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I.- INTRODUCCION

El problema de la alimentaci6n para animales de consu
mo alimenticio y como consecuencia, para la poblacién mexica
na, ha sido, y es, una preocupaci6n que atafie a todos los ha
bitantes de nuestro pafs.

El misno problema ha venido a recudecerse debido al -
aumento sorprendente de la poblacién mundial y particularmen
te en nuestro pafs, provocando que la existencia de alimen--
tos de buena calidad sea cada vez mds limitada (8.1).

Datos del afic de 1969, mostraban que mis de mil millo

de hombres sufrfan de mala nutrici6n, y la FAO sefala -

qus actualmente no estdn adecuadamente nutridos el 62% de --

05 nifios mexicanos.

Lo anterior se debe mis que nada a la falta de fuen--
tes de productos con suficientes protefnas que eleven la ca-
1idad de los alimentos, y ademas, a que la mayorfa de los --
mismos carecen de suficientes vitaminas y minerales que nece

organismo diariasente (8.2).

sita

las industrias dedicadas a producir gran-

Actualmen
des cantidades de alimentos proteicos tanto para animales de
consumo como para el hombre mismo, han tenido una gran difi-

cultad de proveerse de materia prima. Por lo tanto, cong---



ciendo la existencia de éste problema, la comunidad cientifi
cay técnica de nuestro pafs, debe de tratar de descubrir --
nuevas fuentes de elementos necesarios para el buen desarro-
1lo del organismo humano, como son las protefnas, vitaminas
y minerales, mejorando as{ la dieta del mexicano, pues cree-
mos que 6sto es basico para el buen desarrollo de nuestro --

pais

Por tal motivo en éste trabajo se investiga la posibi
lidad de obtener una fuente de proteinas, utilizando el hon-
go Ustilago zeae, comunmente llamado "Huitlacoche", haciéndo
1o crecer en cultivo intensivo, dadas ciertas cualidades de-
cate hongo Gue se mustrardn a través de éste tribajo: ademas

de que en con lewvad y bacterias, los hongos

tienen varias ventajas que hacen atractivo el trabajar con -
ellos, la recuperacién de la biomasa a partir del medio de -
cultivo es menos diffcil, el hongo tiene una estructura fila
mentosa que facilita'su uso en la manufactura de materiales-

con fines ics sin ni filaty

ra (8.3).

EBste estudio estd encaminado también, ha cncontrar al

qunos factores basicos que ayuden a la producci6n a gran
cala del Ustilago zeae, tratando de lograr un bajo costo de-

use como aditivo

producci6n para obtener un compuesto que s



en alimentos balanceados ya sea para alimentos de animales -

de consumo o bien, si sus cualidades protefnicas fueran ade-

cuadas, también para alimento humano, ya que préximamente --

fuentes de protefna no convencionales debersn ser utilizadas

en la alimentacién humana segdn puede observarse en el cua--

dro nimero I (8.2).

Este trabajo puede ser punto de partida para que otros

investigadores sigan estudiando no solo éste alimento mexica

no, sino también otros alimentos, con la finalidad
pusdan darse a conocer a todo <l pueblo mexicano y

mente al campesino que es la parte de la poblacién

aifg

te puede adquirir 1 a partir de

de animales de consumo.

de que --
principal
que mas -

la carne-



CUADRO I

FUENTES DE PROTEINA

Tipo ional No ional
Animal Ccarne, pescado concentzidﬂ protefnico
del pesc:
Huevos

AlbGmina de huevo

Leche, productos licteos Caseinato de sodio

Vegetal  Cereales Glutén de trigo
semillas oleaginosas Concentrados oleagino
sos.

Legunbres (no grasosas)  Aislado del haba comtn

Hojas (por

jmp. la col) Concentrado protefnico
de las hojas

Rafces, tubérculos
(por ejem: papas)

Unicelular Levadura Protefna de levadura
(cultivada en petr6-
leo crudo)

Hongos (superiores) Protefna de los hongos
(cultivados en residuos
del almidén)

Protefna de las bact
rias (a partir del me
tano)

Algas (cultivadas en
soluciones salinas)
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II.- GENERALIDADES.

CLASIFICACION

Reino : Vegetal UKo

Divisién : Talofitas €0

Clase : Basidiomicetos

swclass  + "GhidDasiionicetes

orden : Ustilaginales

Familia : ustilaginfceag

Género : ustflago

Especie : Ustilago zsae L. . .. b

Propiedades Biolégicas

Como se ve en su cl icaci el ustilago

a la subclase de los Hemibasidiomicetos que son los hongos =-
nés primitivos, todos scn pardsitos, por lo que destruyen los
cultivos de cereales, siendo en éstos donde encuentran el me-
io adecuado para su crecimiento.

Ustilaginales: Hongo pardsito de log vegetales, que pe

netran generalmente en las plantas cusndo éstas son muy jove-



nes. y cuyo micelio, extendidhdose por todas partes llega has

ta las anteras, el ovario y otras partes de la flor, donde -
las esporas forman un polvo negro parecido al carbbn, que lle
ga al drgano atacado, cuyos tejidos normales son completamen-
te devorados por el parssito. (8¢

Ustflago: Género de los ustilaginales al cual da nom-
bre cuyas esporas nacen en filas unas debajo de otras en la -

extremidad de los filamentos fructiferos. Sus especies atacan

en ellos

a los cereales
des tales como el tizén. ( 8.4 ).
El Ustilago zeae es un parésito del maiz y es conocido
popularmente con el nombre de "Huitlacoche® ( €.5 )

El hongo produce una hinchazén en el mafz, y la fructi
ficaci6n puede ser en el tallo, raices adventicias, hojas, md
za\,éll 6 panfculo. Esta hinchazén es el resultado del desarrg
1lo abundante de hifa en el tejido del hudsped.

Estas hifas contituyen el micelio que es como se encuen
cuentra en la planta de maiz, las hifas tienen células monony
cleares 6 binucleares y la reproduccién se realiza por medio-
de 1as basidicsporas, que son capacés de germinar tan pronto

como estsn maduras, Esta germinacién es caracterizada por la-

produccitn de cuatro células por micelio y cada célula produ-

ce esporidios.



En el micelio, se encuentran millones de esporas que -
son de color negro y de aspecto pulverulento y le dan el co--
lor caracterfstico al Ust{lago zeae cuando se esti reprodu- -
ciendo en el mafz. Estas esporas son transportadas por el - -
viento, cuando se llega a romper el tumor y producen la infec
ci6n en otras plantas.

Generalmente crece en forma unicelular cuando se culti
va en el laboratorio (8.6). En éste trabajo s6lo se realiza—-
ron pruebas con Ustflago, cultivado en medios sint6ticos.

Bajo ciertas condiciones de cultivo, aparecen en el —-
Ustilago, unos cristales insolubles de 4cido ustildgico que -
tienen propiedades antibi6ticas; ésta actividaa inhibe el crg
cimiento de microorganismos contaminantes, pero aGn no se ha-

logrado i ir como antibi de al ser hu-

mano principalmente por ser insoluble. ( 8.7 )

Se han reportes ionales de i6n -

de vitamina B-12 en el Ust{lago zeae (8.6), pero el aspecto -
de mayor importancia en éste trabajo es conocer mis a fondo -
las propiedades del Ustialgo zeae como complemento en la ali-

mentaci6n de animales y aGn para el hombre.



Requerimientos para Crecimiento en Cultivos y Formulaci6n de-

Medios de Cultivo.

La microbiologia industrial ofrece al hombre moderno,-
métodos mas sencillos para obtener en algunos casos, mejores-

productos industriales y alimenticios.

Estos métodos estén basados en conocer lo que los mi

croorganismos tales como los hongos, las bacterias y los vi-

rus son capaces de transformar; es decir. si los hacemos re-

producir en un medio determinado, obtendremos como producto -

de su imi ias tan como antibibti--

[)
cos protefnas Gtiles al hombre, solventes, polfmeros, etc.

Es por eso que es importante encontrar ciertos facto-:

res para un mejor crecimiento y ademss medios adecuados, lo-
cual s6lo se logra mediante la investigacibn, haciendo que &s
ta ciencia esté en constante desarrollo, por lo que la indus
tria en general y la industria quimica en particular tienen -
en los microorganismos una herramienta para encontrar nuevos-
productos industriales y alimenticios que disminuyan el pro--
blema de falta de materia prima que nos agueja en la actuali-
dad.

Las condiciones de cultivo, varfan segin el microrga-



nismo pues en much:

ocasiones, las condiciones tptimas para-
lograr el mximo crecimiento en masa celular, no siempre dan-
la maxima produccién de algln producto del metabolismo (8.8).

En el caso del Ust{lago zeae se escogi6 como temperatyu
ra de crecimiento entre 25 a 30 grados centigrados, ya que se
ha visto que los microorganismos que viven en el medio ambien

te, crecen mejor a ésta

sin embargo s
mos de importancia industrial como son los lactobacilos y los
productores de metano, crecen mejor a temperaturas altas, en-
tre 40 a 45 °C, con lo que se inhibe el crecimiento de otros-
microorganismos contaminantes.

Con respectc al pH, se ensayaron varios grados de aci-
dez entre 3 y 6, encontrandose que un pH de 4 fué el 6ptimo -
para obtener ur buen crecimiento ae éste microorganismo, aun-
que para los hongos en general se recomienda un pH ligeramen-
te &cido para inhibir la contaminaci6n bacteriana. ( 8.9 ).

Es importante también, controlar ‘el pH durante el cre-

cimiento, sobre todo en fermentaciones de tiempo largo, para-

1o cual es

usar en forma K1, - -
Na,CO, 6 NaGH; Y en caso que se requiera aunentar la fusnts -
de nitr6geno, se puede usar amoniaco, el cual también ayuda -

a controlar el pi.



Es ante éstas condiciones de cultivo para el mejor cre
cimiento de los microorganismos, donde el ingeniero que desea
obtener productos a gran escala, se encuentra en la necesi--
dad de conocer mejor a los microorganismos y sus interrelacio
nes, y es de aqui donde nace una nueva ciencia que segn la -
definici6n de Bugliarelio ( 8.14 ) se llama Bioingenierfa.

1a aereacin, debido a la demanda de oxigeno de los mi
roorganismos, es vital para su metabolismo; idealmente se de-
berfa especificar las proporciones de aereaci6n expresadas cg
mo mt 0, por litro por hora. ( 8.10 ) La aereaci6n es una de-

las operaciones que mayor atencitn ha recibido por parte de -
1os ingenieros bioquimicos

Pt
El Ust{lago zeae, es un MicFoorganismo necesariamente-

gunas bacterias son

aerobio, ya que los hongns, las algas y

obligadamente aerobias, Se ha visto que la produccién de céluy
por 1o

las es més abundante durante una fermentacitn aerobi
que la producci6n a gran escala de los microorganismos aero--
bios rquiere disefios de plantas més complicadas pues hay que

pensar en la form en que se va a suministrar aire, y ademds,

la forma de esterilizarlo.



Formulaci6n de los Medios de Cultivo

Para poder encontrar un medio econémicamente adecuado,
es necesario la investigaci6n de la forma en que se desarro-
1lla un microorganismo en diferentes medios; para lo cual, hay
que hacer pruebas con ellos.

Estos medios, aparte de cualquier sustancia que se = -
quiera probar en ellos, necesitan esencialmente de una fuente
de energia, de una fuente de carbono, de una fuente de nitr6-
geno y de una fuente de minerales.

Fucnte de Energfa y de Carbono: Se conocen dos formas-
de producci6n de energfa por los microorganismos durants su =

la oxidaci6n de orgénicos e inorgani-

e
cos y por la captaci6n de energia luninosa.

Es importante que exista una fuente de energfa ya que-
de ella se sirven las células para formar el trifosfato de -
adenosina ( ATP), como es el caso de los hongos y las levadu-
ras, que lo hacen a partir de compuestos orgénicos.

La fuente de carbono es importante pues se ha.visto --
que en el caso de una fermentaci6n aerchia, el 50% de la fuen
te de carbono se convierte en células.

Ya que a nivel industrial es esencial tomar en cuenta-

el factor econémice, se han vuelto muy populares como fuentes



e energfa y de carbono, los al'mido'es y las melazas. En &s-
te trabajo se usa la melaza con buenos resultados. Las mela--
zas son las aguas madres de las cuales se ha removido por
cristalizaci6n la mayor parte del azGear. Cuando la produc- -
cibn de células es el Gnico factor a considerar en una fermenta
ci6n, la variabilidad en la composici6n de las melazas no es-
importante; pero por ejemplo, para producir Scido cftrico,
esa variaci6n es muy importante y afecta el rendimiento (8.11)
El andlisis quimico de melazas se muestra en el cuadro II.
Fuente de Nitrogeno: La fuente de nitr6geno es impor--
tante en el crecimiento de los microorganismos, que aunada a-
la fuente de carbono sirve para la sintesis de aminofcidos y-
protefnas. Aunque para algunos microorganismos es esencial te

ner una fuente casi pura en nitrégeno, la mayorfa de los mi--

a ia industrial son capaces de asimi-

lar nitrégeno a partir de sales inorganicas y améniaco, de

compuestos organicos como pirimidinas, las levaduras, vitami-
nas, agua de copimiento de mafz y otros.

Se ha encontrado que el crecimiento es mejor con fuen-
tes organicas de nitrogeno pero industrialmente son poco eco-
némicos, de aquf que se use un compuesto inorgénico mezclado-
con uno orgénico en menor proporcién. El agua de cocimiento -
de maiz es probablemente el producto orgdnico més usado como-

fuente de nitrégeno y es un subproducto de la obtencién de




glucosa y almidon a partir del maiz (8.12). EI anslisis quimi
o del agua de cocimiento del mafz se muestra en el cuadro --
1.

Fuente de Minerale:

Ya que en las reacciones energéti
cas que ocurren en las células para formar el trifosfato de -
adenosina (ATP) se necesita tanto fbsforo como magnesio, es -
necesario adicionarlo al medio en forma de sales.

Otros minerales usados por las células en pequefias can
tidades son: Ca, K, S, Fe, Mn, Zn, y Cu; y son importantes pa

ra el crecimiento de ciertos hongos (8.9).



cuabrO Ir

ANALISIS DE MELAZAS. (expresado como X) (Solomons, G. L.: 1969)

Remolacha cais Cafia Refinads
S6lidos Totales 78 - 85 85 8 -85
Aztear Total 48 - 58 50 -8 70 - 86
(como invertido)

¥ 0.2 -2.8 0.08 -o0.5 0.05 - 0.25
2,05 0.2 - 0.0 0.009 - 0.07 0.03 -0.22
a0 0.15 - 0.7 o.15 - o8 015 - 0.35
g0 0.0 - a1 2.25 - 0.8 0.1z -o0.25
K0 2.2 - 2.4 08 -22 02 -o07
si0, o1 -o.5 0.05 - 0.3 0.07 -0.25
AL0; 0.005 - 0.06 0.01 -0.04 .  0.002 - 0.0
Peg03 0.001 - 0.02 0.001 - 0.01 ©0.001 - 0.005
c 28 -3¢ 28 -3 28 - 36

cenizas Totales a-8 s -




cuaDRoO I

COMPOSICION DEL AGUA DE COCIMIENTO DE MAIZ, (expresaic en % piv) ==
(sciomons, . 1. 1969)

EsTRA A wEsTan 8
Selidos totales 2 s0.7
Nierbgeno Total a3 3.7
Acidiz como Seido lsctico 15 1.4
Azteares reductores libre 5.6 s
astearas eductores Totalus o8 <o.2
(después de nidsélisis)
Dibxide de Azufre -- 0.067
cenizas 7.8 e
Gravedad espectfica 125 122

kg 2.0 3.9




FERMENTACION.

Proceso de de las sustan- -
cias orginicas por enzimas producidas por diversos microorga-
nismos (8.13).

Una fermentacién puede considerarse como una serie de-
reacciones quimicas, en las cuales, las enzimas son cataliza-
dores organicos (Biocatalizadores).

Divisi6n.- La fermentaci6n puede dividirse en dos cla-

sificacion

1) Fermentaci6n continua; donde las transformaciones -
de la sustancia orgnica, suceden en un proceso que se inte-
rrumpe 1o menos posible. Lo ideal es trabajar en fermentacién
contina pero es el proceso menos frecuente por las dificulta

des al manejo de 1o0s cuales

presentan problemas poco conocidos en la industria de fermen-
tadoces, como son las mutaciones.

2} Permentacién Intermitente. Es aquel proceso de fer-

mentaci6n donde la de los il ani

se interrumpe para separar el producto deseadc. Es un proceso
muy usado, ya que facilita en mucho, la resolucién de proble-
mas propios de los microorganismos, como sen la adieibn de -

nutrinentos, aereaci6n, temperatura mutacién, etc. Este pro-



ceso es 1lamado también por lotes.

(8.5)

Unitarias que i i en la

i6n en si, no

a).- Est 6n. Aunque la est

es una operacin unitaria, el hecho de que se necesite calor y
un equipo donde efectuar la transferencia de calor, se debe to
mar como un paso importante dentro del disefio de un proceso de
fermentaci6n.

El medic en que se desarrolla un microorganiswo, puede-
que sea satisfactorio también para otros, el problema es que -
estos microoranismos contaminantes pueden causar un crecimien
to celular limitado y un rendimiento bajo 6 nulo de los produc
tos deseados. Es por ésto que es importante tener un medio este
rilizado, con &sto estaremos seguros que solo se desarrollars-

1 microorganismo que nos interesa.

pueden ser sepa

Los

por medios como son la filtracién y la

ci6n, pero es m&s usual y mis seguro esterilizar el mosto, es-
decir, matar a los microorganismos extrafios que pudieran estar

pueden ser por ca-

presentes. Estos
lor, agentes quimicos u ondas electromagnéticas: en el medio -

industrial se usa -comunmente el calor.



Normalmente, en una i6n industrial

el medio-
se esteriliza pasando vapor de agua en el medio de cultivo ba
jo presién.

Es importante determinar el tiempc minimo de esterili-
zaci6n, asf como la temperatura, ya que un calentamiento pro-
longado puede afectar los azGicares presentes en el medio y -

tal vez hasta provocar reacciones entre los componentes del -
medio. En la esterilizaci6n el suministro de calor es una fun
cibn del grado de contaminaci6n inicial y del grado de conta-
minaci6n deseado.

Adenss de la esterilizaci6n, el flujo de calor se uti-
liza también con ol objeto 2¢ mantener una temperatura ptima
durante el desarrollo de la masa celular (Biomasa) ya que se-
necesita calentar el recipiente donde se'lleva a cabo la fer-
mentaci6n o bien, cuando se quiere eliminar el calor de la --
reacci6n de la fermentacién.

otra etapa del proceso donde interviene la transferen-
cia de calor es en el secado al final del procesc, 6 en la -
Liofilizacitn.

b).- Aereacién - Transferencia de Masa.

La aereacitn es una de las operaciones unitarias que -
més atencitn ha recibido por parte de los cientificos. £l prg
Pposito de la aereaci6n es proporcionar a los microorganismos-

el oxigeno necesario para su desarrollo durante la fermenta--



ci6n, ya que al obligar el hombre a 1os microorganismos a re-
producirse en condiciones diferentes a la de su medio normal-

de desarrollo, sumergiéndolos en medios ricos en nutrient

con objeto de que produzcan cantidades considerables de bioma

sa o compuestos quimicos: tiene que ser introducida una aere-
aci6n artificial vigorosa, ésto se debe a que la capacidad de
los medios de cultivo para almacenar oxigero disuelto, es ba-
ja.

La forma de introducir el oxfgeno al medio de cultivo-

s por medio de burbujai

por 1o que muchos investigadores se
han dado cuenta que es importante que el oxfgeno en la burby
Ja de aire introducida en el medio de cultivo, sea capaz de -
disolverse primero en el medio y despues debe transportarse a
la célula para que ésta pueda efectuar wna respiracién adecua
aa.

Uno de los problemas mas importantes en lo que respec-
ta a la transferencia de oxfgeno y a la dereacitn en sf, es -
el de producir dispersiones gas-iiquido, en las cuales se ten
ga una superficie de contactn suficiente. Esto incluye la de-
terminaci6n de la extensitn de tales superficies y la rela- -
cibn que tiene con la potencia consumida y con las propieda--

des fisicas de los “luidos que participan. Es importante tam-

bién, inar los ici de e masa pa

ra los casos de dispersiones de burbujas, que serfan solutos-



gaseosos en 1iquidos y dispersiones de s6lidos en 1fquidos.
Agitaci6n.- E1 propdsito de la agitacién, es mezclar -
los productos de la fermentaci6n de tal forma que pueda ser -
alcanzada una uniformindad en la suspensitn de microorganis—-
mos y la velocidad de transferencia de masa de los productos-
del metabolismo puede ser acelerada.
Asi vemos que la agitaci6n es una operaci6n que va uni

daala i6n. También es en las

de fermentaci6n, contar con el equipo de agitaci6n que ayude
a mejorar la transferencia de oxfgeno.

Algo realmente dificil de determinar, es la potencia -
que consume el agitador debido a que los gases y s61idos en-
suspensi6n afectan su eficiencia, pero sobre todo. porque la-
biomasa se comporta como un fluido no newtoniano, confiriendo

ésta propiedad al medio de cultivo.

©).- Flujo de Flufdos.

E) oxfgens necesario para la fermentacién aertbia, re-
quiere del suministro y manejo de grandes volimenes de aire -
bajo condiciones estériles. Esto nos conduce al estudio de -
filtracién de aire 6 al flujo de gases a través de los medios

de esterilizacidn; al estudiode las caldas de presi6n a tra--



vés de ductos y orificios y del manejo de liquidos newtonianos

y no newtonianos.

) .- Recuperacit6n de productos y operaciones de acabado.

1as princi técnicas de implican la -

aplicaci6n de operaciones unitarias que abarcan desde operac:

nes mecnicas hasta transferencia de masa, siguiendo a conti
nuaci6n operaciones de acabado. Entre las operaciones unitarias
n&s utilizadas tenemos; filtraci6n, precipitaci6n centrifuga—-

ci6n, que son y. secado -

cibn, adsorci i6n y i6n con solventes, que

implican transferencia de masa y calor.

Cinética de la Fermentacién.

La cinética estudia la velocidad con que se produce el-
material celular o bien los productos obtenidos durante el me-
tabolismo de los microorganismos.

La fermentacibn, consiste en una serie de reacciones en
zimiticas por medio de las cuales se realizan la mayoria de --

bio-

las i i Las enzimas son

16gicos producidos por células vivientes; siendo su actividad



independient: de las células mismas
Las reacciones enzimdticas realmente son muy complejas,

es por ésto que la investigaci6n de la cinética de las reac--

ciones bioqufmicas se concreta a mecanismos enzimfticos de --

Esta complejidad se debe en gran parte a-

etapas intermedi
que el peso molecular de las enzimas es muy elevado, y por —-
otra parte su estructura quimica aGin no es bien conocida.
Reconociendo todos los problemas que hasta ahora se —-
han sefialado para llevar a cabo una fermentaci6n, es importan

fuiuras de la --

te que nos demos cuenta de las posibilidai:
fermentaci6n. En el Cuadro IV, se muestra una serie de com- -
puestos quimicos que debido a su gran demanda tienen que im-
portarse pero que pueden ser obtenidos a partir de microorga
nismos. Es posible también que con ayuda de 1os microorganis
nos se aminore la falta de abastecimientos de energéticos y <
de productos alimenticios, pues sabemos quc existen microorga
nismos capaces de producir sustancias alimentirias para cl --
hombre, y otros capaces de proporcionar fuentes de carbono, -
de hidrocarburos y gas natural, por biosintesis. Consideremos
1o siguiente, el ganado tarda de uno a dos meses en producir
el mismo peso de protetnas que organismos tales come levaduen
ras, bacterias, algas y hongos producen en un tiempo que va--

rfa de 20 mins. a 43 hrs. Esto nos permite apreciar el valor

< importancia de la Microrioclogia Industrial y como su aliado



( ver cuadro No. V)

nés impo ala

Lo anterior nos muestra que nuevos campos de accibn se
habren a la prictica de la Ingenierfa Bioguimica ya que aprg
vechando los conocimientos de las ciencias biol6gicas para —-
producir sustancias de muy diversa fndole, se plantea la ne-
cesidad de capacitar una parte de los ingenieros quimicos pa-

ra abordar y resolver los problemas que surgen y surgirdn en-

ésta interacci6n de ciencias y técnicas.



cuabrO .
DATOS ESTADISTICOS (1972)

ANUARIO ESTADISTICO DE LA SECRETARIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

ALCOHOLES ¥ DISOLVENTES
(Acetona, Butano y Glicerina)

Total Inportaciones & 526 503,00 pesos mex.
ACIDOS ORGANICOS Y SALES DERIVADAS

(Cttricos, Pumsrico, Glucénico, Lictico, Oxdlico y Tartizo)

Total Importaciones 20 401 488.00 pesos mex.
AMINO ACIDOS

(Glutsmico y Metionina)

Total Importacicnes 23 168 582,00 pesos mex.
awTIBIOTICOS

(Neomicina, Penicilina, Estrsptomicina, Tetraciclina, Tirotricina)
Total Importaciones 37 030 324.00 pesos mex.
vITAMDIAS

(Acido Ascérbico, vitanira B), y Riboflavina)

Total Importaciones 24 638 211.00 pesos ex.
VARIOS

(Levaduras, Dihidroxiacetona, Dextrana Efedrina y Alcaloides)

Total Importacionss 4132 724.00 pesos mex.

TOTAL DE IMPORTACIONES DI ESTOS YRODUCTOS 117 897 832.00 pescs mex.




CUADRO v 1

CRECIMIENTO COMPARATIVO DE PLANTAS Y ANIMALES PARA LA OBTENCION DEL - -

MISMO PESO DE PROTEINA. ( Adba, S. : et al. 1965 )

onowIso 1m0 pe crecnamo
Levaduras y pscterise 20 2 120 minutos
Microorganismos complejos 2 2 48 horas
como alg

Cultivos de pastos y alfalfa 132 semanss
Pollos 224 semamas
cardos 436 semanas

Ganado 122 meses




MATERIALES Y MEDIOS

DE CULTIVO



III.- MATERIALES Y MEDIOS DE CULTIVO

3.0.- Material Biolbgico: Cepa de Ustilago zeae.

Equipo

3.1.- Cristalerfa en general.

3.2.- Matraces Erlenmeyer de 300 ml. bafleados. (8.11)

3.3.- Equipo para la determinacién de Nitrbgeno por el méto
do macrokjeldhal modificado.

3.4.- Autoclave, Marsh Instrument Co. (160% 1.5 Kg/cm?)

3.5.- Balanza Analftica, Mettler.

3.6.- Agitadores rotatorios; ieland Motor, de 24 matraces y
Cutler - Hammer, de 40 matraces.

3.7.- Romba de vacfo, H.O. Velman.

3.8.- Estufa, Robershaw (0° - 300°C)

3.9.- Separador centrifugo Westfalia (12000 r.p.m.)

3.10.- Microscopio, Ernest Leitz Welzlar.

3.11.- Compresora, Kellog Mexicana, 120 lts. de cap., pre--
si6n de trabajo: 14 Kg/cm?; Motor: 0.5 H.P.

3.12.- Mesa de Fermentacién, merca Kinet. Con motor de 0.5-
H.P. Y tina para mantener agua a temperatura constan

te lada por

3.13.- Autoclave, AC -IAB Equipment Co. ( 40 - 150°C)
3.14.- Permentador de acero inoxidable, con capacidad de —-

10 1ts., con agitador, tubo muestreador y bafles.



3.15.- Potenciémetro Corning ( 1 - 14 pii ), modelo 7.

3.16.- Autoanalizador de Aminodcidos: Beckmann Mod. 116.

Autontico.

MEDIOS DE CULTIVO

3.A.- Medio de Conservacién

Dextrosa ... 5 10 %
Sulfato de Amonio . cee 0.5%
Fosfatc de Potasio . 0.3%
Extracto de levadura . ceeee 0.5%
POteosa PEpona +....ssersseisssnrinns . Lox
Agarirr e weiaen 2:0%
sulfato de magnesio . .o02%
Agua destilada c.b.p. ... 100 ml.
PH : 4.5

Esterilizar al 180°C durante 15 min.

3.8.- Medio de Propagacién.

sacarosa Comercial .. L. lox
sulfato de Amonio . .05 %
Fosfato de potasio .. ceae 0.3%

Extracto de levadura .

Agua destilada c.b.p. ........

PH : 4.2

Esterilizar a 120°C durante 20 min.



Los sigui medios de se

tratando de sustituir los ingredientes costosos por otros

nés el

del hongo en cada-
uno de ellos.

En todos los medios se hidrolizaron los azdcares con-
0.5 ml. de HCL (8.16), ajustando el pH a 4.0 ya que los hon-

gos crecen mejor en medios ligeramente 4cidos. (8.9)
3.C.- Medio de Melaza.

Melaza Comercial

. 5.0%

sulfato de Amonio

voiaisanisins 0:51%,
Fosfato de Potasio

0.3 %

Agua de Cocimiento de Mafz ..

ceeees LO%

Agua destilada c.b.p. ... 100 ml.

Esterilizar a 120°C durante 15 min.

3.D.- Medio de Harina de Mafz.

Harina de Mafz .

PP 5.0 %
Sulfato de AMONiO ........... L 0.5 %
Fosfato de Potasio .......... ceeees 0.3 %
Agqua de Cocimiento de Maiz ..... o Lo0%

Agua destilada c.b.p.

... 100 ml.




PH : 4.0

Esterilizar a 120°C durante 15 min.

3.E.- Medio de Harina de Trigo.

Harina de Trigo ....

Sulfato de Amonio .

Fosfato de Potasio ....

Agua de Cocimiento de Mafz ..

Agud destilada c.b.p. ..

PH : 4.0

Esterilizar a 120°% durante 15 min.

3.F.- Medio de Almidén.

Alnidén en polvo ...

Sulfato de Amonio .

Fosfato de Potasio .

Agua de Cocimiento de Mafz

Agua destilada c.b.p. .....

PH : 4.0

Esterilizar a 120°%. durante 15 min.

5.0 %
0.5 %
0.3 %
10%

100 ml.

5.0 %
0.5 %
0.3 %
1.0%

100 m1.



- Medio de Harina de Arroz.

Harina de ATXOZ ............ 5.0 %
Sulfato de AmORiO ........ 0.5%
Fosfato de POtasio ........... 0.3 %
Agua de Cocimiento de Mafz ... 1.0%
Agua destilada c.b.p. ... 100 m1.

PH : 4.0

Esterilizar a 120°C durante 15 min.



METODOS



DIAGRAMA GENERAL DEL METODO DE TRABAJO

Cepa de Ustilago zeae en o1
Medio de conservacién: s6lido en tubos

Ty Trryey———

Preparaci6n de la semilla (3 dfas)

Inoculaci6n de la semilla en diferentes medios
de propagaci6n en matraces bafleados (5 dfas)

Valoraclon Ge Jon medios de cultivo por cbeer-
iniento del microorganismo

I

i
on matraces bafleados con los me. l

Fermentac
alos elegldos (5 diam)

[ Determinacion de % ae proteina y de smincicidos
| presentes en o1

Fermentaci6n final en fermentadores cona gita-
| dor y aire a presion (b atas)

Muestreo cada B hr

PO " o
[eiitracien | Centritugarion y decantle
——] cion del sobcenmdante, 45
Pfade sediento Vando 4 veces con agus e
dnrtinary Fepitionds o
Atodar secal micelio proce

Analizar azGcares Pesar micelio

reductores [Pesar micelio (sedinento)
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METODOS ANALITICOS

4.1.- Determinacién de nitrégeno total

Se emplet el método de Kjeldhal (8.17)
y para el cdlculo de protefna la f6rmula:

% de protefna = W% x 6.25
Bl micelio se pulveriza.

Se elimina la humedad hasta peso constante.

Se pesa una cantidad conocida de muestra.

Se digiere durante 30 a 40 mins. con una mezcla -

de

1fato de potasio, mercurio (mezcla selénica)
como catalizador y &cido sulffrico concentrado; -
hasta observar desprendimiento de pocos wapores -
blancos e incolora la solucién.

5.- Diluir con 200 ml. de agua y agregar de 50 a 60 -
ml. de una solucién de NaOH al 50% y de Na,§,0; -
a1 5%, el NaOn sirve para neutralizar y formar -
el NH4OH por desplazamiento del SO, con OH, el -

Na 5,0, es para precipitar el mercurio.

Se destila, recibiendo en 20 ml. de H,S0, N/20.

7.- Titular el exceso de sulfGrico con NaOH N/20, -

usando rojo de metilo como indicador.

8.- Se calcula el porciento de nitrégeno.
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se calcula el porciento de protefnas.
4.2.- Determinacién de azGcares reductores totales.

La determinaci6n de azcares reductores totales se --
realiz6 usando el método de Underkoffler (8.18) ya que a ---
través de varias investigaciones se ha encontrado que éste -
método es satisfactorio para determinacién de azlcares redug
tores en medios de fermentaci6n.

Este método es una modificaci6én del método de Shaffer
Somogy (8.19) y determina un méximo de 11 mgs. de azcar en-

5 ml. de solucién.
REACTIVOS:

1.- solucién que contiene, 12.5% de KI y 25% de
KpC204-H0

2.- Solucién de H,S0, 7.5 N.

3.- Soluci6n estandar de Na,5,03 , 0.05 N.

4.- Soluci6n indicadora de almidén al 1% en soluci6n-
saturada de Nacl.

5.- Reactivo Underkoffler - Guyman ( U/G).



Reactivo U/G

COMPONENTES PESO en g/lt.

caso, . suo

NaKCH0g (Sal de Rochella)........c..seesense 125.0

R AR + ¥ ]

NayC0y ( Anhidro) .....

Na,S0, ( Anhidro ) ....... 50.0

KIO, ( Exactamente ) ..... ceieeeeiae. 3.56665

3
Soluci6n saturada de NaOH para ajustar en el potenciémetro el

pH 2 9.48.
PROCEDIMIENTO:

Se toman con pipeta volumétrica. 5 ml. de reactivo U/G
y se colocan en frascos de vidrio de 250 ml. de capacidad con
un tapén de rosca de bakelita, se adicionan después, 5 ml, de
1a soluci6n problema o bien, una disoluci6n conveniente, de -
tal manera que se tengan 5 ml. en total. Se agita, se tapan-
bien los frascos y se ponen en bafio de agua a ebullicién du--
rante 30 mins. Se enfrfan, a + 30°C sumergiéndolos en agua
£rla y luego se adicionan 2 ml. de la solucién de KI - K, .zo‘
agitando la solucién.

Se afiaden 2 ml. de H,S0; 7.5 N, resbalando lentamente



por las paredes para evitar el desprendimiento de CO, que sig

nificarfa pérdida de yodo. Se deja reposar el tiempd necesa-

rio para permitir la disoluci6n total de 6xido cuproso y la -

clarificaci6n de la solucién. Por Gltimo se titula el exceso

de yodo con la solucién de NayS,0, 0.05 N usando el indicador
de almidén cerca del punto final.
Es necesario construir una curva estandar que nos rela

cione ml. de Na,5,0, gastados, con los ma/ml de azucares re--

ductores del problema, usando en vez de muestras, soluciones-

preparadas de azGcar, en nuestro caso utilizamos dextrosa,
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METODOS DE TRABAJO

4.7.- Conservacién de la cepa

EL objetivo era mantener el Ustilago zeae en forma ag
tiva, libre de contaminantes y en crecimiento tipico y recong
cible (8.21).

Para lo anterior se prepar6 el medio 3.A., el cual se-

ste-

distribuy6 en tubos de ensaye de 15 x 150 mm., éstos
rilizaron en autoclave durante 20 minutos, luego se inclina--
ron y se dejaron enfriar para que solidificaran, posteriormen

ron en la estufa a 28°C durante 24 horas, con obje

erilizacién fué correcta. Después -

to de comprobar si su
de 6sto, se procedi6 a inocular con una asada de la cepa, evi
tando cualquier tipo de contaminaci6n y se incubaron & 289C -
durante 6 dfas. las resiembras de la cepa se llevaron a cabo

cada 15 dfas.

4.8.- Propagaci6n de la Cepa.

Se prepar6 el medio 3.B., en matraces erlenmeyer ba---
£leados con cantidades de 100 ml. cada uno, se probé su este-

rilidad durante 24 horas a 28°C. Los matraces se inocularon-

con nueve asadas de micelio de los tubos anteriores y después

de taparlos con una l4mina de algodén y gasa (8.11), se incu-

baron en agitaci6n durante trece di



La inoculacién se llevs a cabo en un cuarto cerrado, -

sobre una mesa cuya superficie fue flameada con el mechero;

la atmésfera que rodea a la mesa también fue flameada. Con el
asa esterilizada, se tomo’un poco del hongo que se encuentra-
dentro de los tubos y se pasé a un matraz evitando tocar la -
parte del algodsn que queda en la boca del matraz. Toda la ma

niobra

realiz6 junto al mechero para evitar contaminacio--
nes

Por cuantificacién de la producci6n de micelio, se ob-
servé la propagaci6n de la cepa con el fin de determinar el -

tiempo 6ptimo de mayor produccién.

4.C.- Preparaci6n de la Semilla

Se prepar6 el medio 3 B., colocando una cantidad de -
100 ml. en un macraz erlenmeyer batleado, se probé su esteri
lidad durante 24 h. incubando a una temperatura de 28°C. El-
matraz se inoculé con una asada de micelio obtenida de los -
tabos de conservacién: se incub6 durante tres dfas en agita-
cibn y a 28°C., enseguida se paso al cuarto frfo para dete--
ner el crecimiento y asf evitar que al agotarse el medio co-

menzara a lisarse el micelio del hongo.



Se decidi6 detener el crecimiento micelial al tercer-
4ta para que al inocular en otros matraces aprovecharamos la
atapa de mayor crecimiento del hongo, &sto se cbserva clara-
mente en la curva ntm. 1.

De ésta semilla se tomaron porciones de 10 ml. para -
inocular en diferentes matraces con el fin de que al estanda
rizar el inbculo se notara el comportamiento del microorga--

nismo en su Esta izacién es

para poder realizar pruebas de crecimiento en diferentes me-

dios de propagacién.

4.D.- Preparacisn de los Medios de Cultivo. (Del 3.C al 3.G)

Se prepararon los medios de melaza, narina de mafz, -

harina de trigo, almidén y harina dearroz, encantidad de --
100 ml. por cada matraz,.en matraces erlenmeyer bafleados, -
se probd su esterilidad durante 24 hrs.,a 28°C.; como inicial
mente la concentraci6n de la fuente de carbono era de 10% en
los medios de cultivo, se encontré que a las 24 hrs., en to-
4os 1os medios se habfa formado una gel, lo cual impedta el-

crecimiento del hongo y su observacién.



a3

Por tal motivo, se hidrolizaron los medios con 0.5 ml.

1a i inicial --

de acido i y
del medio se mantuvo constante; dicha prueba di6 también re-
sultados negativos, por lo que se opt6 por reducir la concen
traci6n de la fuente de carbono al 5%.

E1 HCL no inhibi6 el crecimiento del hongo, ya que se
utilizé en concentraci6n baja, &sto se debe a que los hongos
en general, crecen mejor en medios ligeramente &cidos (8.9).

Después de agregar el HCl a los medios, se procedit -

a lizarl i su esterilizacién por incuba---

ci6n durante 24 hrs. a 26°C. Finalmente se determiné el pH-

de ios medios.
4.E.- valoracién de los Medios probados por Observacitn.

Los medios ya preparados de acuerdo a lo indicado en-

4.p., se inocularon con 10 ml. de la semilla cuya preparacién

se describe en 4.C. y se incubaron con agitacién durante 1l-
dfas a 28%., observando el crecimiento del hongo al micros-
cbpio en los dlas 2, 4, 6, 8 y 11 en todos los medics. Esta

observacién nos permiti6 temer un criterio para seleccionar-



el medio que se habria de usar en los fermentadores ya que -

dicha seleccién se hizo en base al grado de poblacitn obs
vado.

Una pequefia muestra de cada matraz se diluy6 con agua
destilada, y se coloct entre lémina y laminilla para ser ob-
ervada al microscépio.

Debido al crecimiento de éstos hongos en forma de hi-
fas, fué facil reconocer un aumento en el crecimiento de los
a través del

hongos al

4.F.- Fermentacién en Matraces.

Se prepararon los medios de cultivo en dos matraces
indic6 -

rvacién, como

bafleados, que de acuerdo a la obs
en 4 E, fueron los que tuvieron un mejor rendimiento.

Los medios de harina de mafz y de melaza ya prepara--
dos, se inocularon con 10 ml. de la semilla cuya preparacién

se describe en 4.C. y se incubaron con agitaci6n durante 9 -

afas a 28%.

Transcurrido éste perfodo, se separ6 el micelio

diante filtraci6n al vacfo y se le determin6 porciento de

entes.

protefna asf como aminodcidos pre



4.G.- Fermentacién Final.

Ya que los resultados obtenidos en la experiencia an-
terior fueron satisfactorios, se hicieron pruebas en fermen-
tadores de 10 lts. mejorando con ésto la agitacién y la ae—-
reacién.

Se utilizaron los mismos medios que en 4.F. (melaza y
harina de mafz) y la preparaci6n de dichos medios se realizé
de acuerdo a los siguientes pasos:

a).- Se pesaron los componentes de los medios 3.C. y-
3.D. considerando cantidades de acuerdo a un volumen de 10 -

1ts.

b)

Se esteriliz la melaza contenida en dos matra--
ces de dos litros de capacidad, durante 15 minutos y después
se filtr6 para eliminar las impurezas que como particulas sG

lidas se encuentran en todas las melazas.

c).- Se agregaron los componentes de los medios de —-

cultivo a los

de 10 litros de idad, ana--
diendo 10 ml. de TWEEN - 80 como antiespumante.

4.

Se acidularon los medios de cultivo con &cido --

clorhidrico concentrado bast un pi de 5.0.
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e).- Se esterilizaron los fermentadores con los fil-
tros de aire colocados, durante 30 minutos, a 120°%C.

).~ Se prob6 la esterilidad durante 24 hrs. a 28°C.

En seguida se prepar6 la semilla de acuerdo al método
4.C., en 10 matraces bafleados con 100 nl. de medio de culti
vo cada uno, éstos matraces se incubaron durante 6 dfas para
después inocular en los fermentadores

La inoculacibn en los fermentadores se realizé de ---

acuerdo al siguiente procedimiento: Con un mechero se flamea

la zona de muestreo que esté en la tapa del fermentador,
abre la compuerta de inoculaci6n y se agrega a cada fermenta
dnr el contenido Ge cinco matraces semilla, cada matraz se -

vierte a través de la flama del mechero; al final, se flamea

toda 1a tapa del para evitar

Efectuada la inoculacién, los fermentadores se acoplan
2 una flecha, la cual mueve el agitador de paletas que estd-’
dentxo del fermentador. Se proporcions aire por medio de --
una compresora que inyecta hasta 4 Kg/cn’ de presién a la --
descarga pero, se mantuvé una presi6n de 0.2 Kg/cm® a la en-

trada del fermentador y se le inyectaron mds o menos 9 pies-

cibicos estandar de aire por hora, logrando ésto y el cop-
trol de la presi6n por medio de unas valvulas reductoras

Antes de entrar el aire al fermentador, se le hizo pa
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sar a través de los filtros de algodén comprimido que previa
mente se habfan esterilizado junto con el fermentador.
Los fermentadores se colocaron dentro de la tina con -

agua a 35%C., ésta temperatura se control6 por medio de un -

termostato eléctrico.

Toma de muestra: Los tubos muestreadores se cerraron -
con tubos de ensaye que contenfan alcohol etflico desnaturali
zado, éste alcohol tenfa la finalidad de mantener estéril la-
descarga de 1os tubos muestreadores. Antes de los tubos este
rilizadores, se colocaron pinzas de Mohr tal que antes de ini
ciar la toma de muestras se provoct el sif6n para asf obtenc
las muestras con solo abrir las llaves.

Los pasos en que se puede dividir la toma de muestras-

son:

a).- Se separ6 el tubo esterilizador de la descarga de
10s tubos muestreadores.

b).- Inmediatamente se colocs el tubo colector, previa
mente catalogado de acuerdo a la hora y fecha de-
la tona de la muestra.

).~ Se abri6 entonces la pinza de Mohr.

d).- Se separ6 el tubo colector, después de obtener —-
10 ml. de muestra.

e).- Se cerr6 la pinza de Mohr.

£).- Se colocé el tubo esterilizador finalmente.
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Las muestras se tomaron cada 8 horas durante 9 dfa

que duré la fermentacin.
4.H.- Peso del Micelio.

Efectuada la fermentaci6n, la separacién del micelio-

se efectué en un separador centrifugo a 12000 r.p.m., el mi

celio se lavé cuatro veces con agua destilada obteniéndose -

un filtrado casi transparente, después se secé a 28°C duran-

te 24 horas y se le determiné humedad pasado éste tiempo,

pes6 finalmente, para obtener el rendimiento para las dos

pruebas, harina de mafz y melaza.

4.1.- valoracién de las Muestras.

De las muestras obtenidas cada 8 horas de los fermenta
dores se hicieron las siguientes valoraciones:

(a) .- AzGcares' reductores totales,

a.l).- Las muestras se filtraron en un embudo Buchner

con papel filtro Whatman del nmero 5, obte

niéndose un filtrado claro (8.18).
a.2).- Se afor6 una alicuota de éste 1iquido a un vo-
lumen cuya concentracién quedé dentro de ia -

sensibilidad del método para determinar azfca-




.3).- Se determinaron azicares reductores en ésta so
luci6n por el método de Underkoffler.
a.4).- Se compararon los resultados con una curva es-

tandar de sacaros:

siguiendo después con el -

método de trabajo aqui descrito.

() .- Micelio producido.

b.1).- De acuerdo a (a.1), en el papel filtro queds el sedi-
mento.

b.2).- Se procedi6 a lavarlo con agua destilada.

b.3).- Se sect el sedimento a 50 - 60°C durante 45 minutos.

b.4).- Se pes6 el sedimento ( micelio + papel filtro - papel

filtro). Los valores obtenidos fueron graficados.



RESULTADOS

DISCUSION.

¥
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V.- RESULTADOS

¥ DISCUSION.

TABLA NUM. I.

CRECIMIENTO DE USTILAGO ZEAE EN EL MEDIO 3.B.

Horas de cultivo Peso del Micelio en gramos.
24 0.09
72 1.52
120 2.55
144 2.14
168 2.08
288 2.20
312 2.10

TABLA NUM. II.
VALORES DE LA CURVA ESTANDAR PARA LA DETERMINACION DE

AZUCARES REDUCTORES TOTALES .

ng. de dextrosa/ml. ml. de Na,5,0, 0.05N usados

Soovanswnr
o
8



CRECIMIENTO DEL USTILAGO ZEAE EN EL MEDIO 3.8
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CURVA ESTANDAR PARA LA DETERMINACION DE
AZUCARES PRODUCTORES TOTALES
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Grafica Nim.

Esta gréfica nos muestra el crecimiento del Ust{lago -
zeae en el medio de propagacién (3.B) usando sacarosa comer--
cial como fuente de carbono.

Este experimento nos sirvié para conocer el punto de -
miximo crecimiento del microorganismo en ese medio, en rela--

cidn al ti

po. Este dato es importante cuando se desean ha--
cer experimentos para conocer el comportamiento del microorga
nismo en medios de cultivo de diferente composicién quimica,-

ue de ésta manera se puede suponer un rango de crecimien-

to con respecto al tiempo en dichas experiencias, en base a -
1o mostrado en ésta grifica.

Es una curva bastante tfpica, que muestra una fase de-
adaptacién pequenia, mis o menos de 24 hrs.; seguida de una --

fase 4 ae crecimient tante, que llega al pun

to de méximo crecimiento a las 120 hrs. En seguida se nota --
una fase de decrecimiento que es de corta duracién, ésto pue-
de deberse a que en el punto de miximo crecimiento la repro--

Quceién se llevaba a cabo a una gran velocid:

1o que ocasio
né que el alimento no fuera suficiente para la gran poblacién
obtenida, ocurriendo un colapso que realmente no fue de impor
tancia negativa para el crecimiento, puesto que despues de —-

otras 24 hrs., se logra una fase estacionaria con una ligera-



tendencia superior. Finalmente se alcanza la fase de decaden--

cia logarftmica a las 290 hrs.

Grifica Nim. 2.-

Se elaboré una curva estandar, graficando mg./ml. de sa
carosa contra ml. de una solucién de tiosulfato de sodio 0.05-
N, la cual tuvo como objetivo, encontrar una equivalencia de -
1os ml. de tiosulfato usados y los ml. de cada muestra del me-

dio de cuando se azicares

por el método de Underkoffler.

La curva se elaboré utilizando sacarosa como estandar,-
hidrolizéndola con un dcido para liherar sus azicares reducto-
res y comparar asf, éstas soluciones estandar con los medios -
de cultivo usados, que debido a su composicidn compleja, tam--
bién necesitan de previa hidrdlisis cida para la liberacién -
de los azicares reductores totales, existiendo de ésta forma,-
mayor similitud en ambas determinaciones y por lo tanto menor-
error.

Para llegar a la concentracidn original de azicares en-
1a muestra, se tom una alicuota del hidrolizado, se neutrali-
25 y se aford para su determinacién por el método de Underko--
£fler; se obtuvs la equivalencia pormedio de la curva estan--

§ar v se usé la siguiente £3rmula para obtener dicha concentra



cién en forma porcentual.

. % sacarosa = Md:/ml. de la curva x aforo , 1 gr.
N ml. de alicuota problema 1000 mg. * 100

SELECCTON DEL MEDIO DE CULTIVO PARA USAR EN FERMENTADO
RES POR OBSERVACION AL MICROSCOPIO.

La observacién al microscopio del Ust{lago zeae, du

rante las diferentes etapas de su desarrollo en varios medios,
nos permitié seleccionar el medio mis favorable para el creci
miento del hongo. La seleccién fué en base al grado de pobla-
cién observado.

EL procedimiento seguido, fué poner una gota del medio

inoculado y una gota de agua destilada en un portacbjetos, -

luego se cubrié con un cubreobjetos y se llevé inmediatamente

al microscépio.

Observado al microsc6pio, el Ustilago zeae es de as-

pecto £ibroso; pequefios filament

unidos como articul

que se extienden en todas direcciones.

Los resultados son resumidos en la Tabla III, en la -

cual sc dieron valores de 1 + a S5+, que significan el grado

de poblacidn. En seguida se muestra la clave de ésta tabla.



CLAVE.-

5+ : Muy abundante en nimero de microorganismos

4+ : Abundante OO 0 0
3+ & Medio CR 0 .
2+ : pobre LA - o
1+ : Muy pobre a0 el e o =
o

:  No se observa crecimiento.

TABLA NUM. ITI
SELECCION DEL MEDIO DE PROPAGACION POR

OBSERVACION AL MICROSCOPIO.

MEDIO 48 hrs. 96 hrs. 144 hrs. 192 hrs. 264 hrs.
MAIZ A 24 44 1+ 05+ 0.5+
MAIZ B 24 5+ 2.5+ 2.5+ 1.5+
TRIGO A 1+ 3+ 3+ 2+ 1+
TRIGO B 1+ 3+ 2.5+ 2+ 1+
MELAZA A 2+ 4+ 4+ 3+ 2+
MELAZA B 24 4+ 4+ 2.5+ 2+
ALMIDON A 0 1+ 2+ 2.5+ 3+
ALMIDON B 1 + 2+ 1.5+ 2+ 3+

Los medios elegidos fueron el de haril

na de mafz y el -
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de melaza pues, como se ob

rva en la tabla, el crecimiento -

del hongo, fue mis rdpido y en forma abundante en ellos.

TABLA WM. IV
COMPOSICION DE AMINOACIDOS EN LAS MUESTRAS DE MICELIO DE USTL
LAGO ZEAE CULTIVAZO EN LOS MEDIOS DE MELAZA Y HARINA DE MAIZ.

(Deterninacisn hecha en el Analizador de Aminodcidos)

MEDIO MELAZA MEDIO HARINA DE MAIZ
AMINOACIDO % en mvestra % en protefna X en muestra X en protefna
0.637 0.210 382
HISTIDINA 01226 0103 im
(GININA 0.522 01097 177
AC. ASPARTICO  0.870 01349 6.3
100N 0.501 0241 43
SERI: La43 0186 338
. GLutaMico  0.942 01300 5.5
PROLINA 0.407 0217 3.8
GLICINA 0.436 02211 38s
ALANINA 0.558 0315 573
crsTIn .08 - -
VALINA .46 0.252 a8
METIONINA 0139 0019 0.3
ISOLEUCINA 0.385 0,184 335
LEUCINA 0.631 0.309 5.6
TIROSTNA 0366 0258 469
FENILALANTNA 1508 0.279 5.7
TRIFTOFANO 0131 olor2 1

Tabla Nin. 4.

Esta tabla nos muestra el contenido de aminodcidos en-
porciento de la protefna del Ustilazo zeae: en éste caso, se-
uso el factor 6.25 para convertir el contenido de nitrdgeno -

a protefna v as{ computar el contenido protéico en la misma -



base que en la literatura se reportan para alimentos humanos-

¥ ganado.

Tabla Nim. 5.

En ésta tabla, se comparan las composiciones de aminod
cidos presentes en el hongo Ustilago zeae cultivado en los me
dios de melaza y harina de mafz con otros hongos comestibles.

Es interesante indicar que en el Ustilago se presentan
1a mayor{a de los aminodcidos llamados indispensables. (argi-
nina, histidina, lisina, leucina,

isoleucina, metionina, feni

lalanina, triptdfano, Lreonina y valina) (3.23), sucediends -
ésto tanto en el micelio cultivado en el medio de melaza como

en el de harina de mafz.

Con respecto a la comparacién con otros hongos, se pue

de decir 1o siguiente:

El micelio obtenido en el medio de melaza, muestra una
buena cantidad de lisina y su valor va de acuerdo con los ob-
tenidos en los demds hongos. Sin embargo, en el micelio obte-
nido en el medio de harina de mafz, éste valor es mis bajo.

En cuanto a contenido de leucina, ambos micelios estdn
ligeramente abajo de los otros valores.

En lo que respecta a la metionina, solo el micelio ob-

tenido en el medio de melaza compite con los otros valores. -



sicion (ge, e o

TGetilago 2
Medio Marina  Acaricus  Morchella Morchella Tricholoma Pleurotus (8.20)
inoscido Matz campestris esculents spp. nudun ostreatus
Alanina 4.5 5.73 4.1 n.12 - 6.51
*Axginina ‘a1 177 .95 432 a.63 5.37
Ac. Aspirtico 7.0 6.3 497 6.02 & 9.49
ciatina o.a7 - 0.27 ‘80 = &

Ac. Glutimico 7.60 5.5 1481 13145 - 10.96
Glicina 152 384 2194 275 - 479
*Histidina 182 187 2.12 104 2.9 243
‘Isoleucina 3.1 335 2.7 3.45 315 3.99
*Loucina 5.09 .61 5.12 6.06 6166 8.39
*Lisin 5.8 382 384 5.38 6.66 5.3
*Metionina 112 0.3a o0.s0 a1 166 161
*Fenilalanina 12.13 5.07 - 251 2.82 37 1593
Prolina 129 398 - 45 a8 e 4.86
- 3.55 338 - .08 3.9 - 5.64
*Tc conina al0a al3 - 298 337 3.70 5.08
T4 cosina 2195 4169 - 172 249 - 3.58
valina .60 58 10.5 336 3.86 3.89 473
*Tciptofano  1.06 13 64 o6 143 352 o0.7a

Tabla # 5.- Tabla comparativa del contenido de Aminodcidos de Ustilago zeae con
otros hongos (8.24)

*Aninodcidos escenciales (8.23)



Lo mismo sucede con la arginina.

La fenilalanina se encuentra en buena cantidad en el -
micelio obtenido en el medio de harina de maiz, pero es mayor
el valor encontrado en el medio de melaza.

El triptéfano se encuentra en valor intermedio con res
pecto a los valores encontrados en los otros hongos.

Con 1o que respecta a la treonina, valina, isoleucina-
© histidina, los valores encontrados son semejantes a los va-

lores reportados para 1os otros hongos.
Tabla nin. 6.

Algunos valores de los aminoicidos esenciales son meng
res en el Ustilago zeae en ambos medios, con respecto a los -
reportados para protefnas animales y vegetales y la protefna-
ideal de 1a F.A.0.; en éste caso se encuentran los siguientes:
lisina, en el caso de harina de mafz, y arginina, metionina, -
leucina e isoleucinz para ambos casos.

Valores semejantes se encuentran con la valina, la his
tidinz y la treonina para ambos medios, y la fenilalanina en-
el micelio del medio de harina de maiz.

Cabe notar que el valor de la fenilalanina encontrado-
en el micelio obtenido del medio de melaza es bastante acepta

ble.



Somcostoion (/100 g, de protsson
Tetil Ustilago zeae P Giuten ~ Gluten Frotetna Protetna Wisculo RibGnina
Nedic Helasa  Medio harina Protetna do Maiz ae soya e huevo
Amincacido de matz Ideal i Levadura Buey  Casetna
Alanina 4. 5.73 S S 5.0 = S 5.0 5.5 2.0
421 177 - ENY 38 7.1 5.4 2 a3 5.9
7 6.34 & Z Z B = 6.1 6.1 8.1
7.60 5,45 = 2.5 40.0 21,0 - sl 2313 1.5
0.47 & & 15 19 1.2 to 11 0.3 19
352 384 = a3 7.2 B B 5.1 o5 32
182 1e7 = 16 2.2 2.3 2.9 2.9 2.1 17
310 335 4.2 5.0 37 a7 6.0 6.3 6.3 7.1
Loy 5.09 5.61 a8 250 7.5 6.6 70 77 9.7 10
Lisina 514 3.82 a2 0.8 19 5.8 26 8.2 76 5.0
Metionin 112 0.3 2.2 2.5 2.3 19 200 34 34 51
Fenilalanina 12013 5.07 2.8 64 5.5 5.0 s sl 5.0 5.4
Prolina 329 3.0 - - - - - - 7.8 as
in 358 338 - - - - - 5.5 7.7 7.4
Teeonina 04 a3 2.8 4.0 2.7 4.2 5.5 5.0 38 a0
Tirosina 2195 .69 6.7 38 4 37 au 6.7 a3
valina 360 458 4.2 als a2 a2 5.0 s 6.5 6.8
Triptotano 1.06 La oy 0.7 1o 1.2 Ls 1 12 s

Tabla #.6.- Tabla comparaiva drl contanido de dminodeidos de 1u protetns del
ilago

algunas protefnas
Ycon 3a proteina 1dmi e 1a FAO(5. e

egetales (8.26),



Grificas Nims. 3y 4.

En éstas gréficas se muestra el comportamiento del Us-

tilago zeae en el medio de melaza (3.C).

TABLA NUM. 7
COMPORTAMIENTO DEL USTILAGO ZEAE DURANTE LA

FERMENTACION EN EL MEDIO 3.C.

Horas de Peso de Aziicar Azdcar Azicar
cultivo micelio inicial residual consumido
rs. % %

0 0.045 5.275 5.275 o
a8 0.380 5.275 2.000 3.275
72 0.345 5.275 1.755 3.515
% 0.320 5.275 1.750 3.525
120 0.295 5.275 1.800 3.475
144 0.300 5.275 1.850 3.325
168 0.320 5.275 1.750 3.525
192 0.340 5.275 1.250 4.025
216 0.315 5.275 0.700 4.575
240 0.295 5.275 0.250 5.025

La grifica nim. 3 nos muestra una fase de adaptacién -
Pequena, seguida por una fase logaritaica de crecimiento, di-
cha fase corresponde a una disminucién bastante marcada de --
azicares en la grfica nim. 4

Después de la fase logaritmica, continfa una fase con-

tendencia estacionaria, que nos muestra un pequefio incremento

al octavo dia, éste incremento en micelio corresponde también
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DETERMINACION DEL CONSUMO DE  AZUCAR
EN EL MEDIO 3.C




a una disminucién de azdcares. Finalmente vemos una fase de -
decadencia en la grifica ndm. 3, debido a que como lo indica-
1a grifica nin. 4, el alimento casi se ha agotado.

Aunque en éstas grificas no interesa la parte econdmi-
ca, debido a que se trata de un estudio de comportamiento del
Ustilago zeae en éste medio, durante una fermentacién vigoro-

sa, de todas formas, es conveniente sefialar que, las 50 horas

obtenidas para el miximo crecimiento son aceptables para fi
nes industriales. El resto del tiempo ntilizado para ésta for
mentacién, sirvié para estudiar el comportamiento del microor
ganismo hasta agotar el medic, observdndcse un nueve aumento-
en micelio a las 190 horas, el cual coincide con un consumo -

casi total de los azdcares.

Gréficas Nins. 5y 6.

En éstas grdficas se muestra el comportamiento del Us-

tilago zeae en el medio de harina de maiz (3.D).

La grifica nim. 5 muestra una fase de adaptacidn peque

fa igual a la de la grafica ndm. 3, seguida por una fase loga

ésta fase es a una

ritnica de
disminucidn de azicares como lo indica la grifica nim. 6.

Después de la fase logaritmica, continda una fase con-

tendencia estacionaria y se observa un pequefio incremento al-
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quinto dfa, 1o cual corresponde a una ligera disminucién de -
azicares.

Posterior a la fase estacionaria, tenemos una fase de-
de decadencia en la grdfica nim. 5, mientras que en la grifi-
ca nim. 6, se observa que el azicar casi se ha agotado.

En la grifica nim. 6 se observs que a pesar de haber -
partido de harina de mafz (azicar no reductor), una parte de-
éste se hidrolizd, debido a el ajuste de pH y a la esteriliza
cién del medio, ésto nos lo indicé la cantidad de reductores-
presentes al iuicio de la prueba.

Al disminuir el azicar aprovechable, el hongo comienza
a hidiolizar v consumir por su cuenta el resto del aimidn, -
siendo mds veloz la hidrélisis que el consumo, ésto estd indi
cado en los aumentos de reductores a las horas 90 y 140 de la
misma curva. Se observa que el segundo aumento es inferior al
primero lo que indica que la harina de mafz estd por agotarse.
Otra observacién interesante es el tiempo para llegar al mixi
R0 creciniento, ya que en anbos medios es aproximadamente el-

mismo.
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TABLA NUM. 8

COMPORTAMIENTO DEL USTILAGO ZEAE DURANTE

LA FERMENTACION EN EL MEDIO 3.D.

Horas de Peso de Azicar i Gear
cultivo micelio inicial residual consumido
grs % % %
0 0.100 4.85 4.85 0
48 0.520 4.85 1.60 3.25
72 0.435 4.85 1.80 3.05
9% 0.425 4.85 2.00 2.85
120 0.450 4.85 0.30 3.95
144 0.380 4.85 1.20 3.65
168 0.360 4.85 0.70 4.15
192 0.370 4.85 0.50 4.35
216 0.355 4.85 0.30 4.55

240 0.320 4.85 0.20 4.65
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DETERMINACION DE HUMEDAD

De la masa de micelio obtenido, después de haber cen--

trifugado, se tomd una muestra sobre la cual se determind la-
‘humedad:

% Humedad = -Tuestra himeda - muestra seca x )oo.
nuestra hineda

Ppara harina de mafz: -3:2597 gr. - 0.7567 dr. x 100 = 79.7%
3.2597

Para melaza: -2:2309r. - 0.5047 9r. x 100 = 77.3%
2.230
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Determinacién del porcentaje de proteina en el micelio

obtenido en fermentadores de 10 lts.

La determinacién fué hecha sobre una muestra seca y si

guiendo el procedimiento indicado por el método 4.1.
% proteina = % nitrégeno x 6.25.

% nitrégeno = xx = Mh: e H26041/20 usados x Normalidad de HyS04

peso de la muestra

x _miliequivalente de Nitrdgeno. y 100

para harina de mafz: % i = ~16:0 % 0.05 x 0.014 x 100
0.20

%N =5.6
% protefna = 5.6 x 6.25 = 35%.

para melaza : % N = —1:35 X 0.05 X 0.014 x 100
0.0703

%N =7.31

% protefna = 7.31 x 6.25 = 45.68 %



RENDIMIENTO

EL de 1a

se ha en.

funcibn de la cantidad de micelio obtenido con respecto a la -
cantidad de fuente de carbono usada; todo ésto para un volumen
de 10 1ts. de medio.

Para Melaza:
De la tabla nGm. 7, tenemos 5.27% de azGcares reducto-

res iniciales que corresponden a 10.54 mg/ml.

10.54 B x 10 000 ml. x LIE _ 1054 grs. de azGcares reduc.
B 1600ng.. R

Por otra parte, obtuvimos 310.0 g. de micelio con una-

humedad de 77.3% en el fermentador, y que corresponden a -

70.37 g. de micelio

_ gr. de micelio obtenido
9r. de azie. reduc.

x 100.
iniciales

70.37
105.4

Ppara Harina de Maiz:

De la tabla nGm. 8, tenemos 4.85% de azdcares reducto-

res iniciales que corresponden a 9.7 mg/ml.
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9.7 mg/ml. = 97.0 g. de azGcares reduc.
iniciales.

Para éste medio, se obtuvieron 407.0 g. de micelio los

que con una humedad de 79.7% corresponden a 82.62 g. de mice-

lio base seca, de aqui el rendimiento es:

RENDIMIENTO =

-82.62
S350 100 = 85.17%

AL comparar las diferencias en por ciento de protefna-
obtenido en el micelio cultivado en los medios de harina de -
maiz y dc melaza, es interesante observar que es mayor el va-
lor encontrado en el medio de melaza.

Sin embargo, el rendimiento en micelio, es mayor en el

medio con harina de mafz como fuente de carbono que cuando se
us6 melaza.
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VI.- PLANTA PILOTO

Planteaniento de una Planta Piloto para producir 150 -
Kg. de Masa Celular por Médulo.

Como el principal motivo de ésta tesis, es encontrar -
factores apropiados para producir masa celular en grandes can
tidades, creemos necesario mostrar el estudio de una planta -
piloto desde el punto de vista de interés a la ingenierfa, —-
sin detallar tamafio de equipo ni andlisis de costos.

La planta piloto es el punto intermedio entre la inves
tigacién de laboratorio y la creacién de una planta a escala-
industrial. Por ésto mismo representa una base para los pro-
yectos industriales. En vista pues, de que el objetivo de una
planta piloto es afinar las etapas encontradas en laboratorio
para la obtencién de un producto, hemos pensado mostrar en --
una forma simplificada dichas etapas, para mostrar los puntos

de mayor interés en la ingenierfa de una planta pilot

;es —
por 6sto que se eligi6 un proceso por lote y una produccién -
de 150 Kg. por corrida.

Para el caso particular de produccifn de tistilago zeae,
el proceso puede describirse en la siguiente forma:

Para la conservacién de cepas de Ustilago zeae en el -

laboratorio, se mantiene vivo el microorganismo en tubos de -



ensaye con medio de cultivo s6lido; de aqui se prepara la se-
milla en 6 matraces bafleados con 100 ml. de medio de cultivo
de propagaci6n cada uno, que de acuerdo a las curvas de creci
miento estardn listos a los cuatro dfas a partir de la inocu-

lacién, éste tiempo es el mismo para todos los pasos durante-

el proceso de propagacién y en el proceso final de produc-

cién.
Para dar una mejor idea del proceso, &ste se indica en
un diagrama anexo.
Por pruebas realizadas en el laboratorio, se lleg6 a -

la relacién 6ptima de semilla a capacidad de fermentador y es

de: 1 : 20, uo pudimos emplear algunas relaciones recomenda:

das por la literatura (por ejemplo 1 : 10) porque obtuvimos -
un producto muy espeso, diffcil de manipular durante la fase-
de propagacitn.

Una vez preparada la semilla en los 6 matraces, se pa-
sa a un fermentador de 12 lts. (F}). Al alcanzar el méximo -
crecimiento, la masa celular cbtenida se pasa a otro fermenta
dor de 240 1ts. (F, ). la biomasa cbtenida aquf, es inocula
da en un fermentador final de 4800 lts. ( F3 ). EI conjunto-

de los tres fermentadores formar un médulo de produccién. Du

rante ésta operacién, el microorganismo se mantendrs en la fa

se de crecimiento logar{tmico.
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Al obtener el mximo desarrollo, la biomasa pasa a una

o varias centrffugas 6 de centrifugad

el producto obtenido deberd pesar 150 Kgs. con una humedad de
™%,

cada fermentador se carga con nutrientes en solucién -
adenss de la semilla, por lo que dichos nutrientes junto con-
la cepa son las materias primas.

Otros equipos industriales necesarios en el proceso
son: (8.22)
- Una caldera que genere vapor a una presi6n arriba de
4 Kg/cn?, para la esterilizacién de los medios y el-
médulo en s, y adcmds para mantener la temperatura-
e 32° ¢ en los fermentadores.
Debemos mencionar que cuando sea necesario bajar la-
temperatura, debera contarse con agua fresca circu--
lante a través del equipo.
- Una compresora con filtros de aire que descargue ai-
re estéril en el fondo de los fermentadores para ace

lerar el de los

y reducir los tiempos de propagacién y de produccién.
- Tanques de almacenamiento para la melaza 6 la harina

de mafz y tanques de preparacitn para los me:

os de-

cultivo. Pueden ser necesarios también, tanques para



hacer las soluciones de las sal

(de amonio, fosfa-

tos, etc.)

- Una centrifuga contfnua en la descarga del Gltimo --

fermentador y un secador spray ( por aspersién en

aire caliente) para obtener un producto seco.

- Bombas para el transporte de la biomasa.

- Tuberfas, vilvulas y otros accesorios.

- Ya que es importante mantener controladas las varia-
bles que intervienen en el proceso, son necesarios -

los instrumentos de medici6n y control de variabl

tales como temperatura, presién, volumen de nire, ve

locidad de agitacién, pH, oxigeno disuelto en el

dlo, etc..
Ya dijimos que la obtencién por médulo sers de 150 kgs,

de biomasa al 77% de humedad por dfa. Para cbtener una pro-

duccibn diaria superior en cantidad, de masa celular, el nime
ro de nédulos tendrs que ser aumentado.

Con dos o tres médulos, se podri tener una produccién-
nés continua, alternando la produccién de un médulo con la --
propagaci6n de biomasa en otro y la preparacién para iniciar-

el proceso de un tercer médulo, se obtiene una producci6n ca

da 4 dfas en lugar de 12 dfas, tiempo de operacién de un solo

médulo.

IYIMas
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VII.- CONCLUSIONES

De acuerdo a los valores obtenidos en el aminograma-
y considerando los valores de otras sustancias ricas en ami

nofcidos esenciales, se puede considerar de interés, cont:

nuar estudiando al Ustilago zeae para en lo futuro, conside
rarlo como importante fuente de protefnas. Sin embargo no-
hay que olvidar, que dada su popularidad en nuestro pais, -
se podrfa explotar como un producto gastronémico, como se -
hace actualmente con los champifiones.

Adends, de acuerdo a un reporte, (8.27) su contenido

en vitaminas es el siguiente; Vitamina B), (Cianocobalami-

na), Vitamina B, (Riboflavina), Biotina (vitamina H) y Aci-

do Nicotfnico (Niacina); lo cual hace al Ustilago zeae mis
interesante.

sin embargo, es probable que existan o que se encuen
tren otros microorganismos que contengan mayor cantidad de-
protefnas por lo que éste trabajo debe ser aliciente para -
Qque otros t4ewicos tengan interés en estudiar a los microor
ganismos en general, en busca de nuevas fuentes de protefnas
que sirvan para alimento.

A menos que un estudio econémico demuestre que es in

costeable la produccién de Ustilago zeae a nivel industrial,
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creemos que éste hongo puede usarse como complemento de ali
mentos balanceados para animales comestibles del ser humano
v puede en algunos casos, competir con sustancias que se -

usan para alimento humano directamente.
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