no hay cambio en cuanto a los rendimientos de cnnversiﬁn,
con respecto a los resultados obtenidos cuando el volumen
fue de un litro, y en caso de que no los haya en forma ne-
gativa, pndréd pasarse a un volumen de fermentacién mayor.

Es necesario decir que ya con el volumen de fermentacidn
de diez litros. se debe hacer otra seleccidn mds de microor-
ganismos ya que ahora sb6lo al iniciarse la fermentacidn se
ajustard el pH a 3.5 y la temperatura a 4500, ¥y signuiendo
la fermentacién durante todo su desarrollo, se verd con qué
microorganismos ya no varian mucho estas condiciqnes, para
que en caso de que asi sea, eliminarlons.

Ya con esta segunda seleccidn se puede decir que se cuen
ta con los micronorganismos casi ideales, porque van a dar
buenos rendimientos de conversidn, no van a variar mucho
las condiciones de fermentacidn y probablemente usen la fuen
te de nitrdgeno mids barata.

Como fuentes de nitrdégeno habrid que balancear entre aque-
llas que den buen rendimiento de cnnversidn y sean baratas.

Hébiendn obtenido todo lo anterior se puede ya trabajar so
bre un vnlumen de fermentacidn de cien litros. Con este vnlu
men de fermentacidn se pndrd ver, de acuerdo cnn los resulta
dos que se nbtengan (que deberan ser muy semejantes a aque-
1los de 1os dos primeros medins de fermentacidn), si es fac-
tible seguir aumentando el volumen.

Hasta ahora en eastons tres primeros medios de fermentacién-
las condicinnes han sido asépticas, de tal mndo que hasta el

-

signiente volumen de medin de fermentacidn que serd de 200 1
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se tratard con condiciones no asépticas, puesto que ya con
los microorganismos con que se cuenta se puede pensar en que
habrén de obtenerse buenos resultados, es decir aque sélo al
principio nuevamente se pondran las condicinnes de temperatu
ra de 45°C y pH de 3.5 y ya se dejarda que la fermentacidn si
ga por si sola, por el tiempo que se tiene proyectado.

Se puede pensar con respecto a los coastos de la fermenta-
cién que deben ser bajos pbr las signientes razones:

a) materia prima barata y
b) no es necesario un reactor automatizadn para la fermenta-
cion.

En cuanto a la materia prima, ésta serd agua, mieles in-
cristalizables, fuentes de nitrdgeno (urea) y anti-espuman-
te.

En caso de que haya formacidn de espumas, serd suficiente
el agregar una pequeila cantidad de aceite vegetal, tal como
aceite de maiz o de aceite de algnddén, e inclusive se podria
usar polipropilenglicnl, con lo cual las espumas seran elimi
nadas.

Observando los reportes.sobre trabajos ya elabonrados, se
puede notar que es muy raro que haya formacidn de esnumas y
que e¢n caso de gue éstas se presenten, sera en muy peanefia
cantidad, de todos modos, més bien comn un medin de nreven-
cidn, habré que utilizar los antiespumantes ya mencionadns.

Un 0ltimo volumen a probar serd el de 500 litros, donde se
usard lo siguiente: concentracidn de carbohidratos gue mejor
resultado dié, micrnorganismo que me jor funciond, fuente de
nitrdeenn seleccionada y antiespumante; sb1n inicialmente se

pondréd el sistema en pH de 3.5 y a una tenperztura de 4503
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y se dejara que siga la reaccién bajo condiciones no asépti
cas, durante un tiempo de 24 horas, prnocediendo entnnces a
hacer 1os andlisis adecuados.

Se hard una evaluacién de la biomasa para conocer el con-
tenido tntal de proteina cruda, de carbohidratos, de ceni-
zas, de grasa y de humedad.

La evaluacifn nutritiva deberd hacerse con un grupo de ra
tas a las cuales se les suministrard la binmasa obtenida co
mo Gnico alimento, procediendo a hacer su observacién duran

te cierto tiempo.
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II.4. Proceso propuesto.

De acuerdo a lo observado en la bihliografia (3, 6, 13,

14, 22), se puede deducir que realmente no es necesario un
equipo muy sofisticado para efectuar este tipn de fermentacio
nes debido primordialmente a la clase de microorganismos con
que se va a trabajar. De aqui que comparando la Pig. 1 (22),
puede notarse que sblo se necesita un equipo comun.
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