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1o INTRODUCCICI

gli-

@

E1 problema actual que resulta de lao esc-sez G
mentoc, y en forma muy p-rticulor de cereales, obli a al -
hombre a utilizar en forma mds adecuade los' productos na-
turales. Para lo;rar este objetivo, Jjuegan un papel my -
importante los productos -grorecuarios y sus desperdicios

as! como el conocimiento de las interrelaciones que estas

presentan.

Una. de las especies gue partici:an de manera impor -
tante en este proceso son los rumiantes, debido & gque pre
sentan c-racteristicas no comoetitivas con el ser humano
por los recursos i.e. aprovechamiento de la celulosa y el

nitréseno no protéico.

Los resfduos agricolas ponen 2 nuestra disrposicién
une, gran centidad de materizl, del cual puede obtenerse -
un considerable ndmero de diferentes productios. Intre los
m=ateriales disponibles predominan los carbohidratos, que -

pueden ser utilizado como materia prima industrial.

Los resfduos agricolas mfs im ortantes son los prove
nientes de las plantas gramfneas, cultiv~dos preferencial-
mente or el hombre. Los mfs aprovechables soa 1los que se
obtienen de las coseciine. -nualec de la cafia de ardcar, -
maiz, trigo y arroz, siendo la caiia la de mayor ;rcdugcién
por unidad Ge superficie de 4rea sembrzda.
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i“sto es notable, no solamente en la cantidad total-
de materia seca producida por cosecha, sino también en -
la produccién entre la materia utilizable directamente -
en la alimentacién y la que se considera indirectamente-

Util para satisfacer las necesidades humanas.

Al cortar la cafia para la fabricacién de azdcar se-
despunta el tallo. Esta operacién se realiza simulté4nea-
mente con la limpieza de dicho tallo, despojéndolo de las
hojas cue afin quedan adheridas. Si la punta de la. cafia o
cozollo no fuera eliminada, 1- fabricacién de azidcar seria
més diffcil y el rendiniento de sacarosa se reducirfa com

siderablemente.

La cantidod de cogollo y hojas de retoflos tiernos -
producidos anuclmente representan unc cantid:.d sustancial
nente igual, en término de materia seca, a la de los ta-
llos cosechados y dirigidos al ingenio. La recuveracidén-
de esta materia, hoy casi desnerdiciada en su totalidad,
para utilizarla en la fabricacién de nroduc*os de interés
nodrfa tener un efecto benéfico en la econonfa de zonas-
aroductoras de cafia., Bl cogolio por su composicidn es un
nroducto con verdadero valor votencial, cuedando hoy con

nuy poco provecho abandonado en el campo.

Todos los resfduos de lo industria agrfcola son va-
liosos si: 1) Se conoce la manera de aprovecherlos; 2) e
xiste un mercado establecido para los productos minufac-
turados y 3) suocurrencia se da en ciertos lugares y en
forma cuan“iosa. Tal es el caso del basazo y la meloza —

enx la industria azucarera.
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El objetivo del presente trabajo es determinar las-
condiones de fermentacidn del cogollo de la cafla de azd-
car mediante una tecnologfa simple. Fara ello se conside
ra cue de dicha fermentacién se obtendrd un forraje para
ganado bovino cue contenga 4cido l4ctico, y tomando en -
cuenta que esta prefermentacién de cogollo realizada en-
zonas donde se cultiva la cafia de azidcar puede ayudar en

la econonfa de la regién.

El 4cido léctico es importante por ser el precuréor
del 4cido propidnico en la fermentacién ruminal. Dicho -
ééido es el responsable de la eficiencia en la conversién
erdergética, constituyendo junto con otros 4Acidos grasos

volitiles el 804 de la energfa de los rumiantes.



2. GENFRALIDADES

2.1 Produccién de cafia de azidcar.

Ia cafia de azdcar pertenece a la esvecie Saccharum
officiarum, de la familia de las gramineas, planta cuyo-
origen no estéd perfectamente determinado, ubicé4ndose —-

posiblemente en China o India.

Existe un gran nimero de variedades de cafia, distin
guiéndose por su color (blancas, moradas, vetead;s, etc)
esto representa unicamente una distincién de los caracte
res exterioreé, dentro de las cuales se encuentran nume-
rosas variedades obtenidas ya sea por seleccién, polini-
zacién cruzada o por aclimatacién cuidadosa, habiendo cen

seguido variedades mejoradas,

La siembra se hace comunmente por estacas o trozos-
de cafia, que se colocan a poca profundidad en el suelo -
favoreciendo el desarrollo de las yemas que existen en -
las axilas de las hojas. Se colocan las estacas de diver
sas maneras: paralelas, inclinadas, etc. dd4ndose a 12 —-

siembra los nombres de: trenzado, cordoncillo y petatillo.

Su cultivo puede ser de temporal o de riego, devren-
diendo de la regién. pues hay regiones que requieren un-
s80lo riego por mes, habiendo otros en que los riegos no-

son necesarios debido a la frecuencia de las lluvias,

ILa produccién de cafia varfa segin el clima, siendo-

las regiohes tropicales y subtropicales las mids apropia-
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das para su crecimiento.

Una vez llegada a su completo desarrollo, antes de -
la floracién, es cuando la cafia posee el mayor porcentaje
de azdcar y se procede a cortarla, deshojdndola y desoun
t4ndola para llevarla después a los molinos en que ha de

molerse.,

Fn la actualidad la cafia y la industria azucarera -
Se encuentran establecidas en 13 estados del territorio-
nacional, cuyas 4reas de cultivo se han dividido en XIV-
regiones principales, de acuerdo a las condiciones geo—-

grificas, agrfcolas y climatolégicas.

La Regibén I. Sinaloa. Se divide en dos grandes zonas
cafieras correspondientes a las 4reas del norte y centro-
del estado. Los recursos naturales existentes en la enti
dad, en el aspecto clima-suelo-agua, son extraordinarios
¥ su aprovechamiento se ha convertido em una de las me jo
res zonas agricolas de México. Su produccién azucarera -
incluye los resultados de la oneracién agricola industrial
de los ingenios Los Mochis, LaIDrimavera, El Dorado y Ro

sales,

Ia Regién II. Nayarit. Tiene dos zonas cafieras, la-
primera agrupa 4reas agricolas cercanas a la capital del
estado y la segunda se encuentra situada en la zona cos-
tera de Nayarit. Su produccién actual incluye los resul-
tados de la operacién agrfcola industrial de los ingenies

Puga y E1 liolino.



La Regién III. Jalisco. Se encuentra ubicada al oes
te de Guadalajara, Presenta condiciones climatolégicas -
marginales que frecuentemente causan deterioro en el cul
tivo por heladas. Su produccién incluye el resultado agr{
cola-industrial de los ingenios San Fransisco Ameca, ——

Bella Vista y Fstipac,

La Regién IV. Colima. Comprende la parte noroeste -
del estado y suroeste ds Jalisco e incluye valles y pla-
nos con tierras agricolas establecidas dentro de 128 ——-
estribaciones de la Sierra Madre Occidental. La zona cos
tera del Valle de la Resolana presenta magnfficas condi-
ciones para la planta. Su produccién incluye los resulta
dos agricola-industriales de los ingenios Queserfa, José
¥arfa Morelos, Santiago, Purisima, Guadalupe, San José -

del Tule y Tamazule.

La Regién V. Michoacédn. Ocupa la parte suroeste del
estado y extiende sus 1limites desde Jalisco hacia el este
del Bstado de México, La produccién azucarera incluye —-
los resultados de los ingenios Santa Clara, San Sebastién,

Pedernales, Puruardn y lLdzaro Cdrdenas, antes Taretan,

La Regién VI, Ralsas, Comprende dreas ubicadas al -
oeste del estado de Guerrero, la mayor parte de Morelos,
y la porcibn occidental del estado de Puebla, que presem
tan condiciones naturales muy favorables para la produc-
cién de cafia y azdcar, Ia producciédn azucarera de esta -
regién incluye los resultadoes de la operacién agronémico-

industrial de los ingenios de San Fartfn, Fmiliano Zapa-
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ta, Oacalco, Casasano y Atencingo.

La Regién VII., Tehuacén, Situada al suroeste de la-
poblacién del mismo nombre, ocupa superficies que se ex-
tienden entre los limites de los estados de Puebla y ——-
Qaxaca., NDebido a condiciones especiales de clima e insu-
ficiencia de humedad el 4rea bajo cultivo es relativamen
te pequefia., La produccién azucarera de esta regibn inclu
ye el resultado de la overacién agricola-industrial del-

ingenio Calipan,

La Regién VIII. Papaloapan-Istmo. Su produccién ——
azucarera incluye los resultados agricolas industriales -
de los ingenios 3dolfo T.fpez Mateos, E1 Refugio, San ——
Gabriel, San Cristobal, La Margarita, Snto Domingo, San-
Pedro. San Fransisco, Fl Naranjal y Cuautotolapan,

Ia Regién IX. Soconusco. Es relativamente nueva y -
se encuentra establecida al sureste del estado de Chig--
pas, Su produccifn azucarera estd constituida Unicamente
por el resultado de la operacién agronémico-industrial -

del ingenio Pujiltic.

La Regién X. Campache-Yucatdn. Incluye superficies
ubicadas al noroeste y suroeste de los estados de Campe-
che y Yucatén sobre la zona costera del Golfo de México.
lLa naturaleza y propiedades ffsicas de los suelos, asf -
como su topograff{a y pedregosidad, son limitantes en su-
productividad, aun cuando los elementos del clima son ——
adecuados para la cafia. Su produccién azucarera se circus

cribe al resultado del ingenio La Joya.
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La Regién XI. Tabasco. Establecida al oeste de ——
Villahermosa. Su produccién azucarera incluye los resul-
tados de los ingenios de Santa Rosalfa, Dos Patrias, ——-

Nueva 7elandia, E1 Progreso y Hermenegildo Galeana,.

La Regién XII., Veracruz-centro. Cubre 1as Areas cer
canas a la ciudad de Cérdoba. Su desarrollo sSe encuentra
limitado por la superficie, aun cuando las condiciones -
climéticas existentes son favorables al cultivo. Su pro-
duccién azucarera incluye los resultados de los ingenios
Constancia, Motzorongo, Central Progreso, El Carmen, La-
Concepciédn, Mahuiitlén, El Potrero, San José de Abajo, -
San Miguelito, San Nicolds y Providencia,

La Regién XIII. Costera de Veracruz. Comprende Sue
perficies cultivadas sobre la zona costera de esta enti-
dad. Su produccién azucarera incluye los resultados de -
los ingenios E1 Higo, La Gloria, E1 Modelo, Independencia

y “apoapita-Pénuco.

La Regién XIV. Huasteca. Incluye dos zonas: una que
tiene como centro 2 la ciudad de Valles; y la otra, que-
cubre el extremo norte de Veracruz y la parie suroeste -
del estado de Tamaulipas. La "roduccién azucarera de esta
regién incluye los resultados de operacién de los inge——

nios Agua Buena, Plan de Ayala, El Mante y Xicotencatl.

Los datos de la produccién de cafia de azdcar obteni
dos en el ciclo otofio~-invierno 1977-1978, se presentan -
en la tabla 1; (19).
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Tabla 1. Produccidna de cafia de azfcar mor cosecha

obtenida en el ciclo otofio=invierno 1977-1978; (19).

Entidad Superficiel Producci6n2 Rendimiento3
Sonora 76 4, 560 60, 000
Sinaloa 47, 120 20987, 750 63, 407
Nayarit 17, 100 916, 836 53,616
N. Leén 48 1, 995 41, 562
Tamaulipas 33, 350 2, 344, 215 70, 500
Zacatecas 114 5, 320 46, 667
San Tuis Potosf 29, 640 1, 669, 150 56, 314
Jalisco 39, 425 3, 884, 788 98, 536
Colima T, 629 431, 495 56, 560
Mi choacén 16, 150 565, 250 35, 000
E, de MAxico 523 31, 350 59y 953
Hidalgo 7, 600 266, 000 35, 000
Puebla 11, 742 1, 116, 108 95, 053
lorelos 16, 245 1, 673, 235 103, 000
Veracruz 203, 639 1x, 875, 000 58, 314
Guerrero 2, 432 139, 555 65, 846
Oaxaca 6, 033 406, 600 57, 383
Chiapas . 6y 175 322, 763 63, 500
Tabasco "~ 20, 970 1,0 203, 119 57, 373
Yucatén 356 12, 469 35, 025
Campache 6, 954 294, 274 42, 317
Total Nacional 473, 221 395153740 63, 716
1= Hectéreas 2= Toneladas 3= Iromedio Kg/Ha



2.1.1 Antecedentes de la utilizacién del bagazo de cafia,

El bagazo de la caria de azdcar se utiliza principal-
mente como combustible para las calderas de los ingenios
azucareros. Ahora que se cuenta con mayores conocimientos
tanto de técnicas de proceso como de aprovechamiento de -
resfduos agricolas, se estdn estudiando nuevas aplicacio
nes, E1 bagazo se puede emplear en la produccibén de car-
tén; material aislante y pulpa de papel; furfural y otros
productos qufmicos; protefna unicelular por fermentacién,

etec. (4).

En la produccién de papel debe utilizarse dnicamente
la fraccién fibrosa (bagazo desmedulado) ya que la médula
tiene un contenido de carbohidratos mis variado, inclu—
yendo hemicelulosas tales como xilanos; glucanos; mananos
¥y fracciones poliuronidas de xilosa, arabinosa y glucosa.
También estdn presentes varias pentosanas enlazadas en -
polimeros cortos y amorfos, lo que hace que las fibras -
sean mds cortas. Esto hace que la pulpa tenga mayor anll
cacién en la produccién de proteina unicelular por fer—-—

mentacidng (4).

Para la produccién de protefna unicelular (4) es —-
necesario tomar en cuenta que la celulosa es la princival
fuente de carbohidratos y que esta difiere radicalmente -
de los carbohidratos fermentables por su insolubilidad -
en agua; se encuentra polimerizada por una union B(1-4) -
glucosf{dica y generalmente tiene una fraccién cristalina

altamente ordenada, lLa celulosa se encuentra relacionada
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estrechamente con hemicelulosas y lignina,

Para que la celulosa pueda ser utilizada como sustra
to microbiano es necesario un pretratamiento qufmico, que
consiste en poner el bagazo molido con una solucién céug
tica al 2%, durante 30 minutos, se exprime y se mete al -
horno para su oxidacién, ayudando con esto a la solubili
zacién de la celulosa y la delignificacién parcial, Esta
prehidrélisis se puede hacer ademéds en forma 4cida o0 —

enzimdtica; (6).
2.1.1 E1 cogollo de la cafia de azdcar.

La norma establecida por la industria desde tiempo-
inmemorial es de que al cortar la cafia se despunte el ——
tallo, dejando para otros usos la narte removida. Se jus
tifica en cuanto a que as{ se obtiene un rendimiento in-
dustrial mayor de sacarosa. Este cogollo o punta separa—
da tiene un bajo contenido de sacarosa y en consecuencia
su inclusién en el jugo de extraccién aumentarfa la can-
tidad de miel final y subproductos sélidos producidos por
unidad de peso de azdcar fabricado. Esto se comprenderd -
mejor al sefialar que el cogollo contiene solamente 3-6%
de sacarosa y que la pureza de su jugo es de 35 a 60% —
segin demuestran los andlisis de distintas variedades de
cafia (22). La cantidad obtenida en % de cafia verde se —

presenta en la siguiente tabla (8):
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Tabla 2, Cantidad obtenida en % de cafia verde.

Natural % Base seca %
Cogollo y hojas verdes 9-13 2-3
Bagazo 23-27 11-13
Niel final 2.6-3.0 2.3=2.7
Cachaza 3.0-3.8 0.8-1.0

El cogollo puede emplearse directamente para produ-
cir forraje. Algunas veces se utilizan como semilla los -
canutos tiernos, pero por lo general se deja el cogollo-
entero abandonado en el campo para que devuelva a la tie
rra, al descomponerse, parte de ias sustancias minerales

tomadas,

La capa de las hojas formada sobre el terreno con-—-—
tribuye ademés a conservar la humedad de la tierra y a -
retardar el desarrollo de hierbas. Estos efectos benéfi-
cos tienen, sin embargo una contraparte. El medio creado
en la superficie del campo es muy favorable al desarrollo
de roedores e insectos, por lo que muchas veces Se DPYe—-

fiere quemar el cogollo antes.

Definicién del cogollo.- Tal como se corta el CoOgo-

llo del tallo de la cafia, se compone de hojas verdes, de
el cilindro constituido por hojas en formacién enrolladas
alrededor de la yema apical, y de los canutos tiernos, =
es decir sin madurar. Fn la misma definicién deben com——
prenderse los retofios retardados, que al no crecer 1o ——

suficiente para constituir tallos, se cortan y dejan en-—

-12-



el campo en forma similar al cogollo.

Composicién y propiedad del cogollo.- Desde el pun-

to de vista quimico, el cogollo es sumamente complejo, -
contiene todos los elementos y comnuestos que requiere la
planta para desarrollarse y alimentar a los canutos, que
van apareciendo en el tallo de la cafia durante su verio-
do vegetativo. Como se menciond, todas las funciones de -
los Srgenos de la planta parecen ser reguladas desde el -
dpice. Fn la yema apical tienen su origen los érgenos de
el sistema completo de rafées y hojas, con las cuales —-
obtienen del suelo y de la atmésfera los materiales esen

ciales para su crecimiento.

Los investigadores que han fijado su atencién en la
naturaleza del cogollo (22), encontraron una proporcién-
de sales mayor en ess parte suverior que en el resto de-
la planta. En los segmentos blancos, sin madurar, se en-
cuentra ademds un contenido més elevado de glucosa que -

en los canutos madurados sin hojas.
Ia composicién del cogollo fresco reportado (8) es:

Tabla 3. Composicién del cogollo en %.

Materia seca 20-25
Proteina base materia seca 5.4
Fibra base materia seca 34.5
Ceras base materia seca 120
Cenizas base materia seca 5o

Carbohidratos base materia seca 53.°2
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Fn cuanto al rendimiento, una hectdrea de cafia debe
rendir entre 2.0 y 2.2 toneladas métricas de materia seca
de cogollo por afio que aportan de 0.8 a 1.0 toneladas ng

tricas de carbohidratos f4cilmente asimilables,

En Cuba se suele utilizar fresco, pero también con-
el fin de prolongar su conservacién puede molerse y se——

carse en forma de harina para alimento de ganado; (22).

En la Tabla 4 se presenta el andlisis de la harina del -

cogollo; (8).
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Tabla 4. An4lisis de la harina (8).

Humedad 6.17 %
Proteina cruda 4.11
Proteina digestible 3.09
Grasa 0.94
Fibra - B
Cenizas 4.57

Extracto no nitrogenado 54.5

La proteina del cogollo presenta a su vez el siguien

te aminograma:(8):

Tabla 5. Amino4cidos constituyentes de la proteina

del cogollo.

Lis 4.31 % Val 6.5 %
Arg 2.23 Isolis 3.61
His 0.96 Tirosina 1.48
Asp 8.12 Ser 4.18
Tre 3.63 ~ Pro 1.42
Ae, gl. 8.51 0-Ala 3.3
G1li 3002 et 1.02
Leu 6.59 Alan 4.82

-6



7

2.1.3 Antecedentes sobre la utilizccidn del cogollo.

Los produc os de valor comercial que potencialmente
;ueden obtenerse del cogollo y del follaje, relacionados
en orden de im ortencia son: Celulosn~, azidcares, hemice-

lulosas, lisnins y sales (22).

En Cuba se han re=zlizado varios estudio: con el fin
de obtener ciertos d tos preliminares del cogollo rele- -
cionados con sus propiedades en vista de la posibilidad -
de su utilizacién (22). En estos reportes se lle:6 a la -
conclusién de que no parece necesario desarrollar nuevos
procedimientos sino aprdvechar los existentes para otros
resfduos. Por medio de estos puede lograrse del cogollo —
y de las hojas, ciertas sustancias valiosas y z2pro.izdas
para la fabricacién de alcohol, furfurzl, tabla de cons-
truccibn, cortén, papel y celuloz:. Asimismo, el residuo

de fabricacién puede ser devuelto a los campos de cultivo.

El primer objeto perse-uido con los experimen:ios se
fialados fué obtener del co:ollo y de la paje de cafie un -
producto celulésico para la fabriczeidn de tabla, cartén
o papel (22). También se ha estudiado la posibilidad de -
obtener un liguido fermentable con todas las sales y azi-
cares nhturales. Asfmismo una hidrélisis puede producir -
pentosas, convirtiendo las hemicelulosas de la fibra en-—
meteriz prima para 1la fabricaciér. de furfurzl, levaduxa,
etc. (22).

El cofollo y las hojos Jle calas se someten separada-
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mente a la operacién preliminar de desmenuzado, para fa-
cilitoer asf las overaciones siguientes. Esta desintegra-
cién puede realizarse de diversas maneras, usando miqui-
nas para tallo. Cualcuiera que sea el tipo utilizado lo-
esencial de la operacidn es dividir, moler, triturar o -
reducir el material mecénicamente a una pulpa o masa uni
forme, de f4cil manejo. El material asf prerarado, es —

entonces sometido a las diversas operaciones y procesSos-

(22)«

La pulpa resultante de la desintegracién del cogollo
cue comprende todas sus partes componentes, puede some——
terse a la compresién para expulsar con el auxilio del =
agua, un licor fermentable ( también puede ser extraido-
por lixiviacién). El licor separado que contiene todas —:
las sustancias solubles en agua, puede concentrarse para
reducir el costo de transporte a las destilerfas o para-
1o nrenaracisn de alinentos de consumo directo. También-
puede conducirse por tuberfas a la sala de fermentacién,

sin concentrado vrevio.

La parte fibrosa de los materiales, substancialmen-
te libre de azidcares, puede convertirse a través de los-
métodos usuales en un producto apropiado para la fabrica
cién de tableros aglomerados u otros nroductos celulbsi-

cosS.

Se puede tembién convertir la holocelulosa de la fi
bra en levadura y alcohol. Para ello, la vulpa libre de-

azdcires naturales es sometida a un: digestién 4cida, —-
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con lo cuzl se obtiene, por hidrélisis, un licuido ferien
table y un residuo lignocelulésico jue  uede ser utiliza—

do en 1l: fabricacidén de objetos plisticos, tablas,etc.(22).

Si la masa celular fibrosa obtenids mecdnicamente y
libre de custoncias solubles en ajua, es sometida a la -
prehidrélisis £cida para convertir las hemiceluloszs Uni-
ccmenie en azidc res, el producto fibroso resultante —uece
destinorse a la fabricacién de cartén y papel paras enyases.
El licor de tratzmiento, después de neutralizado, ruede ser

erpleado en la fabricacién de levadura o furfural ( 22 ).

En el co 0llo se realiza con mayor intengidad 1 = =
actividad fotoaintética ce la planta por ser donde se en—
cuentre concentrad:- la clorofila. Es factible llevar a -
cebo lz. sepiracidén de los pigmentos ve etzles como son -
caroteno, x-ntofila, clorofil~ y demfs susionei.s conzo-—
mitantes de los cloroplestos. Ias citadzs sustancias tue-
den obtenerse sin czusar 2l:una merm: en el rendiziento —
de los denfs producios industriales que han sido mencio-
nados anteriormente, como ejerilo se puede citar la fa- -
bricacidén de una ulpa excelente de papel de envolver obte-—
nida del msiduo celuldbsico, después de haber separado los

pigmentos (22).

Otrz alternativa en la utilizacién del co oilo es -
la que se pro.one en el uresenle Lr-bzjo, rue consiste ex

llevzr a cabo una fercentacidn lfetica, uti irundo los 2z

([

cares d:iguonibles tresentes en el cosollo.
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2.1.4. Panorama de la utilizacidn industrial del cogollo

y d-l follaje de la cafia de azdicar.

El estudio cue a continuacién se presenta sobre el-—
valor potencial estimado de lz materia secz de los 6rga-
nos de cafia dejados en el campo, se realizé§ en la Habana,
Cuba en 1951 (22), y nos da unz idea de la importancia -—
de los resfduos agrficolas y su economfa. Se cita esta re
ferencia por no haberse encontrado datos de mayor actua-

lidad.

Los resfduos agricolas mé&s imrortantes son los de —
las plantas gramfineas cultivadas en forma masiva por el—
hombre siendo estas la cafia de azidcar, mafz, trigo y ——-—

arroz.

El peso total de la materia seca de estas plantas -
obtenidas de cada- cosecha, por hectfrea de superficie te
rrestrey, puede verse distribuida vor svus principales com-—

nonentes en el cuadro siguiente:

Tabla 6. Produccién por cosecha y nor hectérea de —

materia seca en toneladas métricas (22).

) Grano o azicar Tallos
Plantas en el jugo y _hojes Total
Mafz (m&ximo) 3.9 4.8 8ol
Trigo (m&ximo) 3.4 S 6.8
Arroz (m#xzimo) 158 252 4.0
Cafiz de azicar (mfinimo) 5.6 199 s 25,3
Cafin de amdcar (m&ximo) 22.4 78.8 101.2
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Ho existe otra planta utilizada industri lmente, co
mo la cafia de aZdcar, oue produzca una cantidsd tan cran-—
de de esths resfdues por unidad de 4rea de terreno culti-
vedo y ror unidad de material cosechado. Esto se —~uede -
aprecicr en los si:iuientes &atos H

La cantidad de materia seca de los tallos es aproxi-
medamente un 307 del total de los tallos obtenidos. ILas -
derds partes de la cafia dejadas en el campo representan‘—

en peco una caniidad sizilar.

La materiaz seca total de la nlanta enter- sin raices
se halla distri-uida en l2s proporciones gue ce muestran '

en el siguiente cuadro (22)

Tabla 7. Distribucién probable de la materia seca
de cafia entera, sin rafces.

% del total de ma-

% teria seca obtenide.
Tallos despuntados 30.00 50400
Retoi'os ¥ hojce verdes 3.2C 535
Hojes y cafias secas 14.72 24,60
Cogollo 12.00 20.05
Total 59.92 100.00

De la cantidad de materia seca cue entr- al in enio
se obtiene 43.85% de zzdcar y el resto aparcce en los re-
~h

siduos relacionados a continuzcidn (22):
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Tabla 8. Distribucib: en 7 de materia seca, en
tallos v cafila entera sin raicec.

% de materia seca,

Tallos Cafla entera sin rzices
Bagazo 43.85 21.93
Cachaza 22,68 qe3s
ILelaza 9.62 Je81
Azfcar 43.85 21.93
Total 130,00 . 50.00

Como puede observarse, el producto principal de la
cafia i.e. azicar, es aproximadamente el 22% del total de
la materia seca fabricada .or la planta durante su perip
do ve etativo, sin incluir las rafces. Isto permitird ;

apreciar la magnitud y significado de ls industria que -
podria desarrollarse de articulos derivados del 787 res

tcnte de la materia seca de la planta.

La materia seca se conone nrincivalmente de 1l s =
sisuientes sustzrcias gue resultan ser potencializente in—

dustrizlizables.

1.— CELULOCA. Ia palabra celulosa se emplea agui como

©
1
I

término _enérico para todos los produc sou celuldsicos

que comzenden las distintas poslas de poel ordinari..Se

2.- HEMICELULOSAS. Como se sabe estas susia:

uli izen srirncinalmente en 1@ Ffabricacidn de levedura y -

furfural.



3.- LIGNINA., La lignina tiene su aplicacién m4s va-
liosa como fertilizante, utilizédndose también como pega~:
mento, aglomerante para minerales, en pl&sticos, deter—-—

gentes, insecticidas, como combustible en forma seca, etc.

4.~ MINERALES. Los minerales estdn determinados por
la ceniza y representa junto con la de los tallos todos—
los elementos inorgénicos que la planta extrae de la tie

rra.

5.- SUSTANCIAS NITROGENADAS. Estas sustancias pueden

utilizarse como. abono junto con la lignina o emplearlas-
en lz fabricacién de levadura. La lignina pot4sica mezcla
da con la cachaza y con las sustancias nitrogenadas, ——

constituyen un abomo completo para el cultivo de la cafia.

6.- CAROTENO. El consumo de estas sustancias, que -
es la provitamina A, puede extenderse en mayor escala a-
los animales domé&sticos que no dispongan de pastos apro-
piados abundantes. Bl principal inconveniente de este —

producto consiste en su dificil conservacién.

7.~ CLOROFILA. El consumo est4d limitado por el ele-

vado costo actual de extraccién.

8.~ CERAS Y GRASAS. Se pueden obtener de las hojas-

comnletamente blanqueadas.

Se debe tomar en cuenta cue vara la obtencién de los
vroductos antes sefialados serf: necesario un esfuerzo
considerable en términos de canital y preporacién tecno-

légica.



Como se puede apreciar, la variedad de productos im
portantes en resf{duos agricolas de cafia, es muy amplia,
Ta seleccién del producto final por obtener serd dictada

vor factores econbmicos.

Los precios de venta, sin embargo, deben ser inclui-
dos en un andlisis econémico integral para tener una base
de comparacién adecuada. Los datos de las tablas siguien
tes (Tablas 9 y 10); (22), ofrecen valores comparativos-
aproximados de eficiencia econémica para dos alternativas
de procesamiento. Es evidente que dicho andlisis carece -
de profundidad suficiente para constituirse en parémetro
de seleccifn. As{ mismo corresponden valores para el afio
1951, por lo que su validéz en las condiciones actuales-
es muy dudosa. “or tales razones, se citan los datos de-
estas tablas con fines meramente comparativos y bajo las

restricciones sefialadas.

Tabla 9. Tabla de costos I. NDe 100 toneladas de ce-
lulosa, 200 de forraje y 40 de abono de lignina potésica
obtenibles de 1200 toneladas cortas de cogollos y retoilos

verdes, por dfa de 24 horas.

MATVRIATES COSTC P"R DIA (Pesos M.N,)
Cogollos y retofios 42,250.00

Sales de potasio 10,000,00

Acido sulfdrico 3,500.00

Misceldnea y nutrimentos

de la levadura 13,750.00 $69,500.00
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ELABORACION C0STO POR DIA ($)

Combustible 15,000.00
Mano de obra 8,125,.00
Suministros 1,250.00
Reparaciones 2,500.00
Miscelédnea 625.00 $27,500.00

GASTOS GENERALES

Embalaje 4,375.00
Direccibén y administracién 1,875.00
Impuestos y seguros 625.00
Miscelédnea 625.00 $ 7,500.00

Interés y amortizacién

a razén de 10% anual $25,000.00
Costo total de los productos $129,500.00

Valor de los productos calculado al precio mds bajo:

100 ton de celulosa alfs a $1000.00 $100,000.00

200 ton de forraje a 375.00 75,000.00
40 ton de abono a 500.00 20,000.00
Total $195,000.00

Tabla 10. Tabla de costos 2. Para la obtencién de -
caroteno, clorofila, pentosanas, celulosa y lignina noté

sica.

Capacidad diaria de 1,200 ton de material vegetal -
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verde para producir 100 ton de celulosa alfa, 100 ton de
hemicelulosa, 60 Kg de caroteno, 2,250 Kg de clorofila y
150 ton de resfduos de lignina vpotédsica para abono por -
dfas

MATFRIALES 70STO POR DIA (Pesos M.N.)
Cogollo y retofios 42,250,00

Sales de potasio 10,000.00

Acido sulfdrico 3,500.00

NDisolventes 31.,250..00

Miscelénea 2,000.00 389,000.00
ELABORACION

Combustible 25,000.00

Mano de obra 10,000.00

Suministros 1,250.00
Reparaciones 5,000,00

Miscelédnea 2,500.00 $43,750.00

GASTOS GENERALES

Administracién y direccién

técnica, etc. 1,875.00
Fmbalaje 12,500.00
fmpuestos y Sseguros 1,250.00
Miscelénea 625.00 $16,250.00

Interés y amortizacién

a razén de 10% anual $50,000.00
Costo total de productos 4199,000.00
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Valor de los productos:

100 ton de pasta de celulosa alfa a $1,000.00 100,000.00

100 ton de hemicelulosa a 250.00  25,000.00
60 Kg de caroteno, el gramo a 2.50 150,000.00
2000 Kg de clorofila a 27.50 55,000.00
160 ton de abono compuesto de
lignina y demds resfduos a 375.00 60,000.00
Total $390,000,00

Diferencia entre el costo de produccién y precio de venta:"

$390,000.00- $199,000.00 = $191,000.00 por dfa de trabaja

En términos exclusivos de costos de produccién, es -
definitivo que la elaboracién de forraje concentrado, em
pleando cogollo y puntas, combinado con la produccién Si-
multédnea de lignina votdsica resulta ser la transforma—

cién méds econémica.

En la utilizacién del cogollo para la obtencién de —
4cido l4ctico por fermentacién, se debe emplear un micro
organismo homofermentativo para favorecer la nroduccién -
de dicho 4cido. Las consideraciones propias para determia
nar las condiciones favorables de este proceso fermentati

vo se describe en el capf{tulo siguiente.

2T =



2.2. Produccibn de %cido léctico nor fermentacién.
2.2.1. Antecedentes.

El 4cido 1l4ctico o ecc-hidroxipropibénico, se obtiene
a nivel industrial por la fermentacidén de dextrosa, lac-
tosa y sacarosa. En Estados Unidos las principales mate-
rias primas son azicar de mafz, melaza de cafia y suero -
de leche, mientras cue en Alemania el almidén de papa es

el m4s usado.

Lactobacilos, morfologfa y caracteristicas. Las bagc
terias lacticas de los alimentos pertenecen al género —

Lactobacilus, cue son bacilos generalmente delgados y —
largos, formando cadenas en la mayorla de las especies.
Son microaer8filos catalasa negativos y Gram—positivos.
Se puede dividir a los lactobacilos en homofermentativos
y heterofermentativos o bien en especies que crecen mejor
entre 37 y 45°C o mas y aocuellas cuya temveratura 6ptima
ests entre 28 y 3200. Los organismos homofermentativos -
son acuellos cue fermentan los azicares dando como preduc
to princival &cido léctico. Los organismos heterofermen-—
tativos adem4s de producir dcido l&ctico en 1z fermenta-
cibén generan btros productos tales como alcohol etflico,
Zcido acético, dibéxido de carbono, glicerina y &cido suc

cinico.

Los organismos homofermentativos cuya temperatura -

: 3 o .
6ntima es de 37 C o mayor com rencen Lactobacillus cauca-

sicus, L; bulgaricus, L. lactis, L. acidophilus, L. ther-
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mophilus, L. helveticus, L.delbrueckii. El L., fermenti -

es el nejor ejemplo de un lactohacilo heterofermentativo
cue crece bien a temperaturas altas. Les lactobacilos ——
homofermentativos, ocue poseen los tenperaturas 8ptimas -
de crecimiento menores (3000) comprenden L. casei, L. ==

plantarum y L. leichmannii, las especies heterofermenta=

tivas con temperaturcs 8ptimas menores pertenecen al sub

género Saccharobacillus y son Lactobacillus brevis, L. -

buchneri, L.pastirianus, L. hilgardii y L. thrichodes. To

das las esgpecies citadas salvo L. delbrueckii, L. leich-

mannii, L. hilgardii, L. thrichodes y algunas cepas de =

L. brevis fermentan la lactosa con produccién de 4Acido -

l4ctico.
2.2.2. Mecanismo de la fermentacién l4ctica.

a) Bacteria homofermentativas.- Los pasos iniciales
en lo fermentacién l4ctica son anflogos 2 los gue siguen
la glicblisis en el misculo y a los de la fermentacién -
alcoh8lica por levadur:s hasta el punto de la formacién-

del Acido pirdvico (23).

El 4fcido -pirdivico es un producto inter:ediario im—-—
nortante en lo formzcidén de &cido léctico por bacterics—

homofermentativas.

#1 mecunismo de la Zernentzcidn segin Zmbdem-iieyer—
hof (23), puede dividirse en seis pnsos:
1) Formacién de fructosa-1l,6-difosfato.

2) Pormacién de fosfotriosa.
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3) Formecidn de 3-fosfo:licerzto.
4) Tormncidén de 2-fosfo-licerato.
5) Tormzcidén de fosfoenolpiruvato.

6) Tormocidén de piruvcto.

Intervienen gran mimero de reacciones estrechamente

relacionad.s cue iueden dividiese er pasos de oxidacién -
reduccibén y fosforilacién y ciertas reacciones especiales.
Todas estas reacciones son catalizadas por enzimos muy
especificas.

En el esquema 1 se presenta el proceso metabdlico —
conpleto.

El 4cido nirdvico formado ror la bacteriz ldctica -
es reducido »or una dechidrocenasa (de las cue al pare— -
cer existen al menos tres tipos sintetizados por bactergas)

convirtiendose en dcido l4ctico de la siguiente manera:

via NADH#H®  NaAD? ox _
0631205@2-'3311&50113—00—0003 LZ 3 CH,~CH~COOH

clucosa Acido pirdvico Acido l4ctico

b) Bacterias heterofermentativas. Como se mencioné -

anteriormente estoc mieroor cnisrmos adesds de producir -

dcido l4ctico en la fermentacién generan otros productos.
El escuena 2 ruestra el mecanismo sugerido por lielson y =
Werknan (12) para el catabolismo de la jlucosa para las =

bacterias heterofermentotivase.
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ATP  +
+

llexosa

nexosa

difosfato

Wsguema 1. Mecanismo de la homofermentacién segun
“mbdem-leyerhof. ’

P vt o ADP  + fosfo- snolasa 2-fosfo- fosfo- 3-fosfo-

piruvato glicerato glicerd- glicerato
mutasa
enz;ma
del &cido o
-fosfo= . -
3-fosfo + cocimasa + fosfato e dihidro
gliceraldehido FoEfiring cocimasa +

+ ATP

!

ADP

+

1, 3= difosfo

glicerato

fr : Sl enzima .
1,3-dihidroxi=- , dihidro- oc- glicero . o oo e
acetona=1-fosfato cocimasa o srare

del f£cido
glicero=- fosfatasa
fosférico

glicerol fosfato



Escuema 2. Catabolismo de la glucoca por las bocite—

rias heterofermentativas segin Nelson y Werkman, (12.).

061{1206

glucosa

Fosfato de hexosa.

§HO H20H
H OH &« 2H o————p CH OH
H20H CHZOH
gliceraldehido glicerina
03H603"
(compuesto hipotético de 3 atomos de C)
CHBCH 0 + Cgé + 2H CHBC§16H'COOH
Acetaldchido dc. lictico
+ 2H
CH3CH20H : CH3'CO' ?OOH‘+ 2H
Alcohol etflico fes pizEico
; + H20
CH3COOH + CO2 + 2H

4c. acético.

# Estos produbtos no se hoen identificado en la fermen

tacidén.
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2.2.3. Condiciones de la fermentacién homol&Actica.

a) Organismos empleados. Los organismos cue pueden—

emplearse para la produccién comercial de 4cido l4ctico-

por fermentacién son: Lagtobacillus delbrueckii, L. pen-

tosus, L. casei, L. Teichmannii, L. bulgaricus y Strepto-

coccus lactis.

El tipo de organismo a seleccionar para unza fermens
tacién depende en primer lugar del carbohidrato que ha &
de ser fermentado y de la temperatura cue se vaya a em—
plear. Para fermentar leche o suero de esta, pueden em—

plearse Lactobacillus bulgaricus, L. casei o Streptococcus

lactis, siendo preferible el primero. En la fermentacién

de glucosa o maltosa pueden emplearse Lactobacillus del—

brueckii, L. pentosus, L. leichmannii o L. bulgaricus. —

Para fermentar féculas hidrolizadas se emplea frecuentew:

mente Lactobacillus delbrueckii junto con otros de estos

organismos como L. bulgaricus o Streptococcus lactis.

Para la eleccién del carbohidrato se debe considerar
su disponibilidad, su fermentabilid«d@ con o sin tratemien

to preliminar y su costo.

b) Temveratura de fermentacibn. La fermentacién 14c

tica se lleva a cabo a temveraturas relativanente zaltas.

Si se emplea L. delbrueckii puede mantenerse = un tempe-

ratura de 45°C o ain moyor; Lactobacillus bulgaricus pue

. (¢ ) - .
de ser incubzdo de 45 a 50°C, L. pentosus, L. casei o0 ——

: S e
Streptococcus lactis alrededor de 30 C.

e



La temperatura 8ptima puede determinsrse experimen—

talmente para cada tipo de fermentacién.

c) Concentracién de azficar. La concentracién de azf

car de los mostos se ajusta normalmente de 5 a 20%, segfin
la naturaleza de la materia prima y las condiciones de =

proceso.

d) Relacibn de oxfgeno. Las bacterias empleadas en-—-

la produccién de 4Acido 1l%ctico industrial suelen ser de-

naturaleza microaer§fila o anaerobia.

e) pH. Lo fermentacién transcurre de menera favora-
ble cuando el pH estd dentro de la zona 4cida pero cerca
no a la neutralidad lo que ce logra mediante la adicibn-
de carbonato cflcico, hidréxido célcico o algfn otro agen

te neutralizante 21 medio de cultivo.

Si no se neutraliza el &cido l4ctico, las bacterias
no pueden tolerar la gran acidéz desarrollada y se inter

rumpe la fermentacién.

f) Pactores de crecimiento. Algunis bacterias lécti

cas necesitan determinados factores de crecimiento, como
la riboflavina. El &cido nicotfnico estimule el crecimien

to la produccibn de 4cido en ciertos casos.
¥ P

g) Duraccién de la fermentacién. Ls fermentocibn sue

le terminar en un intervalo de 1 a 6 dfas.



2.2.4. Produccién industrial.
a) Rendimientos. Generalmente los rendimientos son-
entre 85 y 90s4%, referidos al azdcar fermentado, aunque -

se han obtenido rendimientos mayores, (17).

b) Calidades comercizles. Las m&s importantes son:

&cido léctico bruto (concentracién de 22, 44 y 805%) ; 4ci
do léctico comestible (concentracién de 50 y 807); Zcido
l4ctico de grado U.S.P. y concentracibn del 75 y 80%, ——
€13).

c) Usos del &cido 14ctico. Los usos del 4cido ldcti

Co son numerosos, tanto en la alimentacién como en las -
feruentaciones, fabricacién de productos farmacéuticos y
dentro de la industria qufmica. Como acidificante, se —-—
emplea la calidad comestible de 4cido l&ctico en confite
rfa y fabricacién de extractos, esencias y zumos de fru-
tas, limonadas, jarabes y otros productos. También puede
eripleazrse en el curado de la carne y en las conservas de

pescado y vegetales, (17)»

En las coles &cidas y variantes actda como preserva
tivo de la putreficcibn. Se emvlea tumbién para acidular
los extractos de malta en la manufactura de la cerveza,-—
pera ajustar la acidéz de la sulmuera en la preparacién-
de aceitunas, para impedir el desarrollo de las bacterias
de dcido butfrico en la febricacidén de levadura y en la-

fabricucidn de bebidas efervescentes, (17).



Dentro de 1o industria cufmica se enmplea en el tefii
do de seda y otros textiles, como mordiente en el estam-
pado de la lana, en la preparacibn de cueros y como fun-
dente en las pastas de soldar. La calidad transparente —

se emplea en la industria de plésticos, (17).
2.2.4.1. Acido l4ctico de melazas de cafia.

El organismo m&s conocido para la fermentacién de -
melazas y por lo tanto de sacarosa es el Lactobacillus -
delbrueckii. Las condiciones favorables para este micro-

organismo son las siguientes (15):

Concentracién de azlicar: 10-125%.

PH mezecla: 6.0 (6.3 da lo méxima rapidéz de fermen—
técidn, 5.7 du la mé&xima produccibn de -
&cido).

Temperatura: 45—5000.

Nitrbgeno: 2% del azfcar disponible.

P20 14 del azfcar disponible.

5
Es necesario agregar carbon.to de calcio al medio -

de fermentacién para neutralizarlo.

Se esteriliza el medio a ebullicién durante 30 ninu
tos, se enfria hasta SOOC, se ajusta el pH a 6.0 con —--
carbonato de calcio. La mezcla se inocula con 5,6 del cul
tivo bacteriano y se mantiene la teaneratura en 50°C. La
fermentacién generalmente ternina de 4 a 6 dias. Se adi-

ciona entonces un exceso de cal heasta un nd e 10-11 »ar:
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detener l= actividad microbiona.

El rendimiento varfa entre 92 y 94% de la glucosa -
inicial. Rendimientos m&s bajos son debidos a un romni——
miento incomnleto del azdcar o a reacciones degradadoras

del 4cido l#ctico vroducido.
2.3. Fermentacién ruminal.
2.3.1. Anatomfa y fisionomia del rumen.

El rumiante es un tivo de animal oue puece consuuir
alimentos que para el hombre son indigeribles, tales como
celulosa y nitrégeno no protéico, y convertirlos en ali-
nentos para el hombre (carne y leche) gracias a 1os mi—

croorganismos tue simbibticamente viven en el rumen,

El estémugo de los rumiantes consta de cuatro come—
nartimientos: el rumen, el retfculo, el omaso y el aboma
so. Pasado el primer afio, el rumen representa el 80:% del
est&mago y en los bovinos alcanza unc capacidad de 100 a
300 1t., encontréndose revestido por un epitelio en el -
cue se desarrollan papilas, las cuales aumentan la super
ficie de contacto para la absorcién de metabolitos. E1 «=
rumen puecCe considerarse como una c&icra de fermentacidén
en la cue se producen los Zcidos grasos voldtiles cue sa
tisfacen las necesidudes energéticas del animal, obtenén
dose ademfs ciertas ventajas en lo conversién de materia

les nitrogenados no protéicos en proteins microhizna.

De acuerdo con annison y Lewis (1), las condiciones
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del rumen son
a) La tom= frecuente de alimentos proporciona un su

plemento regular de sustrato parc los microorzanismnos.

b) Los productos solubles de la actividad microbia-
na son absorbidos rdpidamente por la pared ruminal. Su -
concentracién es regulada vor el paso del material lfqui-
do a interwelos hacia el om:so a través del ofificio re—
ticulo-omasal. Las pequefias particul~s alimenticids y una
proporcibén de robl-cién microbiana se eliminan del rumen

en esta forma.

c¢) Los rumiantes secretan grandes cantidades de sa-
liva que es ricz en bicarbonato 7 otros iones. La saliva
es el frctor mds im ortante en el mantenimiento del: wold
men ¢e lfquido y fija el estado del pH y le composicién -
ibénica en el rumen.

Z1 runen es, en esencia, un sistema cnaerobio nuy -
reductor en un medio ligeramente 4ecido, pero con pl fijo,
& una temperatura de 30°C y con una f se gaseosa compues—

ta princi almente de biéxido de carbono, metano y nitrégeno.

2.3.2 Metabolismo de los carbohidratos en la fermen-

tacién ruminal.

Los princirales metabolitos de la fermentacién rumi-
nal de los carvohidratos sen los £cidos zrasos voldtiles
(.GV), princivalmente los dcidos acético, pro:iénico y -
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butfrico en relacién molar aproximada de 70:20:10, co, y
CH4,(18).

Las concentraciones totales de AGV en el rumen y las

cantidades de cada uno de ellos dependen de la dieta,

Las ecuaciones bdsicas de la fermentacién ruminal -
son:
c6H1206 + 2H20——-020H3COOH + 2002 + 4H

CGH1206 + 2H5—————)2CH CH2—COOH + 2H

3 .

2

C6H1206—-——-)CH -CHZ-CHZ-COOH + 2H, + 2002

B 2

4H2 + COé——————PCH4 + 2H20

a) Produccién de 4cido ac&tico en el rumen.

El 4cido acético predomina en las mezclas de AGV =
cue se encuentran en el rumen indevendientemente del ti-

vpo de zlimentacién cue reciba.

El meccnismo de fermentacibén de carbohidratos demos

trado nor Elsden .en 1952 (1) es el siguiente:

a Z
(06)n —ﬁncé—-’csfosfato ——piruvato

Acetato+CO2 Lactato

'C6 representa cualquier hexosa.
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b) Produccién de #Zcido pronibénico en el rumen.

Elsden en 1945 (1) fué el ~rinero cue demostrd de —
manera definitiva la presencia de f%cido propibnico en el
contenido del rumen y demostr§ cue era producido durante

la fermentacidn de la celulosa, glucosa y &cido 1l&ctico.

Estudios vosteriores de Johns en 1951 (1) demostra-—
ron cue se formaban propionatos a partir de lactatos por
un mecunismo de fijacién de 002. -
Lactato————-opiruvatolﬂhkaoxalacetato.__fmalato-_4

succinato e———pprovionato + 002

Bl succinato es descurboxilado cuantitativamente ——

por los microorganismos del rumen.
¢) Produccién de AGV superiores en el rumen.

La fermentacién de Dl-lactato marcado con 140 se es
tudid por Ladd en 1957, quien separd cromatograiicamente
los &cidos acético, propidbénico, butirico, valérico y ca-

préico formados y deterniné su rodioactividad.

Las ecuaciones siguientes indican la foraicioén de —

4cidos grasos a p:irtir del lactoto.

CH3-'CH0H-000H-——pCH3-1:00H + CO, + 4H

CHB—‘CHOH—COOH + 2H = CH,2CH,~COOH
<
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2 cz~13-'c00H + 4H ——->CH3-'CH2—CH2—’000H

(3 L » ES
- = 0 = =CHo= =
CH3 CH2 COOH + CH3C'OH + 4H-——-’CH3 CH2 Cd2 CH2 COOH

3 CH.—COOH + OH=eee——pCH_—CH_—CH

4 +
3 3 5 2—CH2-CH ~COOH

2
2.3.3 Imvnortancia del &4cido propiébnico.

Segtin Orskov (1975) (13), en la produccién de 4cido
acético existe una liberacién de 4H y en el butfrico de-
2H2 ya oue su formacién se logra vor la reaccién de dos -
moléculas de 4cido acético; en cambio en el 4cido propif
nico son utilizadas dos moléculas de H2. Esto da como re
sultado que el 4cido acético conserve el 65% de la ener—
gfa cue contenfc el carbohidrato que lo formé, el Acido-

butfrico conserva el 72/t y el nronidnico el 109/%.

Desde el punto de vista energético el &cido nronib-
nico es recuperador de lc energfa perdida por la sintesis
de “cido =cético y butfrico, pues en caso cue los hidré-
genos no sean utiliz.dos para la sfintesis de propidnico-
sé utilizarén pora la formacibén de metano, el cual junto
con el 002 serfin lanz dos a la atmésfera con la conside—

rable pérdida de poder reductor.

For otro lado el 4cido propibnico es glucogénico, -
siendo precursor del &cido succfrico en el ciclo de los-
%cidos tricarboxflicos en 1a gluconeogénesis y de esta -
nanera es convertido en glucosa viz fumarato, malato y =

niruvato, (ver escuema 3).
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Esouema (3). Ciclo del &cido tricarboxilico en el -
metabolismo de los rumiantes. Solo se muestran las prin-

cipales substancias intermedias; (22)e

Qa Butirato
e Y But{iril-Cod
Propionato #esato Cro‘b%nil—CoA

I-B-Hidroxibutiril-CoA
Acetil-CoA Acetoacetil-CoA )

Acetoacetato4+»D-B-Hidroxibutirato

(4)
co,

Oxalacetato GRASA NEUTRA

Aspartato Citrato
Malato
(2 cis-aconitrato
run~rato d-isocitrato

X Oxalosuccinato
Succinato ¢

Co

C Cetoglutarato

Glutanatoe—»Aminodcidos & roteina
(3)
Ao



(1)

(2)

(3)

(4)

Producido por fermentecién en el rumen.

Via demostrada en el enitelio del rugien (Pennington

y Sutherland, 1956) (22).

Arginina, prolina, hidroxiprolina e histidina proba-
blemente ingresan al ciclo después de convertirse en
glutamatos. El aspartato origina oxalacetato por ——-

transaminacidn.

El glicerol originado por desintegracién de la grasa

neutra es metabolizado por vlia glucolitica.
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Ze3e4s Acido 1dctico como precursor del f£cido propid
nico y su relacién con l= de radacibén de los carbohidra-

tos.

Pare observar la :nfluencia del dcido lfctico en la
fermentacidén ruminal se 1ealizb el si uiente experimento
(14): A 1iguido ruminal procedente de un anim=1 fistulado
se le adicionaron diferentes niveles de concentracién de
dcido lfctico, incubdndoce 2 una temperafura de 40°C, -
madnteniendo el pH constante con saliva artificial y obser
védndose los patrones de fermentacién de los AGV. Los re-

sultados se presentan en la tabla 11 .

Estos resvltados se graficaron obteniéndose la fi:u
ra. 1, donde se ;uede apreciar gue la couceniracibn de dci
do acético disminuye con el zumento de la concentracién -
de 4cido ldctico. E1 dcido butirico discinuye y el dcido
proribnico cumenta. También es notorio cue la eficiencia
definida se:Un Orskov (13) se increment: del 74.9 al =
83.32%, esto es, la adicién de decido lfetico mejor- los -
patrones de fermentacidén ruminal al elevarse la c.ncentra
cibén de dcido propiébnico.

El 4ecido léctico, aun ue su presencia no es normal
en el rumen em cantidades delerminables, se acumula cuan-
do se incluyen en la racibn ;rendes cantidades de carhbohi-
dratos de fermen:ccién -dpida. i en la diet: cze evita el
ccrbio repentino de raciones obres en 2li:idén = otras miy
ricas, y en su luzar hay un auvmentc ;raduvel de &lmi -
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dén durante un neriodo de virias semanas los animales no
muestran efectos nocivos y aumentan de nreso satisfacto——
rianente. Cuando toman de pronto grandes cantidades de a
lilentos ricos en almidén los carbohidratos son fermenta
dos ré&pidanente, el fcido l&ctico se acumula en el rumen

¥y hay sintomas claros de enfermedmd,(l).

Bl destino del lactato agregado al rumen de vacas =
fué investigudo por Hueter y colahoradores en 1956 (1).
Sus experimentos fueron realizados con lazctato de sodio,
cue es soluble en aguz y con la sal de calcio cue €8 ———
poco solunle. La absorcibn directa del Acido ldctico en—
la sangre se demostrd cuundo se administraba 5.1 sédica,
pero no cuando se duba sal cdlcica. En ambos c.sos la ——
desintegracién del lactato por los gérmenes ruminales ——
causa aumento de AGV en el rumen, principalemnte £cido -
propiénico y butfrico. Se observé elevacidn inmediata de
azicar en le singre cuando se daba lactato sédico, sugi-=
riendo cue el 2umento era un efecto directo del lactato-
Y no un efecto secundario en el rumen debido a la cinti-
dad aumentada de propionato nue sucedfa cuando se daba -

cuclcuiera de las dos sales del 4cido vropiénico.

2.3.5. Transtornos relacionados con la vroduccién —

de &cido l4ctico.

Los transtornos en los rumiantes que se han relacip
nado con la fermentacién rédpida de los carbohidratos en-—
el rumen.son varios, pero la causa primaria es la ccumnulg,

cifn de &cido lfctico. Hay descenso notable en el pH del
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rumnen, disminvcibén en los 4cidos grasos voldtiles del ru
men y aumento de la concentracién del 4cido 1%ctico en -

2 sangre.

Hay ciertos cambios en la poblacién uicrobiana; Hun
gate y colaboradores, en 1952 (1) demostraron cue la pro
ducecién excesiva de 4cido lfctico aminora el ndmero de -
bacterias y protozoos celulolfticos y eleva el nimero de
‘bacterias gram-positivas, varticularmente las afines al-

Streptococcus bovis. Unz rédpida disminucidn en el pH del

rumen es caracteristica de este transtorno. Scareskick -
(1954) (1) observé cue =l reducirse el pil a menos de 4.5
por la udicién de Acidos minerales, se inhipe 1u motili-
dad del rumen. En circunstancias adecuadas, el pH est4 -
en el in.ervalo de 5.5 a 7.0 y cuando disminuye a menos-
de 4.5 se alteran las funciones normales del rumen. Este
se mantiene en condiciones de neutralidad principzlmente
por tres factores: l# elininacibn de fcidos del rumen —-—
(absorcibn de 4cidos grasos vol4dtiles o el »niso a lo lar
go del tubo digestivo), la adicién de Alculis en el ru—-—
nen (entrada de saliva o difusién de 4lcali de la sangre)
y neutralizacién de los &cidos en el rumen (por vicarbo-
nato y fosfato). Durante la intoxicacidn por &cido ldcti
co, estos microorgaiismos estén restringidos »nero solo =
cuando el rumen contiene grandes cantidades de este 4ci-
do se ha seflalado un pH inferior a 5. Ior otra narte se-
ha encontrado cue ol ayuno en los animales normales ele-
va el pH a 7 u 8 en 48 horas y ré&nidumente baja otra vez

durante la alimentacién.



Las dietas ricas en azdcar basadas en glucosa y sa-
curosa, remolachas (forrajera y azucarera), coles y gra—
nos de cereales, como el trigo y mafz molido producen ——
concentraciones particularmente grandes de &cido lé4ctico
en el rumen. #n tales condicione:s lz actividad digestiva
del animal nuede estar disminuida durante varios dfas, -
estado cue muede continuar hasta cue sobreviene la muer—
te. Turner y Hodgets en 1952 (1) onservaron cue el trigo
en grandes cantidades (75 a 80 g/Kg de vpeso) fué mortal-
nara ovejas. EL transtorno estd claramente relacionado =
con el consumo repentino d2 carbohidratos de fermentacidén
répida en la dieta y puede evitarse si este ce cambia
gradualmente. Fn estas circunstancias, los microorganis;
mos cue utilizan el 4cido lédctico tienen tiempo suficien

te paras aumentar en nimero.

Es vosible que el &cido lé&ctico sea\ébsorbido y cue
as! se modificue el ecuilibrio 4cido-base del cnimal., -
Con el término "lactadicemia" se han designado los trans
tornos metabb8licos debido 2 la alteracién del eruilibrio

dcido-base.
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Tabla 11. Patrones de fermentacién ruminal con dife

rentes concentraciones de 4cido 1l&ctico, (1%4).

ACETICO PROPIONICO'BUTIRICO-  E°%
Liq. ruminal 69.42 8.43 7.314 74.9
L.R. + 0.019% 59.45 12.36 8.42 79.28
L.R. + 0.038% 53.40 12,22 9.86 82.06
L.R. + 0.16 % 42.00 10.21 6.90 81.26
L.R. + 0.28 % 42,72 11.94 6.90 81.82
L,R. + 0.375%° 40.58 12.36 7.038 82.89
L.R. + 0.44 % 37.74 14.19 6.21 83.68
L.R. + 0.50 % 37.03 14.23 5.66 83.32

(1) Los datos de concentracién estfn en m mol/1lt

(2) E=0.622 Pa + 1.092 Pp + 1.56 Pb ; (12).
Pa + Pp + Pb
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Figura 1. Patrones de fermentacién de AGV con diferentes

adiciones de Acido Léctico,(14).

ACETICO = PROPIONICO BUTIRICO
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3. MATERIALES Y LKETODOS.
3.1. Zguipo y material empleados.

1.- Licuadora con vaso de 1000 ml. de capacidad para

moler el cozollo.
2.- Tanfz del n‘mero 60.

3.- Digestor Kjeldhal de seis parrillas marca Labcon

co para determinacién de proteinas.

4.- Dstufa con control automdtico de temperatura mar-
ca THELCC Precisién Scientific Co. modelo 19, para deter-—

minacién de humedad.

5.— Bufla con control automftico de temper:tura mer
ca SYBRON Thermolyne 1500 Furmace, para determinacién de

cenizas.

6.— Equipo Soxhlet que consta de resistencia, matrdz
de bola, recirculante y refricerante para determinacién de

srasa cruda.

7.- Estufa incubadora con control automdtico de tem

peratura para aislamiento de la cera 2 utilizar.
8.~ Liofilizadora marca Lebconco Freeze Dryer-3.

<+

9.~ Incubadora con Gemperatura y velocidad de a, ito-—
cién conirolada marce New Brunswick Ccientific Co. modelo
G 24, para fermentacidn.
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10.- Fermentador de 800 ml de capacidad nominal mar
co New Brunswick Bio Flo modelo C 30 con sistema de con-
trol automAtico para ox{geno disuelto, velocidad de agi-
tacién, temveratura y pll. Se acorlé al equipo de fermen-
tzcién una bureta de 50 ml conteniendo NaOH 0.1N, cue —-—
vor medio de una bomba peristdltica adiciona el 4lcali -

2l medio al activarse el sistema de control de pH.

11.- Potenciémetro marca Sargent Welch Scientific -

Co. hodelo LS para determinacién de pH.

12.- Espectrofotémetro marca Pye Unicam ST 30 UV pz
ra determinacién de azicares y protefnas durante la fer-

mentacién.
13.- Rotavapor marca Blichi.

14 .- Cromotofolios Merck PL de sflica-gel 60 F254 -

para cromatograffa en cava fina.
3.2. Métodos de anédlisis.

Los métodos utilizados a lo largo de la secuencia -

exnerimental se.mencionan a continuacién:
Determinacién de humedad (100-110°C) (2).
Determinacién de proteina por el método de Kjeldahl
Determinacién de cenizus (2).

Determinacidén de grasa crudz por el método Soxhlet-

=hil=
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durante 16 horas (2).
Determinacién de fibra cruda (2).

Determinacién de azicares por el método de Fehling-
modificacién Soxhlet (2).

Determinacién de acidez como 4cido lictico por titu
lacién 4cido-base con NaOH O0.1N (2).

Determinacién de aziicares totales por el método mi-

crocolorimétrico de Dubois (3) (Ver anexo 5.

Determinacifn de proteinas por el método de Lowry —

(10) (Ver anexo 6).

Determinacidn de &cidos orcédnicos ror cromatografia

en capa fina (7) (Ver anexo T).
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4., SECURNCI. DE EXTBERILENTOS

L.s et :pas des rroll .das vara determinar las condi-

ciones de fermentacibén del cogollo fueron las siguientes:
1) Obtencion del cogollo.
2) Anflisis del cogollo.
3) Aislamiento de la cepa.
4) Induccién del microorg:nispo.

5) Fermentaciodn.

6) Identific ci6n del producto obtenido.
El di-.grama de blooues presentuda en la figura 2 -
muestra la secuenciz de exnerimentos y a continuacion se

deccribe cado etapa en detalle.

1) Obtencidn del cogollo .

El cogollo de la cafia de azdcar cue se utilizé rara
cumnlir con los objetivos del presente tr b:jo se obtuvo
en el merc:.do de lu Merced durante li. tempor da de zafra,

encontréndoze cun en est:'do fresco.

a - o
Se . 1lmacend en refriger dor a 10 C n.re su conser-

vzeidn .

El cogollo, vrevi mente cort do en tro oz »erueilos
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Figura 2. Diagrama de bloagues.

MATERIA PRIMA ATLMACENAMIENTO HOLIENDA
PRODUCTO OBTENIDO FERIENTACION REFRIGERACION
ATISLAMIENTO INDUCCION DEL ANALISIS

DE CEPA LIICROORGANISMO DEL COGOLLO
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se rnolib en licuvadora y se tanizé en malla del nimero 60.
Desde un principio se procesé un total de 7.0 Kg. de cogo
llo con el objeto de contar con muestras representativas
de composicién y tamafio de particulas constantes a todo -
lo larco de la experimentacibén. Se procedid entonces a -

refrigerar el lote de cogollc molido para evitar reaccio-

nes indeseables.

2) Andlisis del co:0llo .

Con el objeto de corocer la composicidén del cogollo
en IMéxico y compararla con le reportada en la literatura

(7) se 1llevé a cabo un andlisis que consistié en
a) Anflisis eneral.- Ias determinaciones realiza-—
das fueron de :

Humedad (100-110°C) .

Proteina (Por el método de Kjeldahl).

Cenizas (500-550°C).

Grasa cruda (EZxtraccidén con éter durante 16 hrs.).
Fibra cruda.

Carbohidr:tos.

b) Determinacién de azicares reductores directos -

y totales or el método de Pehlin_ modific-cidén Soxhlet (2).
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Los resultados se pueden observar en la seccién de

éstos, tabla 7 .

3) Aislamiento de la cepa.

El microorcanismo adecuado para fermentar sacarosa,
segin se menciond anteriormente en el caso de laes melazas,

es el Iactobacillus delbrueekii. Dedo que no se contaba —

con este microorsanismo en el momento requerido se proce-
dié a aislar una cepa de Lactobacillus del yogur comer—

cial ernpleando la temreratura como par‘metro de seleccién.

La temperatura escosida debfa de cunplir las condi-

ciones siguien'es:

a) Promover el crecimiento de una cepa con altos ren
dimientos de dcido 1l4ctico.

b) Representar un valor suficiente alto que, junto
con el tH bajo prorio de la fermentacién ldctica, ase- =
gurara en gran medida la inhibicién de microorganismos -
indeseables. ZEsto harfa innecesaria la esterilizacién
del medio y el control permanente de condiciones asépti-
cas durante la fermentacidn, condiciones im oriantes en
el desarrollo de una tecnolo.fa sim le en zonzs rurales
productoras de caia.

¢) Representar un volor no demasiado alto que hicie-
ra necesario un sistema accesgorio de calentamiento y con-
trol de tem eratura.

Se seleccioné una temceratura de 37°C »or cumplir

en nma:or medida con las condiciones sefial_dcs. Idealmen=
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te lus condicionez isot&rmic..s deben ser logrod.s dnica-

nente por la exotermicid .d vpropia del metabolismo celular,
evit ndo -.sf 1l oresencia de fuentes téraic:.s externzs. -
Esto muede logr :rse disefiando un medio aislonte que regu-

le 1. disivnacién de cilor al medio ambiente .

Hecho el :islimiento de los microorganismos nor se-
leccidén té&rmica ( ver anexo 1 ) la cepaz obtenida a 37°C
se sembr§ en cuj.. de petri , huciendo una dilucién de —
1:10 en wruc estéril; el medio usado fué ager-tomate es
pecizl (11 ) ( ver znexo 2 ) 2 un pH de 5 par. fomenta
el creciniento de loctobacilQS ¥ al mismo tiempo inhibir
el creciaiento de muchias bacterizs comens:les . Se incubé

durante 48 horas,. siendo &ste el tiempo cue necesité el

microorgonismo po.ra adaptarse al medio.

Se —celeccionaron lus coloni:s de lactobacilos por -
medio del microsconio con tincién de Gram y conociendo -
la morfologfia de &ste . Est.s colonias se resembraron en
el mismo medio cuidindo unaz vosible contaminacidn y se =

incubsron dur-nte 24 hrs., a 3700 5

4) Etapa de Induccién.

Los colonizs de l.ctob:.cilos seleccionzdis se resem-
broron en un medio reconstituido, sustituyendo progresi--
v.mente la leche en polvo del medio original nor lactosa
¥y caseina en diferentes mrovorciones ( 100,75,50 y 25 %),
elininando adem“s el tom te del medio origin:l . Se incu-

b8 y resembrd en este medio v:ri.s veces h:st. lograr un
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crecimiento en el medio 100% reconstituido.

Esta induccién secuencial se hizo con el objeto de=
definir si los factores de crecimiento presentes en la
leche en polvo son indispensables para el lactobacilo. -

Los resultados fueron negativos.

Las colonias obtenidas se resembraron en un medio -—
reconstituido en cue se sustituy6 la lactosa y caseilna -
por sacarosa y fosfito de amonio en proporciones'crecieg
tes, obteniéndose crecimiento en el medio 100% reconsti-
tuido. De la cepa obtenida se hicieron varias resiembras
hasta producir suficiente cantidad de biomasa para liofi
lizar y asi contar con un inéculo constante durante todo
el experimento; ademis, periédicamente la cepa se resem-
bré y refrigeré continuamente cada 15 dias para conservar

la activa.

Una vez cue el lactobacilo se hubo acostumbrado a -
utilizar la sacarosa como fuente de carbono y el sulfato
de amonio dib&sico como fuente parcial de nitrégeno, se-

cambiczron éstas por cogollo de cafia de azdcar.

Pare determinar la fermentabilidad del cogollo se -
prepararon 250 ml de medio de cultivo conteniendo ¥nica-—
nente cogollo y agua (ver anexo 3). Como referencia se =
prepar§ un medio con peptona, sulfato de amonio y sacaro
Say, y para ceterminar si la peptona del medio contiene -
algtin factor de crecimiento pars el microorganismo y si-
este lo nrovee el cogollo, se prenard un medio con sul—-—

fato de cmonio y sacarosz de acuerdo con la com osicidn-
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del medio s8lido en que se habfa desarrollado previamen—
te el microorgenismo ( ver anexo 3 ). Se ajusté el pH a-
5 con 4cido fosférico, se esterilizaron los medios y se-—
inocularon cada uno con una asada de la cepa obtenida. —
Se procedid a incubarlos a 3700, determindndo peribdica-

mente pH y acidez como &cido l4ctico.

En los resultados obtenidos ( ver tabla 8 y figura 4
en seccién de resultados) se observa que el cogollo puede
ser utilizado como inica fuente de carbono y nitrégeno,-
cumpliendo con las necesidades del microorganismo. Se ——

procede entonces a realizar las pruebas de fermentacién,

5) Pruebas de fermentacién.

La fermentacién se 1llevé a cabo en las escalas y con

diciones siguientes:

CONCENTRACION DE AZUCARES

VOLULIEN
I) 250 ml _ 8.6 mg/ml
II) 500 ml 9.5 mg/ml
III) 500 ml 6.1 mg/ml a pH constante
IV) 800 ml 18.5 mg/ml
V) 800 ml 42.0 mg/ml

Las fermentaciones se realizaron a una temperatura-

constaunte de 3700 y agitacién intermitente cue permite -
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1o homogeneidad en el medio, facilitando asf el muestreo

de portes represenctatives durante la fermentacidn.

Ia concentracién de azicares en los medios se calcu
16 tomando como 1imi.e inferior la concentrzcién de azi-
cares en el medio sélido y como limite superior la con-
centracién ;roporcionada en la Termentacién de las mela-

zas (15).

En el medio azar tomate (11) hay 3.8 mg de sacaro-
sa/ml y si el cosollo tienme 13% de azicares, entonces -

3.2 ms. de azdcar estdn en 29.0 mg de cogollo/ml.

Ia cantidad de azicar en la fermentacién de la mela
za es de 66 mg de azicares/ml cue corresponden a 500 mg

de cogollo/ml.

Deto que 1~ concentracién de azicares en el medio -
sélido es muy baja, se seleccioné de manera tentativa que
la concentracién de azdcares en los tres primeros pasos -
corres-ondiersz aproximadamente al doble de la cantidad -
de azdcar presente en este medio, tomando en cuen.a tam=—
bién, ocue la cantided de sélidos gue resulta de esa con—
centracibn no produce efectos =dversos de mezclzdo. Se -

esco,,i6 una concentracién de C.0 mg de azmicares,/ml.

En el IV) paso se duzlicé le con entracién de zzica-—
res al duplicarce la cantidad de cogollo con el fin de -
determinar si esta cantidad de sélidos afecta la homoge -

nizacién del medio y la expansién del ricroor _anismo.
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Le concentracién de azfcares en el V) pzso se aumen
t6 tratando de llegar a la concentracién proporcionada -
en 1o fermentacién de la mel:za. Al emvlear cogollo para
tel rrovnfsito resultd un lodo diffcil de agitar para su-
homogenizucién., Se procedié a complementar con melaza un
medio prenarcdo con 100g de cogollo en 800 ml de agua —-
( 1.62 % de azdcares ) hasta alcanzar una- concentracién-

de azfccores al 6.6 % ( 42 mg/ml ).

El incremento en la concentracién de azlicares en el
medio se hizo con el fin de observar si en las anterio——
res fermentaciones lz contidad de azicares resultd ser —
fantor limitante en el crecimiento de microorginismos =—-—

y por lo tanto en la produccién de #£cido l4ctico.

El pH se mantuvo constante en el III) paso para ob-
servar si el descenso de este limita la nroduccidén de —-
&cido 1l&ctico. Esto se logré acondicionando 21 fermenta-
dor unz bureta conteniendo NaOH 0.1 N, cue, por medio de
unc bomba reristéfltica adaptada al sistema de control ——
automAtico de pll, suninistrabz el &lcali 2l medio de fer

mentacidn.

Cade medio e nrevurd, se ajusté a un pH de 5, se -

ecterilizé y se dejé eniriar.

Una vez hecho esto, se tomé la -»rimer muecstra 7 se-

inoculd cnda uno con 5 ml de nie de cuba. La incubacién-
- o ; - .5

se realizd a 37 C hasta cue lao concentracidn de 4cido ldg

tico se aantuvieras constante.
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L1 pie de cuva esicba comjuesto —or peptona, sacarp
sa y fosfato de amonio (ver anmexo ). Z1 inéculo siempre
se agre. 6 cuando el microor anismo se encontraba en la -

fase exponencial de crecimiento.

El muestreo fué peribédico. Asépticamente se tomaron
20 ml del medio y se filtraron. Las determinaciones rea-—

lizadas para seguir laz fermentocibén fueron:

1) Acidez. Como % de £cico l4ctico, por titulacién

cdon NaCH 0.1 N.
2) pH. Utilizando el potencibmetro.

3) Azdcares. Por especirofotometria a 750 nm empledn

do el nmétodo de Dubois (ver anexo 5).

Ia protefna durante la fermentacién no se termino -
cuantitativamente, sino como densidad éptica para obser-
var Unic-mente los cambios de ésta, aunque el método uti-
lizado es muy especifico para eminodcidos aromdticos y a
pesar de no ser represenﬁativo de la cantidad real de pro-
teina presenfe, permite determinar rapidamente el incre-

mento o disminucién de ésta.

Al producto final se le determiné protefna cruda to-
tal por el método de Kjeldahl y se coupar$é con la vrotei-
na cruds inicial para observer el cambio de ésta debido al

consurmo por parte del ricroor_ anismo, asi como s 1z can-

tidad de zroteinz unicelular gintetizada.
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6) Identificacién del producto obtenido.

Para la identificacién del producto obtenido se uti
1izé la técnica de determinacién de 4cidos orgénicos por

cromatografia en capa fina (7).

La muestra del producto obtenido se concentré al do
ble por evaporacién al vacfo, utilizando un rotavapor -

marce Blichi.

Como muestra patrén se prepard &cido 1l4ctico al 1%

en agua (¢eionizada.

Se utilizaron cromatofolios lierck PL de sflica-gel-
60 FO54nara cromatograffa en capa fina. Se aplicaron las
muestras en las sigu’entes concentraciones: 4cido ldctico

15 M1lt, muestra o-tenida 15, 22.5 y 30 Ml1t.

Bl sistema de solventes em~leado fué butanol:&cido

férmicosagua, (4:1:5; viv) (7).

Se reveld con amarillo de dimetilo y azul de bromo=-
cresol en etanol (ver anexo 7). Las manchas avarecen cafés

sobre fondo café claro.
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5. RSULTADOS Y CCKRCLUSIONES.

1) Andlisis del cogollo.

Los resultados del andlisis del cogollo molido y ta
mizado en malla del n’mero 60, en comparacién con los - -

reportadoc en la literatura (8) son:

Tabla 7. Composicién del cogollo (Base seca).

DETERFINACION OBTENIDA REPORTADA
Humedad % 54.05 75-80
Protefna % 5.6 5.4
Fibra % 35.8 3445
Cenizas % 6.0 5%
Grasa % 51.47 53.2
Carbohidratos % 1.13 1.0
Azdcares % 13.0 -

Los resultados obtenidos son similares a los repor-
t-dos excepto en la hunedad debido al lapso de tiempo - -
que transcurrié desde su coseeha hasta llegar al labora—

torio, as{ como de su manejo.

2) Aislamiento de la ceva.

Para la identificacién del microor~anismo aislado ze con-
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sideraron los siguientes fuctores:

a) Se sabe cue la voblacidén microbiun: del yogurt -

esté compuesta vrincipalmente vpor el Lactobacillus bulga—

ricus y Streptococcus thermophilus.

b) Las c¢ racteristicas morfolégicas manifiestas de-

las colonics obtenidas en el medio sélido.

c) Las caracterf{sticas morfoldgicas del microorganis
mo vistas a traves del microscopio con tincién de graem, -

en el cual se obtuvo la fotograffa de la figura 3.

Considerando lo anterior y comparando las c.racteris
tices del microorgenismo con las encontradas en la litera
tura (5) y (20), se deduce que el microorgaenismo aislado-

es Lactobhacillus bulgaricus.

3) Induccién del microorganismo.

Los datos obtenidos de pH y acidez duronte las fer-
mentaciones para determinar la fermentebilidad del cogollo,
teniendo como patrén un medio con sacarosa, pentona fos
feto de amonio y otro medio con sucirosa y fosfato de amg
nio (ver anexo 3), se presentan en 1o table & y figura 4.
Con el dltimo medio se determind cue la_veptons represen
ta una fuente de factores de crecimiento »nura el microor

genismo y cue tales fictores estdn presentes en el cogollo.

La concentracién inici:l de aziceres en c: éa nelio-

fué de 8 mg/ml.
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Figura 3. Microorganismo aislado del yogurt.

(Lactobacillus bulgaricus).

g W it
S y ﬁ o ¥ -
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Tabla 8. Fermentabilidad del cogollo

ACIDEZ F0DUCIDA

pH (46 de fcido l4ctico)
TIELFO (hrs) e D s c D s
5.0 5.0 5.0 0.00 0.00 0.00
4.6 4.8 5.0 0.023 0.00 0.00
12 4.0 4.1 5.0 0.151 0.080 0.00
24 3.7 4.8 5.0 0.203 0.135 0.00

c: medio con cogollo; p: medio con peptona; s: med%o sin
: peptona

Con estos resultados se puede afirmar que el cogollo
es fermentable por el microorganismo, mejorando las condi

ciones proporcionadas por la peptona.

4) Pruebas de fermentacién.

I) Las fermentaciones realizadas se pueden dividir-
en tres grupos, devendiendo de la escala manejada, i.e. -
250, 500 y 800 ml. En cada fermentacién se determiné pll,

acidez, concentracién de azdcares y protefaa.

II) Para determinar el efecto del ni, se realizaron
pruebas simulténeas con y gin control autom&tico de éste,

en la escala de 500 ml.

III) Para determinar si lz fuente de c..rbono presen
te en el cogollo constituye el sustrato linitante, se ——
connard el rendimiento de &cido léctico por un medio adi

~

cionado con nelaza contra el i1edio de cogollo puro. Zsta
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Rgura 4. Fermentacién de 250 ml de medio con cogollo
para determinar su fermentabilidad compara-

da con un medio patrén.

% Acido
Lictico
0.3
04,2~ g
X
0.1—9

r-r 11 17T ¥ 1 1
3. 6 9" a2 35 18 21 24 &

Tiempo (Hrs)

0 medio con cogollo

X medio patrén
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prueba se realizé en la escala de 80C ml.

1) Fermentacién de 250 ml,

Esta fermentacién se llevd a cabo en matrdz de 500 ml,

incubdndola en estufa y con agitacién manual intermitente.

Los datos y resultados se presentan en la tabla 9 y fizu-

T2, 5 .

Tabla ¢. Fermentacidén de 250 ml de medio con cogollo

como sustrato microbiano.

Tiempo pH %%igigdgrgggiigi) %Zfﬁﬁfgs

(¢} 540 0.00 8.6

5 5.0 0.051 7.6
12 4.7 0.136 58
18 4.5 0,179 55
21 462 0.252 4.5
24 3.9 0.369 4,2
36 4.0 0.432 3.8
40 4.0 0.432 3.8

Rendimiento: Y,

me de decidp ldctico/100 ml

ng. de azdcares/100 ml.s
consumidos.

c.lfctico

Y= 432 mz de.lactico /100 ml= 0.9 me. dc. ldetico

(860-380)mg azdcares/120 ml ng azderres
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Figura 5. Permentacién de 250 ml de medio con cogollo

como sustrato microbiano.

% Acido i Azlcares
Lictico mg/ml
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In comnaracién con la fermentacién de 250 ml de me=—
dio realiz-da en la etava de induccién del microorganis-—
no pure determinar fermentabilidad, a esta fermentacidn
se le adicionaron 5 ml de pie de cuba incubado durante -
12 horas, (ver'anexo 4). Esto justifica los resultados -
diferentes, anrecizdos en la figura 6, tanto en la fase-
de adaptncién como en la cantidad de 4cido léctico produ

cido.

Bsta escala de trabajo demuestra la necesidad de —--
realizur un: inoculacién adecuada en términos de volumen
y eded d=1 nicroorganismo, ya cue en la fermentacién el-
nicroorganismo utiliza el sustrato principalmente para -
la vroduccién de £cido 1l&ctico y no para la oroduccién -

de biomasa.

2) Fermentacidn de 500 ml.

Je llcvaron a cabo dos fermentaciones de 500 ml de-
medio, realizéndose esto en el fermentador Bio Flo de —-
Mew Brunswick, cue cuenta con control autom&tico de pH,-

temoeratura, oxigeno disuelto y agitacidn.

Una de las fermentaciones se mantuvo a DH constante
en 5 vnara determinar su efecto en 1l nroduccién de 4cido
léctico. Los catos y resultados se presentan en los ta—-—
blas 10 y 11, obteniendo las resnectivas figures 7 y &,
en los cuiles gse grafica 4 de acidez y concentracién de-
aziicares contra tiempo. La diferencia entre ambas fermen

tociones se nuelde avreciar mejor en l.¢ figuras 9 y 10,
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Figura 6. Fermentaciones de 250 ml de medio con co-
gollo como sustrato microbiamo con y sin

inéculo bacteriano.

% Acido
L&ctico

0.5

1 1 | B L LI

5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tiempo (Hrs)

X medio con inéculo bacteriano

0 medio sin indculo bacteri~no
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en donde se grafica la cantidad de acidez »roducida en -
1a fermentacién con control de pH y en la fermentacién -
sin este, contraz tiempo; y la concentracién de azdcares

en las mismoas fermentaciones contra tiempo.

Con estos resultados podemos observar cue el medio-
controlado en su pH no favorece la produccién de &cido -
léctico, ni en rapidéz de sintesis, ni en rendimiento, -
siendo de 0.5 mg de &cido lActico/ mg de dzdcar en ambos
casosy contrario a lo esrerado por lo reportado eh la ——

literatura, (5).

Tabla 10. Fermentacién de 500 ml de medio de culti-

vo con cogollo como sustrato microbiano.

Tiempo Acidez producida Azdcares
(hrs) pH (#4cido léctico) "(mg/ml)
0 5.0 0.00 . 9ot
32 4.6 0.215 5.4
17 4.3 0.302 a8
21 3.6 0.351 3.1
28 3.8 0.369 234
36 ANE) 0.369 2.4

Y = 0.5 mg de 4cido l4ctico/ mg de azdccres.
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Rigura 7. Fermentacién de 500ml de medio con cogollo

como sustrato microbiano.
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Tapla 11. Fermentacién de 500 ml de medio con cogollo
como sustreto microbisno, menteniendo el pH

constante en 5,

Tiempo MNaOH Ac.léct. Conc. % Ac. Azdcares Vol.ferm.
(hrs) (m1) (mmoles) (mmol/ml) 14ctico (mg/ml) (m1)

0:0 1.48 0.148 0.00029 0.0026 6.1 500
3:0 10.36 1.036 0.00207 0.0186 - 500
3:45 20.36 2,036 0.00407 0.0366 - 500
4:30°  31.76 3.176 0.00635 0.0562 - 500
5:30 41.36 4.136 0.0083 0.0744 = 500
7:30 66.48 6.648 0.0132 0.1188 2.8 500

10:00 73.48 7.348 0.0133 0.1197 - 550

22:00 158,08 15.808 0.0225 0.2031 - 700

24:00 179.96 17.996 0.0256 0.230 156 700

28:00 179.96 17.996 0.0256 0.230 1.6 700

Y = 0.5 mg de &cido lActico/mg de azucares.

3) Fermentacién de 800 ml.

En estas fermentoacidnes se varif lz contidad de séli-
dos er el nedio aumentando la cuntidad de cogollo hasta -
12.5g de cogollo/100ml de aguz. De esta manern se alcanzé
unc concentracién de azdcares de 18.5 mg/ml. Una ferment:
cién se realizd con esta concentracibn y en otreo se elevd
1a concentracién de azdcares haste 42 ng/ml, enpleando -
mélozas como vardmetro de ajuste. Se obtuvieron los Si=-—

wientes resultodos, tubla 12 y 13 y figuras 11 y 12; en



Figura 8. Fermentacién de 500 ml de medio con cogollo
como sustrato microbiano, manteniendo el pH

constante en 5.
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Figura S. Fermentacién de 500 ml de medio con cogollo

como sustrato microbiano con pH control.do,

comparado con medio sin control.

% Acido
Lactico
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X Fermentacién sin control de pH

0 Permentacidn con pil constonte en 5

=T



Pigura 10. Fermentacidn de 500 ml de medio con cogollo
como sustrato microbiano con pH controlado,

comparado con medio sin control.
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las cuales se crafica | de acidez producida y concentra-—

cién de azdcarcs contra tienjoe.

Se observa cue en 1o fermentacibn con cogollo y me—
laza, la produccién de dcido ldetico no se ve incrementa—
da, bajandc considerablemente el rendimiento de este. Zs-
to puede significar que le mdxima concentracién de azica-—
res aprovechzbles es de aproximadamente 20 mg/ml, siendo
quizn inhididéres de la fermentacién la concentracién de
4cido 1lfctico producido o bien la presencia en las mela-
zas de al:in comuesto que inhiba al microorganismo em-—

pleado.

Tabla 12. Fermentacidn de 800 ml ée medio de cul-

tivo con cogollo como zustrato microbiano.

Tiempo Acidez producida azicares

(hrs) pH (% Zcido 1lfctico) (m/m1)
0 5.0 0.0 18.5
4 4.6 0.18 13.0
& 4.0 0.36 8.5
20 3.9 0.54 6.5
2€ 3.9 0.54 6.5

Y = 0.45 & de 4cido lfctico,/mg de azicar. s.




Figura 11. I) Permentacién de 800 ml de medio con co-

gollo como sustrato microbiano.

Azdcares

mg/ml

|- 20

— 18

— 16

- 14

=2

% Acido
Léctico
0.6 -
0.4
0.2%
T I | I ki
5 10 15 20 25

Tiempo (Hrs)

X Acidez (% Acido Lactico)
0 Azucares (mg/ml)



Tablza 13. “erment cida de €0C ml de medic de ciltivo

corn co,o0llo ; meclaze con su-. nto micro- -

biano.

Tierro oH Acidez .roducida Azdcares
(hrs) (# dcido 14ctico) (ng/ml)
) 5.0 0.CO 42,0

4 4.9 0.030 39.5

8 4.8 0.045 33.0

12 47 0,090 31.5

24 4e1 0.41 25.0

28 4.0 0.50 24,0

32 4.0 0.50 2440

Y = 0,27 mg de dcido ldctico/mg de azicares

g éc.ldCt.)

g a 3 o B 3 3 v"<';‘
Con los datos obtenidos de rendimiento (¥ e BicETe"

en cad- una .de las escalag selialadas, se juede comparar la
produccibén de dcido ldctico en los resultados que se presen—
ten en la tabla 14.

e ruede observar quec el rendimiento se ve disminuido
conforre aunenta el volimen e ferrmentacibr, rrobablerente
a cansa de 1: disminucién en la transferencia de nutrientes
a la célula por la deficiente homo eneidad; se observe - =
también gue el control de H no incrementa el rendimie: to -
v las melanzes lo disminuyen debido posiblcmente a la pre-
sencie de ihhibidores del microor anismo eLﬂleado;
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Figura 12. II) Fermentacién de 800 ml de medio con
cogollo como sustrato microbiano, adicio-

nando melazas,
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Tabla 14. Rendimientos obtenidos en las diferentes-

escalas de fermentzcidn.

Voldnen Azdcares Acidez prod. Condiciones Rendim.

(m1) (mg/m1) % &c.14ct.) (RE a.léct.)
i R i mg azdc.

250 8.6 3.8 0.432 - 0.9
500 9.5 2.4 0.369 - 0.5
500 6ot 1.6 0.230 pH cte. 025
800 1835 6.5 0.540 - 0.45
800 42,0 24.0 0.500 melazas O 27

Azdcares I : Azfdcares iniciales.

Azfcares R : Azicares residuales

Los resultados de protefna del medic de fermentacién
con cogollo antes y después de fermentado, determinados -

nor Kjeldhal se presentan en la tabla 15.

Tabla 15. Protefna deterninuda antes y después de la

fermentacién del cogollo.

Medio sin fermentar ILiedio fermentado

L{cquido S81ido ilezcla Lfcuido S61ido ilezcla

of

% Protefna 1.31 4.19 1.67 2556 2.45 2.54

Mezcla = 12.5 /% S581lidos + 87.5 b Lfouido ([ en peso).
# Protefno = $# N x 6.25



Como se ruede apreciar la cantidad de proteinas se
incrementa después de la fermentzacidén —~or la protefna uni-

celular sintelizada.e.

5) Identificacién del producto obtenido.

Una vez revelado el cromatosrama se pudo observar -
que cada muestra aplicada presentaba una sola mancha, - -
.coincidiendo la altura recorrida por las muestras de fer-

mentacién y la muestra patrén de dcido ldetico.

Se les determind el Rf, siendo éste de 0.62. Los re-

sultados se pueden observar en la figura 13.

Se deduce que el producto de la fermentacién obteni-—
do es dcido léctico, posiblemente se encuentran trazas -
de otros productos obtenidos, pero estos no se alcanzan -

a detectar en el cromato;rama a las condiciones operadas.



Figura 13. Cromatograffa en capa fina.

1 2 3 4

1: Muestra patrén de Acido Lictico al 1%: 15 M1t
2: Huestra problema: 15 Mlt

3¢ Huestra problema: 22.5 M1t

4: luestra problema: 30 Mlt.

Rf = 6.2
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RECOMNENDACIOHNSES

Las recomendaciones cue se pueden hacer para mejorar
la produccién de dcido 1%ctico, tomando en cuenta los re-

sultzdos obtenidcs a lo lario de la experiment=cién son:

1) Dado que el nicroorzcanismo que mfs se conoce en —
la fermentacién de sacarosa (en especial de las -

melazas) es el Lactobacillus delbrueckii , se -

puede realizar una fermentacién del cogollo eon
dicho microorganismo obteniéndose probablemente

un mayor rendimiento de 4ecido ldectico.

2) Debido a que las melazas no contienen sustancias

téxicas para el Lactobacillus delbrueckii se pue-

agregar melaza a la fermentacién del cozollo, au-
mentando con estas la cantidad de azdcares fermen

tables.

3) Acoplar un sisteme de aislamiento térmico que man
venga las condiciones de isotermec¢idad necesaria

para dichz fermentacid:.

4) Mantener el pH lo suficientemente bajo pars evit-r
contamin ciéxn, pero cuid=ndo que el rendimiento

del dcido ldctico no se wvea afeciado.



5) Llevir 2 c-bo un estudio amplio del efecto de -
laz variables rfs importantes parz la fermenta— —
cibn i.e. concentracidén inicial de azéc:res, % de
s6lidas, frecuencia de agitacién y tamailo de par-

ticula del cogollo.

6) Unz vez obtenidos los resultados cue optimicen la
produccibn de dcido léctico, seri: interesante rea
lizar pruebas con una poblacién microbians multinle.
De esta manera se rodrfa mejorar la cantidad de pTrO
tefna en el producto final evitando un detrimento

apreciable del contenido de 4cido ldctico,

7) Llevar los resultados de los dos puntos anterio-

res a pruebas en esczlcs mayores (60 lts).

El exito del proceso y su posible aplicacién en lu-—
gares productores de cafia, estardn condicionzdas 2 una ope-
racién simrle y econémica, de acuerdo con los puntos sefiala-

dos en los objetivos de este estudio.



ANEXO 1

Aislomiento de microorganismos por seleccidn térmi-

ca en nedio 1lfcouido.

i

Técnica de microorganismos en yogurt.

a) lledio. Remartir leche cescremada 20 ml por tubo.
Esterilizar 15 ninutos a 115°C. La leche no debe presen=

tar color.
b) Un yogurt marca Delsa natural.

¢) Prevarar 4 series de 5 tubos con leche descrema-

da estéril numeradas del 1 al 5.

d) Sembrar el primer tubo de cada una de las dos pri
meras series con 5 ml de yogurt comercial, arrojar el con
tenido de 1la nipeta al tubo, aspirar el contenido del tu

bo y arrojarlo varias veces vpara homogeniz:i.r.

e) De este tubo tomar 5 ml y pesarlos al otro tubo
(#2), repetir la ovneracién hasta transferir el indculo a

el tuvbo nmero 5.

f) Llevar una serie de %ubos a incubar a 3500 y la=—

. o
otra serie a 45 C.
g) Incubar a las dos ten—eraturas por 24 horcs.

h) Después de las 24 hor.s de incub:zcién revetir la

oueracidn indicada desce el naso d).
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i) Incubar coda una de las series a las nismas tem-

veraturas por 24 horas.

j) Después de este tiemvo proceder a comprobar la -—

identidad del microorganismo aislado.
ANEXO 2

Medio agar-tomate especial para lactobacilos (9):
Jugo de tomate (400 ml) 20 g
Bacto peptona " 10 g
Bacto leche peptonizada 10 g

Bacto agar 20 g-

La reaccién de &ste medio se ajusta a pH de 5. Para
rehidratar el medio suspender 60 g del medio en 1000 ml-

con agua frfa destilada.

Calentar a ebullicién para disolver el mecdio comple
tamente. Se distribuye en tubos o matraces y se esterili
za en autoclave poxr 15 minutos a 15 libras de presién —-
(121%). :

No se adiciond leche peptonizada, en su lugar se a-—

sregb leche en mnolvo descremzda en la misma proporcién.
ANEXO 3

Comnosicién ¢el medio de cultivo como referenciza »nz

ra deterainar 1. feraentabilidaed del cogollo:
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Tara 250 ml de medios

Con peptona:
Pentona 2.50 g
Sacarosa 0.95 g

Fosfato de amonio 0.245 g

Sin peptona:
Sacarosa 0.950 g

Fosfato de amonio 0.245 g

Con cogollo{?’ en peso ):
Cogollo 7.7 &
/% S6lidos 1.7%

Parz 250 ml de medio con cogollo, en la primer esca
la de fermentacién:

Cogollo 15.4 &

% S6lidos : 3.35/%

En 500 ml de medio con cogollo, en la segunda esca
la de fermentacibn:

Cogollo - 30.8 g

# S61idos 6.7

En 800 ml de medio con cogollo, en la tercer escala
de fermentacidn:

Cogollo 100.00 g

/5 S6lidos 12.5.
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ANEXO 4

Composicién del pie de cuba empleado en la.fermenta
cién:
Para 25 ml de pie de cuba:
Sacarosa 0.095 g
Peptona ‘ 0.250 g
Fosfato de amonio 0.0245g

Se esteriliza, se inocula con una asada de la cepa-—
del microorganismo aislado y se incuba durante 12 horas
& 37°0.

ANEXO 5

Prueba de fenol-4cido sulfirico para aztfcares totales.

étodo microcolorimétrico por Dubois, (1956) (3).

Se ponen 2 ml de la muestra en 6 ml de 4cido sulfdri
co concentrado y se adicionan 0.1 ml de fenol al 80%. Se
mezcla rdpidumente. Se deja desarrollar color durante 10

minutos y se lee la absorbancia a 490 nm.

El blanco ze prepara con agua destilada. Para la cur

va estandard se prepara una solucién de s.carosa en agua

destilada,
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ANZXO 6

Método de Lowry para determinacién de proteinas por

espectrofotometria. (10).

Recctivoss
Reactivo A: 402 + 1 Db
a) Na2003 al 2% en N:OH 0.1 N.
b) 1.- Tartrato de sodio y potasio al 2%
2.~ CuSO4 al 1 %
Estas dos soluciones (1 y 2) se mezclan 1:1 antes -

de usarse, debido a que si se mezclan antes se precipitan.

Reactivo B:

Reactivo Folin+Ciocalteus 1:1 en agua deionizada.

Procedimientos

Se ponen 0.5 ml de solucién problema (proteina-Hzo;
1:1), se afladen 5 ml del reactivo A Yy se deja reposar -
10 ninutos exacicmente., Acre ar ertonces 0.5 ml del reac-—
tivo B y dejar reposar 30 minutos.

Leer en visible a 750 nm. E1 blanco se prepar: con

a:ua deionizada. Se prepare una curva patrén.
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ANEXO 7

Identificacién de 4cidos orgdnicos por cromatogra=—

fia en capa fina.

Para esta identificacibn se utiliza sflica gel GF -

254 (tino 60) pare cromato raffa en capa fina,

El sistema de solventes usado es butanol: fecido fér-
micos agua (4:1:5; viv), este sistema debe prepararse 24 —
horas antes de su uso para la esterificacién del 4£ecido -

férrico por el buatnol hasta el equilibric,

Los reveladores usados song

a) Dimetilo amarillo (25 mg), Bromofenol azul (75zg)
en 200 ml de etanol de 96 %, ajustado a pH de 7.0 con — -
¥aOh 0.1 N (=1.75 ml); se rocia el papel homo.eneamente con
12 solucién y 2os dcidoes aparecen como manchas amarillas
sobre un fondo azul rorado.

b) A un gramo de xilosa disuvelta en 3 rl de a2,ua se
le adiciono 1 ¢ de anilinz y se afora a 100 nl con etsaol.
E]l papel se sumer-e en este liguido, se suspende jpara se-
carlo de 10 a2 15 minutos. 3e ca’ienic de 105-110°C por
5-10 minutos. Se observan zanch:s cafés sobre fondo anari-—
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