
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS 

DIVISION DE ESTUDIOS SUPERIORES 

UTILIZACION DE CASCARA DE NARANJA 
PARA PRODUCCION DE PROTEINA 

UNICELULAR 

QUE COMO REQUISITO PARCIAL PARA OPTAR AU 
GRADO ACADEMICO DE MAESTRO EN CIENCIAS 

CON ESPECIALIDAD EN MICROBIOLOGLA 
INDUSTRIAL 

P R E S E N T A ; 

MARGARITA XIOMARA CORNEJO MONTENEGRO: 

DICIEMBRE DE 19*4 MONTERREY, N. II 







M ;•!! 

: • I 

t ini ! .17./. " ' J 1 i fr,, / • A J '< I W P M ^ A 

):/•>) i), \:>V«Ï\YW J a n :;¡ft n m w x î A 

ì r : . ï % 
()} '•.?•:():•/« >. il K< ¡)l i,, : i t / " ' / : . ' 

; '.{.••• :î.a ; i-» , j. ,! } : j- ; • . K 4 

m x i ; . ; ; • 

)' $ S 3' K M ' B ¡L 

Tí • UC---- 3-. r >Tví '< ' I ' ! ' W p r ' '"'.''5 -

. - , I : i-. IÇ 



\ 



Señor c o o r d i n a d o r de l a maes t r ía en c i e n c i a , l a t e s i s e l a -

borada por l a L i c e n c i a d a en B i o l o g í a M a r g a r i t a Xiomara Cor-

nejo Montenegro , i n t i t u l a d a 

UTILIZACION DE CASCARA DE NARANJA PARA PRODUCCION DE PRO-

TEINA UNICELULAR. 

Ka s ido aceptada como r e q u i s i t o p a r c i a l para o p t a r e l grado 

académico de maes t ro en c i e n c i a s , e s p e c i a l i d a d fcn M i c r o b i o l o -

gía I n d u s t r i a l . 

En v i r t u d de haber cumpl ido In teg ramente con e l reg í amento-

de t e s i s v i g e n t e y a l a vez s o l i c i t a m o s a us ted l a aproba-

c ión f i n a l 

COMITE DICTAMINADOR DE LA TESIS 

SINODAL SINODAL 

SINODAL 

M.C. LUIS GALAN WUNG 
VoBo 

WJT. eJMé-ft E. ÑéA E. V l L L A f t f t E A L ¿JE G . 



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON 

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS 

DIVISION DE ESTUDIOS SUPERIORES 

UTILIZACION DE CASCARA DE NARANJA PARA PRODUCCION DE* 

PROTEINA UNICELULAR 

TESIS 

QUE COMO REQUISITO PARCIAL PARA OPTAR AL GRADO ACADE-

MICO DE MAESTRO EN CIENCIAS CON ESPECIALIDAD EN MICRO 

BIOLOGIA INDUSTRIAL PRESENTA 

MARGARITA XIOMARA CORNEJO MONTENEGRO 

MONTERREY N.L . DICIEMBRE 1984 



RESUMEN 

Se hace un a n á l i s i s de l a s c a r a c t e r í s t i c a s n u t r i c i o n a l e s 

de l a c i s c a r a de n a r a n j a , para c o n s i d e r a r l o s como p a r t e -

de un medio de c u l t i v o que u t i l i z a d o en un proceso f e r -

men ta t i vo p ropo rc i one un p roduc to con una nayor c a n t i d a d 

de p r o t e l n a . En es te proceso de f e rmen tac i ón se u t i l i -

zaron cepas de P e n i c i l 1 ium ¿p. y un A s p e r g i l l u s s_p., am-

bos a i s l a d o s de m a t e r i a l e s p e c t f n i c o s . El uso de és tos 

en medio de c u l t i v o con cáscara de n a r a n j a , conduce a l a 

ob tenc ión de un producto con un 20% de inc remento en el 

con ten ido de p r o t e í n a s r espec to a l m a t e r i a l s i n fermentar. 

También se de te rminan exper imen ta lmen te los parámetros -

Óptimos de f e r m e n t a c i ó n , como pH y r e l a c i ó n sól ido- l iquido. 



INDICE GENERAL 

pàgina 

A.- I n t r o d u c c i ó n 1 

B.- M a t e r i a l e s y Métodos 5 

I . - A i s l a m i e n t o y s e l e c c i ó n de m ic roo rgan ismos 5 

I I . - I d e n t i f i c a c i ó n de l o s M ic roorgan ismos 7 

I I I . - I d e n t i f i c a c i ó n de mic roorgan ismos p e c t i -

n o l í t i c o s 7 

I V . - M a t e r i a l de desecho i n d u s t r i a l u t i l i z a d o - * 

como s u s t r a t o 8 

V . - Composic ión de l medio de c u l t i v o 8 

V I . - Proceso de e s t e r i l i z a c i ó n 10 

V I I . - Método de i n o c u l a c i ó n 10 

V I I I . - Proceso de f e r m e n t a c i ó n 11 

I X . - Métodos de a n á l i s i s 11 

C.- Resu l tados y o b s e r v a c i o n e s 13 

D.- Conc lus iones 17 

E.- R e f e r e n c i a s b i b l i o g r á f i c a s 19 

F.- Apéndice de t a b l a s 21 
> 

G.- Apéndice de g r á f i c a s 31 

H.- B i o g r a f í a de l a a u t o r a 35 



INDICE DE TABLAS 

Página 

I . - Composición química de la cascara de na ran ja 22 

t i . - Parámetros u t i l i z a d o s para l a s e l e c c i ó n de mi. 

c roorganismos en agar cáscara de na ran ja 23 

I I I . - Observac ión macroscópica del P e n i c i l l i u B sp. -

en e l medio de e s p o r u l a c i ó n de Czapeck. 24 

I V . - Observac ión macroscópica de l A s p e r g i l l u s sp. 

en e l medio de e s p o r u l a c i ó n de Czapeck. 25 

V . - C o n s t i t u y e n t e s químicos de l a cáscara de naran. 

j a 26 

V I . - Composición química de l medio de c u l t i v o 27 

V I I . - Composición de compuestos carbonados y n i t r o g e 

nados de l a cáscara de na ran ja seca 28 

V I I I . - C a r a c t e r í s t i c a s m i c r o s c ó p i c a s del Aspergi11uS . 29 

I X . - C a r a c t e r í s t i c a s m i c r o s c ó p i c a s del P e n i c i l 1.1 un sp. 30 



INDICE DE GRAFICAS 

Efec to de l |>H de l medio de c u l t i v o sobre l a 

p roducc ión de p r o t e i n a 

Curva de p roducc ión de p r o t e f n a en f u n c i ó n 

de l t iempo 

V a r i a n t e s en e l proceso 



A.- INTRODUCCION 

A la b i o t e c n o l o g í a m i c r o b i a n a , se l e desc r i be como la Ceni-

c i e n t a t e c n o l ó g i c a de nues t ros días con su gran p o t e n c i a l -

para a l t e r a r l a f i sonomía de Ta i n d u s t r i a de nues t ra época 

que redundar ía en b e n e f i c i o de la soc iedad. 

* 

Los antecedentes acerca de l a u t i l i z a c i ó n de los m i c r o o r g a -

nismos como agentes de b i o s í n t e s i s a p l i c a b l e s a la a l imen ta -

c i ó n animal o humana, emergen de l os es tud i os de D e l b r u c k , -

Hayduck y Wohl, l l e v a d o s a e f e c t o en e l I n s t i t u t o de Fermen-

t a c i o n e s de B e r l í n , du ran te los años de l a Pr imera Guerra -

Mundia l ( 1 ) . Al h a b l a r de estos antecedentes que se r e -

montan a l a época de Guer ra , es r i g u r o s o c o n s i d e r a r l as r a i -

ces c i e n t í f i c a s de l a b i o t e c n o l o g í a que tuvo Tugar en e l s i -

g l o X IX , cuando Lou is Pasteur e s t a b l e c i ó l os or ígenes mic ro-

b i anos y l a d i f e r e n c i a e n t r e f e r m e n t a d ón y p u t r e f a c c i ó n -

{ 2 ) . Las c o n t r i b u c i o n e s de Koch, Jenner , Fleming y o t r o s 

i n v e s t i g a d o r e s fo rmaron l a base de d i v e r s o s procesos m i c r o -

b i o l ó g i c o s que han c o n t r i b u i d o a l d e s a r r o l l o y progreso del 

hombre. 

En t re las e s p e c i a l i d a d e s de l a B i o t e c n o l o g í a se puede -



c o n s i d e r a r que en l a ú l t ima década, ha surg ido un renovado 

i n t e r é s en l o s procesos de b i o s í n t e s i s p r o t e i c a por m i c r o -

organ ismos; denominada p r o t e i n a u n i c e l u l a r , este t é r m i n o 

se u t i l i z a genér icamente para a p l i c a r l o a l concentrado pro-

t e i c o p roceden te de microorganismos u n i c e l u l a r e s como son: 

B a c t e r i a s , a l g a s , hongos y l e v a d u r a s . 

En l os países i n d u s t r i a l i z a d o s y en v ías de d e s a r r o l l o exis-

ten materiales subproductos n a t u r a l es , que pueden ser ú t i l e s 

como complemento de l a d i e t a animal . Estos subproductos,, con-

su con ten ido r e s i d u a l de m a t e r i a l e s a s i m i l a b l e s y f e r m e t e -
* 

c i b les ( po l ímeros carbonados ) son ú t i l izados como f u e n t e 

de carbono , empleando microorganismos como agentes de b i o -

s í n t e s i s . Es e v i d e n t e que l a t e c n o l o g í a mic rob iana pueda 

proveer a lgunas de l as so luc i ones a los problemas del c r e -

c i miento p o b l a c i o n a l como son: La r e u t i 1 i z a c i ó n de aguas 

( r e s i d u a l e s , i n d u s t r i a l e s , m u n i c i p a l e s ) , p roducc ión de -

b i o e n e r g í a , a l i m e n t a c i ó n , c o n t r o l de i n s e c t o s y p roducc ión 

de p r o t e i n a u n i c e l u l a r . 

Ent re l o s m a t e r i a l e s de desecho que son comunmente em-

pleados corno s u s t r a t o para p r o d u c i r p r o t e í n a u n i c e l u l a r en-

contramos a lgunos i n d u s t r i a l e s ; como las mezclas de azúcar , 

bagazo de caña, r e s i d u o s de papel y e l suero de l e c h e . Al-

gunos res iduos a g r í c o l a s como f r u t a s t r o p i c a l e s , c a s c a r i -

l l a de c e r e a l e s y p l a n t a s d e s é r t i c a s , y se i n c l u y e n también 



algunas f r a c c i o n e s de p e t r ó l e o coso Tas queros inas y el ga-

so lpo ( 1 

Los desechos v e g e t a l e s , r e s u l t a n r e l a t i v a m e n t e abundan-

tes y b a r a t o s , e n t r e estos tenemos l a cSscara de naranja» -

que es u t i l i z a d a genera lmente como a l imen to para aves y ga-

nado, s iendo una f u e n t e potenc í a luiente s i g n i f i c a t i v a en e l 

con ten ido de proteTna de o r i g e n u n i c e l u l a r s i es sometida a 

un proceso f e r m e n t a t i v o , ya que la cáscara de naran ja con-

t i e n e una c a n t i d a d de c a r b o h i d r a t o s , que l a hace a t r a c t i v a 

como s u s t r a t o . Al hab la r de cSscara de n a r a n j a , se hace r e -
* 

f e r e n c i a a todo e l desecho sobrante en el procesamiento del 

jugo con p r e v i a e x t r a c c i ó n de los a c e f t e s e s e n c i a l e s que por 

sus c a r a c t e r í s t i c a s pueden ac tua r como b a c t e r i c i d a s . 

La compos ic ión química de l a cSscara de n a r a n j a , no se 

ha es tud iado con d e t e n i m i e n t o , s i n embargo, se conocen en -

forma genera l l os c o n s t i t u y e n t e s de cada uno de sus t e j i d o s . 

En el Flavedo o Ed icarpo encontramos pigmentos c.aro.t,eno-

i d e s , v i t a m i n a s y a c e i t e s e s e n c i a l e s . En e l Albedo o Meso-

carpo es tán presentes c e l u l o s a , c a r b o h i d r a t o s s o l u b l e s , pro-

t o p e c t i n a , peet i na, aminoácidos y v i t am inas y en los segmen-

tos que cubren los sacos de jugo se ponen en e v i d e n c i a ce-

l u l o s a , p e c t i n a , azúcares , aminoácidos y m ine ra l es ( 3 . ) . 

En los procesos b i o t e c n o l ó g i c o s generalmente se involucra 



l a p resenc ia de enzimas e x t r a c e l u l a r e s que h i d r o l i z a n ' los 

po l ímeros carbonados de a l t o peso m o l e c u l a r , y en e l caso 

del m a t e r i a l que en és te nos ocupa, las pec t i nasas son de 

gran i m p o r t a n c i a . Ta les enzimas se fo rman.¿eb ido a l a ac-

c i ó n a i s l a d a o en c o n j u n t o de una s e r i e de enzimas como las 

p e c t i n e s t e r a s a s , p roduc idas por algunos géneros de C l o s t r i -

d i um^Pseudomonas y a lgunos hongos como e l Fusar i um, Penic i -

11 i um y A s p e r g i l lus , l as p o l i g a l a c t u ro nasas p roduc idas por -

hongos y l e v a d u r a s , l as p o l i g a l a c t u r o n a t o - 1 i a s a s produc idas 

por a lgunos b a c i l l u s , Aeromonas, Xantomonas, Erwi n ías y las 

p o l i m e t i 1 g a l a c t u r o n a t o - 1 i asa producidas genera lmente por 

hongos ( 4 ) . 

Esta i n v e s t i g a c i ó n es tá encaminada a d e t e r m i n a r e l va-

l o r p o t e n c i a l de l a cáscara de naran ja como f u e n t e de mate-

r i a l e s que por b i o t r a n s f o r m a c i ó n generen p r o t e l n a u n i c e l u -

l a r , y de e v i d e n c i a r l a a c t i v i d a d p e c t i n o l í t i c a de una cepa 

de Asperg i 11 us sp. y o t r a de Pen ic i 11 ioim sp. a i s l a d a s de ma-

t e r i a l e s p é c t i c o s . 



B . - MATERIALES Y METODOS 

I . - A i s l a m i e n t o y Se lecc i ón de M ic roo rgan ismos : 

El a i s l a m i e n t o de los microorgan ismos se l l e v ó a cabo -

en una r e l a c i ó n de 10:5 v / v . Para na ran jas i n f e c t a d a s y -

t e j i d o s i n f e c t a d o s se tomó de l a muestra con h isopo e s t é r i l , 

d i l u y é n d o l o en agua e s t é r i l . Para a i s l a r cepas con p a s i b l e 

a c t i v i d a d p e c t i n o l T t i c a y capacidad de a s i m i l a r los produc-

tos de h i d r ó l i s i s , se escog ió áreas e s p e c í f i c a s como sue los , 

naranjas i n f e c t a d a s y t e j i d o s i n f e c t a d o s . Para de te rminar 

la s e l e c c i ó n de los m i c r o o r g a n i smos que se emplearon en esta 

i n v e s t i g a c i ó n , és tos se i n o c u l a r o n en un medio de c u l t i v o , 

que conten ía cascara de naranja como f u e n t e de energ ía t 

b la No. I ) . En l a t a b l a No. I I , se d e s c r i b e e l c r i t e r i o -

u t i l i z a d o en la s e l e c c i ó n de es tos m ic roo rgan ismos . 

El c r e c i m i e n t o de l os mic roorgan ismos se observó por un 

t iempo máximo de 72 h o r a s , s i n embargo, a lgunas de "las cepas; 

en 24 horas c r e c i e r o n p ro fusamen te , en agar cáscara de na-

r a n j a , a una tempera tu ra de 28°C. 

Conjuntamente con es te método de c r e c i m i e n t o . s e observó 



el desar ro l i o de l as cepas en un medio n u t r i t i vo l i q u i d o -

s i m i l a r a l a n t e r i o r , donde se co l oca ron porc iones u n i f o r -

mes de t r e s cms. de la cáscara ( 8% p /v ) , y se mantuvo en 

a g i t a c i ó n por ocho días en matraces de 250 m i . , c o n 100 mis. 

de muestra a 28°C; a l cuar to d ía de a g i t a c i ó n a 200 r . p . m . , 

d isminuyó l a p o r c i ó n de la cáscara con fo rmac ión de micelios. 

Se h i c i e r o n pruebas para l a de te rm i nac ión de p r o t e i n a encon-

t rándose una c a n t i d a d s i g n i f i c a t i v a en una de las cepas i n -

ves t igadas . 

Se a i s l a r o n un t o t a l de 15 cepas, de é s t a s , se e s c o g i e -

ron dos que se eva lua ron de acuerdo a su d i s p o s i c i ó n de ere» 

c i m i e n t o , c a n t i d a d de p r o t e i n a p resen te p o s t e r i o r al p roce-

so f e r m e n t a t i v o . En las cepas t r a b a j a d a s predominaron las 

de aspecto de hongos y l e v a d u r a s . 

Los dos microorgan ismos s e l e c c i o n a d o s , pos ib lemente de 

l os géneros A s p e r g i l l u s sp. y P e n i c i l l l u m s p . , se emplearon 

unidos en e l proceso cons iderando que el microorganismo con 

c a r a c t e r í s t i c a s p e c t i n o l í t i c a s c o n d u c i r í a a la b iodegrada-

c ión de l a p e c t i n a con la p o s t e r i o r u t i l i z a c i ó n de l os pro-

ductos c a t a b o l i z a d o s por ambos. 

Para comprobar s i l os m i c r o o r g a n i s m o s , uno a i s l a d o del 

suelo y o t r o de naran jas i n f e c t a d a s , podr ían t r a b a j a r armo-

ni osamente, se h i c i e r o n c rece r en agar cáscara de naran ja -

durante 24 horas a 28°C s i n observa r i n h i b i c i ó n . 



I I . - I d e n t i f i c a c i ó n de los Mic roorgan ismos. 

Para l a i d e n t i f i c a c i ó n de l as cepas se l l e g ó hasta e l -

género s i n aba rca r l a e s p e c i e , se empleó para v su i d e n t i f i c a -

c i ó n los métodos c l á s i c o s con los que se cuenta : Observa-

c i ó n macroscóp ica , observac ión m ic roscóp i ca y p r e p a r a c i ó n -

con azu l de l a c t o f e n o l . Para la observac ión macroscópica - -

se hace r e f e r e n c i a a las t a b l a s No. I I I y IV ( 5 ) , 

I I I . - I d e n t i f i c a c i ó n de M ic roo rgan i smos P e c t i n a l i t i c o s : 

El medio se preparó de acuerdo a l a l i t e r a t u r a c i t a d a y 

una vez que se e s t e r i l i z ó se a j u s t ó e l pH a 7 , se observó 

el c r e c i m i e n t o de las cepas y a l a s 48 horas se l e agregó a 

la p laca p e t r i l , a c e t i l bromuro de amonia conocida como Ce-

t a v l o n TM. El Ce tav lon TM es un agente opaco; e l d iámet ro -

de l a zona c l a r a genera lmente se r e l a c i o n a con el m i c r o o r g a -

nismo que .po tenc ia lmente descompone l a p e c t i n a ( 6 y 7 ) . 

El promedio de l a zona de p r e c i p i t a d o fue de 0.5 cms. Este 

método de i d e n t i f i c a c i ó n se u t i l i z ó con c i nco m i c r o o r g a n i s -

mos que i n c l u í a n e l As perg i11us sp . y Peni c i T1 i um sp. La 

1 i t e r a t u r a c i e n t í f i c a comenta que e l Cetav lon se de ja de 20 

a 30 m i n u t o s , s i n embargo, en l a i n v e s t i g a c i ó n que se r e -

a l i z ó se encon t ró que va r i aba el t iempo de i ncubac ión con 

rangos que o s c i l a b a n de 45 minutos a 1 ho ra . El Cetav lon 

TM se probó a d i v e r s a s concen t rac iones encont rándose que en 
A 

la s o l u c i ó n o r i g i n a l era como actuaba satisfactoriamente (6, 7). 



I V . - M a t e r i a l de Desecho I n d u s t r i a l U t i l i z a d o COBO Sustrato: 

La cáscara de na ran ja procesada, fue eí s u s t r a t o emplea-

do en l a i n v e s t i g a c i ó n , se p u l v e r i z ó en l a l i c u a d o r a Oste r i -

zer a c i n c o minutos en baja r e v o l u c i ó n y c i n c o en a l t a ; para 

obtener p a r t í c u l a s un i formes se l l e v ó a cabo l a t a n l z a c i ó n . 

La muestra p u l v e r i z a d a se probó a concen t rac iones de 25, 30, 

35, 40 y 45% p /v encontrándose que l os mejores resu l t ados -

se o b t e n í a n a 202 p / v . 

V . - Composic ión del Medio de C u l t i v o : 

Se acepta en té rminos genera les que el medio de fermen-

t a c i ó n se d e s a r r o l l a con una mezcla de a r t e y c i e n c i a . Las 

bases c i e n t í f i c a s se a f i a n z a n en el concepto de las bases -

b ioqu ím icas de l os m ic roo rgan ismos , encont rándose que son -

genera les a un buen número de e s p e c i e s . El a r t e se r e q u i e -

re cuando se desconocen l os d e t a l l e s e s p e c í f i c o s del m i c r o -

organismo en e s t u d i o . 

Para e l a b o r a r l a p a r t e c i e n t í f i c a de un medio de c u l t i -

vo , es n e c e s a r i o tomar en cuen ta : 

Ì ) . - La compos ic ión química del s u s t r a t o a u t i l i z a r 

1 1 ) . - Necesidades n u t r i c i o n a l e s de l os o rgan i smos 

i i i ) . - Es tud io de l os compuestos empleados como f a c t o r e s -

impor tan tes para e s t i m u l a r l a acc ión c a t a b ò l i c a . Estos fac-

t o r e s son fundamenta les ya que t i e n e n i n f l u e n c i a s i g n i f i c a -



Q 

t i v a sobre e l s i stema b ioqu ím ico del p roceso . 

La c i s c a r a de na ran ja posee compuestos químicos que se 

r equ ie ren para l a f e r m e n t a c i ó n , según puede observarse en -

l a Tabla No. V, l o que se tomó en cuenta para l a e laborac ión 

del medio de c u l t i v o . En l a Tabla No. VI se observa l a 

concen t rac i ón de carbono que es impor tan te tomando en cuen-

ta que e n t r e los apo r tado res p r i n c i p a l e s de estos carbonos 

esta la f i b r a cruda compuesta de: c e l u l o s a , pentosanas, he-

m i c e l u l o s a s , e t c . En l a l i t e r a t u r a c i e n t í f i c a se pueden es-

t u d i a r l as d i s t i n t a s c o n c e n t r a c i ó n es de l a f i b r a cruda pre-

sente en mayor o menor c a n t i d a d en l os p roduc tos v e g e t a l e s . 

En l a t a b l a No. V I I se observa que en l a cascara de naran ja 

es de un 30£. Es i m p o r t a n t e seña la r la p resenc ia de o t r o s 

compuestos, que pueden s e r v i r como f u e n t e de energ ía como -

son: A lm idón , p e c t i n a , e t c . 

La f u e n t e de n i t r ó g e n o u t i l i z a d a fue f o s f a t o de amonia 

s i r v i e n d o el f o s f a t o en el proceso como e s t a b i l i z a d o r del -

pH. Hay c i e r t o s elementos que son e s e n c i a l e s para e l c r e c i -

miento de los hongos como son: cob re , magnes io , c a l c i o , 

z i n c , y también como a c t i v a d o r e s de las enzimas necesar ias 

en e l metabol ismo del p roceso . En la Tabla No. V se c o n s i -

dera los puntos de es te medio ú t i l izado en l a i n v e s t i g a c i ó n . 

En l a s o l u c i ó n con t r a z a s de e l ementos, el c l o r u r o de -



c a l c i o se d i s o l v i ó apa r t e ya que presentaba d i f i c u l t a d en -

su c l a r i f i c a c i ó n ; e l c l o r u r o de Zinc se a c i d i f i c ó para que 

no p r e c i p i t a r a e l r e s t o de l a s o l u c i ó n . La p resenc ia de ex-

t r a c t o de levadura en e l medio fue para pro>eer a los o rga-

nismos de f u e n t e s de v i t am inas y aminoácidos , porque aunque 

se conoce l a e x i s t e n c i a de estos compuestos en los t e j i d o s 

de l a cascara no se contó con un dato exacto a l r e s p e c t o . 

V I . - Proceso de E s t e r i l i z a c i ó n : 

La e s t e r i l i z a c i ó n se probó a d ive rsas p res ión es y tem-

p e r a t u r a s debido a l a resequedad que se observaba en* las -
2 

muestras i n c l u s i v e a 0.703 Kg/cm y 110°C durante 15 l í nn . , 

encont rándose que no había a l t e r a c i ó n en el medio cuando l a 
o 

e s t e r i l i z a c i ó n de l l e v a b a a e fec to a 0.563 kg/cm de presión 

a 114°C por 45 m i n u t o s . Para probar l a e f e c t i v i d a d del mé-

todo de e s t e r i l i z a c i ó n u t i l i z a d a » todos los matraces e s t e r i -

l i z a d o s se d e j a r o n a tempera tura de 28 y 37®C durante 10 -

días y en ninguno de los casos se observó c r e c i m i e n t o . 

V I I . - Método de I n o c u l a c i ó n : 

Para e l i m i n a r o d i s m i n u i r l a fase de l a t e n c i a r e q u e r i d a 

para l a ge rm inac ión de esporas , se co locó suspensión de ca-

da una de l as cepas en un matraz de 250 m i . con 100 m i . de 

muestra empleada en l a i n v e s t i g a c i ó n , s u s t i t u y e n d o 1 â  cSs-

cara de na ran ja por g lucosa como f u e n t e de carbono, ( 8 ) . 



Se co locó en a g i t a c i ó n por 24 horas a 200 r . p . m . a 28°C, -

para l e e r en e l e s p e c t r o f o t ó m e t r o Beckman J ú n i o r I I a -

500 nm empleándose una t u r b i d é z e q u i v a l e n t e a 66% de t rans-

m i t a n c i a . De esta muestra se tomó 5 m i , respec t i vamente -

para e l proceso de f e r m e n t a c i ó n . 

V I I I . - Proceso de Fermentac ión: 

En matraces de 250 m i , con 100 mi . de s o l u c i ó n a una 

tempera tu ra de 28°C y a g i t a c i ó n a 250 r . p . m . se diÓ i n i c i o 

al c u l t i v o sumerg ido. El t iempo de f e r m e n t a c i ó n fue de -

se i s d ías a pH 6, s i n observarse d i s m i n u c i ó n en e l volumen 
* 

del medio y leves v a r i a c i o n e s en la t e m p e r a t u r a . No se ob-

se rva ron cambios f í s i c o s v i s i b l e s , la v a r i a c i ó n del pH se 

comprobó a l t e r c e r d ía cuando bajó a 5 , agregándole una so-

l u c i ó n de f o s f a t o s para mantener lo en e l pH óp t imo . 

I X . - Métodos de A n á l i s i s : 

A . - De te rminac ión de Pec t i na T o t a l : 

La muestra se t r a b a j ó a una d i l u c i ó n de 1 : 3 5 , a 10 m l . -

de la muestra se l e agregó 1 mi . de l a s o l u c i ó n de h i d r ó x i -

do de sodio a l 102 para s o l u b i l i z a r l os compuestos p é c t i c o s 

como pec ta to de s o d i o . A los 15 minutos se f i l t r a b a l a so-

l u c i ó n , se agregó el ác ido c l o r h í d r i c o , y p o s t e r i o r m e n t e se 

empleó c a l o r . La curva de c a l i b r a c i ó n se t r a b a j ó con p e c t i -

na grado 1, con una s o l u c i ó n pa t rón de l g . x 1000 m i . ( 9 ) . 



B. - A n á l i s i s de C a r b o h i d r a t o s : 

Las muestras se t r a t a r o n por el metodo de Fenol para l a 

de te rm inac i ón c u a n t i t a t i v a de ca rboh id ra tos ( 10 ) . 

C.- Determi nac ión de P r o t e í n a : 

En l a de te rm inac i ón de p r o t e í n a se t r a b a j ó con l a modi-

f i c a c i ó n de B i u r e t l lamada de Robinson-Hodgen, haciendo las 

e x t r a c e iones con h i d r ó x i d o de sod io 1.0 N ( 10 ) . 

Para l a i d e n t i f i c a c i ó n de los c a r b o h i d r a t o s p resen tes -

en e l proceso de fe rmen tac ión se u t i l i z ó c r o m a t o g r a f í a de -

papel por e l método descendente, empleándose para el r eve -

lado una s o l u c i ó n p - a n i s i d i n a 0 . 1 M y ácido f t à l i c o 0 . 1 M -

en e t a n o l a l 96% ( 11 y 12 } . 

El proceso de secado se r e a l i z ó en una e s t u f a de vacío 

a - 0 . 8 4 Kg/cm2 a 80°C, por 48 Hs. 



C.- RESULTADOS 

Los microorgan ismos u t i l i z a d o s , cuyas c a r a c t e r í s t i c a s -

se mencionan en las t ab las V I I I y I X , f ue ron se lecc ionados 

de acuerdo a su capacidad de c r e c i m i e n t o s sobre el agar cás-

cara de n a r a n j a , considerándose que había 15 cepas d i s t i n -

tas de l as cua les so lo dos se escog ie ron de acuerdo a l os -

parámetros mencionados en l a Tabla I I y l a comprobación en 

el medio de f e rmen tac ión de l a p resenc ia de p ro te ína un ice -

l u l a r en c a n t i d a d a c e p t a b l e . 

La cepa de A s p e r g i l l u s sp. y P e n i c i l l i u m sp. conducen a 

una buena a s i m i l a c i ó n de c a r b o h i d r a t o s , p r i n c i p a l m e n t e de -

l a g l u c o s a , ev i denc ian do su capac idad para b i o t r a n s f o r m a r 

s u s t r a t o s carbonados en p r o t e í n a s . La cepa de A s p e r g i l l u s 

sp. m a n i f i e s t a c a r a c t e r í s t i c a s p e c t i n o l í t i cas s i g n i f i c a t i -

vas , s i tomamos en cuenta que ambos microorgan ismos se i n o -

c u l a r o n en un medio con ten iendo pec t i na como ún ica f u e n t e -

de carbono. El Aspergí 11 us s_p. c r e c i ó en forma de e s f e -

r i l l a s , no así el Peni c i11 i um que no p resentó c r e c i m i e n t o 

por l os t r e s días en que se mantuvo en a g i t a c i ó n 200 r . p . m . 

a 20°C. 



A d i c i o n a l a es ta etapa en e l proceso de fe rmentac ión se 

t i e n e la fase del ox igeno s o l u b i l i z a d o por d i f u s i ó n s imple-

de a i r e durante l a a g i t a c i ó n , en la que no se empleó ningún 

c o n t r o l a d i c i o n a l debido a l a l i m i t a c i ó n de.4os instrumentos 

u t i 1 i zados . 

Esta a g i t a c i ó n se l l e v ó acabo a 250 r . p . m . para proveer 

hasta donde se pud ie ra l a ox igenac ión de l p roceso . 

La tempera tu ra fue mantenida a 28°C ya que se comprobó-

que t r a b a j a b a s a t i s f a c t o r i a m e n t e a l a vez que s i m p l i f i c a r í a 

e l proceso de esca lam ien to . 

En los exper imentos r e a l i z a d o s para demost rar l a a c t i v i -

dad p e c t i n o l í t i c a se encon t ra ron halos de p r e c i p i t a d o con 

promedio de 0 .5 cm en e l caso del Asperg i1 Tus s p . , l o cual 

pone en ev idenc ia que es ta cepa t i e n e c u a l i d a d e s exce len tes 

para ser usada t a n t o como b iodegradador de l os po l ímeros 

carbonados , a s i como de b i o t r a n s f o r m a d o r de 1 os productos -

de h i d r ó l i s i s en p r o t e í n a . 

La u t i l i z a c i ó n de 2 cepas m i c r o b i a n a s , una de e l l a s con 

capacidad de h i d r o l i z a r po l ímeros carbonados presentes en e l 

s u s t r a t o ( pec t i na ) y l a buena capac idad de ambas para as i -

m i l a r los p roduc tos de h i d r ó l i s i s aumenta l a p o s i b i l i d a d de 

ob tener can t idades a p r e c i a b l e s de p r o t e í n a u n i c e l u l a r . 



Las pruebas r e a l i z a d a s para determinar l a r e l a c i ó n s ó l i d o -

l i q u i d o ópt ima para l a p roducc ión de p r o t e l p a , d i e r o n como 

r e s u l t a d o que s i l a cáscara de naranja se a d i c i o n a a l 20% 

p / v , l a s mayores concen t rac iones de p r o t e l n a * f u e r o n o b t e n i -

das, l a s o t r a s cant idades, probadas mos t ra ron problemas de 

e s t e r i l i z a c i ó n ya que l a muestra al s a l i r del au toc lave se 

mostraba pas tosa , y se hac ia d i f í c i l l a a g i t a c i ó n y en con-

secuenc ia se presentaba una aereac ión d e f i c i e n t e » Cabe a-

c l a r a r aquí que en es tos casos l a espo ru lac iÓn se p resentó 

más tempranamente. 

En l a g r á f i c a No. 1 se muestran l os r e s u l t a d o s de p r o -

t e ína u n i c e l u l a r ob ten idas haciendo v a r i a c i o n e s eji e l pH -

del medio de f e r m e n t a c i ó n , en l a mencionada g r á f i c a puede 

no ta rse que l os me jores rend im ien tos de p roducc ión de p r o -

t e ína f u e r o n ob ten idos en un rango de pH que va de 5 a 7 -

con un máximo obse rvab le a pH 6. Esto nos da una idea clara 

respec to a que l as enzítnas i nvo luc radas en e l proceso t i e -

nen su máxima a c t i v i d a d a pH 1 igeramente á c i d a s . 

En las g r á f i c a s 2 y 3 , se puede obse rva r la curva de 

incremento de p r o t e i n a u n i c e l u l a r en f u n c i ó n del t iempo de 

f e r m e n t a c i ó n , de tec tándose un máximo de p roducc ión a l 5o -

día de i ncubac ión a 28°C. En la f i g u r a 3 puede también ob-

se r va r se que el máximo de p roducc ión de p r o t e í n a c o i n c i d e 

con una c l a r a d i s m i n u c i ó n en l a v e l o c i d a d de a s i m i l a c i ó n -

de c a r b o h i d r a t o s , m i e n t r a s que e l pH se mant iene cons tan te 



durante todo el p roceso . La curva de proteína s o l u b l e p re -

senta un incremento c o n s i d e r a b l e e n t r e e l p r imero y segundo 

día de fe rmen tac ión» l o cual I n d i c a que l a mayor p roducc ión 

de pec t i nasas ocu r re en ese lapso de tiempo,-' manteniéndose 

con l i g e r o incremento en los días p o s t e r i o r e s . 

En e l a n á l i s i s c r o m a t o g r á f i c o del caldo de f e r m e n t a c i ó n 

al 5° día de i ncubac ión se de tec tó que l a g lucosa había s i -

do consumida cas i en so t o t a l i d a d , m ien t rás que o t r o s c a r -

b o h i d r a t o s se p resen ta ron en e l a n á l i s i s como por e jemplo -

ác ido g a l a c t u r ó n i c o , ramnosa, a rab inosa y g a l a c t o s a . La l i -

t e r a t u r a c i e n t í f i c a menciona que l a pec t i na en su h i S r ó l i -

s i s t o t a l , r i n d e ác ido p é c t i c o (ác i do p o l i g a l a c t u r ó n i c o ) en 

el cual hay un grupo c a r b o x i l o por cada r e s i d u o de ác ido - r 

g a l a c t u r ó n i c o , por l o cual la p resenc ia de ác ido g a l a c t u r ó -

n ico con f i rma l a p resenc ia de una a c t i v i d a d p e c t i n o l í t i c a -

en el medio de f e r m e n t a c i ó n . 



D. - DISCUSION Y CONCLUSIONES 

Las dos cepas del pro ceso conducen a un i ncremento im-

p o r t a n t e de l a p ro te ína u n i c e l u l a r , que puede c o n s i d e r a r s e -

p o s t e r i o r m e n t e en procesos con una concen t rac ión mayor de 

s u s t r a t o , tomando en cuenta las c a r a c t e r í s t i c a s p e c t i n o l í t i -

cas de uno de l os dos microorgan ismos que podr ían l l e v a r a 
* 

la h i d r ó l i s i s t o t a l de la p e c t i n a o de o t r o po l ímero presen-

te en e l s u s t r a t o s ó l i d o . 

La a d i c i ó n de g lucosa en e l proceso podr ía l l e v a r n o s a 

datos i n t e r e s a n t e s , ya que fue l a de mayor a s i m i l a c i ó n , s i 

consideramos que hay una c a n t i d a d de ga lac tosa presente en 

e l cromato grama a l f i n a l de la 6 i o t r a n s f o r m a c i ó n , s i n embar-

go , l os mi croorganismos ú t i l i za dos t i e n e n capacidad de c r e -

cer a s i m i l a n d o ga lac tosa como f u e n t e de carbono. 

En los matraces inocu lados en l a i n v e s t i g a c i ó n se obser-

varon r e s i d u o s del s u s t r a t o ( como puntos oscuros ) que no-

fueron b iodegradados que pueden p e r t e n e c e r a la c e l u l o s a re-

s i d u a l , l i g n i n a o hem ice lu l osa . 

La t é c n i c a de evaporac ión parece recomendable en a l t e r -



n a t i v a a una f i l t r a c i ó n para recupe ra r l a p ro te ína d e s u e l t a 

en el sobrenadante ya que como se observa en la gráfica No. 3 

es de i m p o r t a n c i a en e l p roceso . 

El p roduc to procesado se o b t i e n e con buena t e x t u r a y -

o l o r pene t ran te pero agradable con un p o r c e n t a j e de p r o t e l -

na de aproximadamente el 30% en base seca , s i n l l e g a r a de-

t e r m i n a r s e su d i s p o n i b i l i d a d como a l i m e n t o ba lanceado, e l -

con ten ido de l a cáscara s i n su b l o t r a n s f o r m a c i ó n se emplea 

como a l i m e n t o para aves jr ganado vacuno. 

No se r e a l i z ó un e s t u d i o de las d i v e r s a s temperaturas -

que podr ían o p t i m i z a r e l s i s t e m a , s i n embargo, cons iderando 

que l o s hongos t r a b a j a n a tempera tu ra ambiente y en un p r o -

ceso b i o t e c n o l ó g i c o l o que se a s p i r a es r e d u c i r los gas tos 

de ope rac ión y o p t i m i z a r las fases de l a b i o t r a n s f o r m a c i ó n 

adecuadamente a l as neces idades . 
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APENDICE DE TABLAS 



TABLA No. I 

Composición Química de Agar Cascara de Na-
r a n j a para s e l e c c i ó n de microorganismos - -
peci n o l 1 t i eos. 

Cascara de Naranja B% p /v 

Fos fa to de Po tas io Monobásico 0 .2 g/1 

Fos fa to de Po tas io D ibàs ico 0 .2 

C lo ru ro de Sodio 0 . 1 

S u l f a t o de Magnesio 0 . 1 

C l o r u r o de Ca1 c i o 0 . 1 

E x t r a c t o de Levadura 0 .3 

Agar 3% 



Parámetros u t i l i z a d o s para l a Se lecc ión de 

Microorgan ismos en Agar Cáscara de Naran ja 

a ) . - Tfempo de c r e c i m i e n t o 

b ) . - Observac ión macroscópica de l a ce-

pa ( Abundancia en c r e c i m i e n t o so-

bre l a s u p e r f i c i e ) . 

c } . - Area de c r e c i m i e n t o . 

( T o t a l , mediana, p a r c i a l ) 



» 

• <o o o V1 T 3 
o i -

t . " O < o 
v i ) i - O . 
Q 0 ) > 

S_ 
O o 

c ^ 

r — •a o 
0 1 i— ( J 
u o (O e E e 3 

ai ta <u s CT c •r-a* Q_ TS 

o IO O O 
i- Î- «r— s-
ra •o 

r — W) O) ra 
U ai £ 3 

< J S 
« U) 

o O 
0 ) •M t -
> « o 

i. O r <0 
T3 •M ta «/> <o 
•o 3 +J 

V) c .a 
ai E 

(O E «3 
c « O o £ c i- O « O o OI fc. •a o 1CJ c •O 
w s 
<e « o •T— u s 
c 0 ) o S u 0) 

• a> o 
o i. 

u LU o E 

1 U J 

na 
u 

Vf 

T3 

<0 
O) 
o 
o u 
E 
ra 

AS 

C V3 
L> O 3 XJ O i-

o u 
X vQj 

L. U « 

es a 
• s. 

•c o 

E 
V) UJ 



O 
• i-o > +J 0) c «s L. <o va; T- u (0 u «o V) o 4-1 o •r— c f— 0) i; E •0 (j o> T— •o E Q. <0 •a «a • r 01 t-4-> "3 c (A O C <U « •r O •o +J o E «u 

in E a» c O T5 a> c +J « A3 c o •r— •r— •M s_ XI o e 0) L. o. <0 "O +J u J- tf) 4) 3 +J o 
> u» C ' c 4i o r— S o e • 0J 01 ai o E L. 

C 1_ « U 
A> O « « <4-"O o O 

C 
VI 3 10 o a> 

U C O 
C •F" 4» « o E U £ VI 

t— « m o ^ i-o LÜ O LLI T 3 

• 1 

o. Q_ 

<a 
i-
ifí 3 "O C 

ra 
V— CTI 
O 
O o 
s 
(O 

«O 
•r-

U u a •o o 
i. 

u <J < 

ta o 
• u 

J= o 
*-> +J •p >p 
E T3 

CO Lkl 



C o n s t i t u y e n t e s Químicos de l a Cáscara de 

Na ran ja . 

% en Peso seco 

M a t e r i a seca 80% 

Ceni zas 2.91% 

Ca1 c i ó 0.64% 

Magnesio 0.11% 

Po tas io 0.46% 

Sodi o 0.02% 

S u l f a t o 0.23% 

Fos fa to 0.19% 

Carotenos 265 j jg /g 

V i tam ina Complejo B T razas . 

Rock land , L . t The Orange Ed. S i n c l a i r , w 
The U n i v e r s i t y o f C a l i f o r n i a , D i v i s i o n of -
A g r i c u l t u r a l Science ( 1961 ) . 



Composición Química del Medio de C u l t i v o 

( 14 ) . 

Cáscara de Naran ja 20 g/1 

Fos fa to de Amonia 2 

Fos fa to de Po tas io Monobásico 0.5 

Fos fa to de Po tas io D ibás ico 0.5 

So luc ión con Trazas de Elementos 

S u l f a t o de Magnesio 100 g/1 

C l o r u r o de Sodio 20 

C l o r u r o de C a l c i o 2 

S u l f a t o de Manganeso 5 

C1oruro de H i e r r o 0.5 

S u l f a t o de Cobre 0.05 

C l o r u r o de Z inc 0.005 

E x t r a c t o de levadura 0.5 



TABLA No, V I I 

Composición de Conpuestos Carbonados y -

N i t rogenados con l a Cáscara de Naranja -

F i b r a cruda 30« 

Azucares reduc to res 8.5X 

Pec t inas (. como Pec ta to de « 

C a l c i o ) 8 .0 

N i t r ógeno t o t a l 5.9X 



TABLA No. V I I I 

C a r a c t e r í s t i c a s Microscóp icas de Aspe_rgi 1 -

Tus S P . ( 5 , 15 ) . 

Con id iÓ fo ros no septados 

Con id ios a largados en cadenas 

Separac ión de los conidos en 

l a v e s í c u l a 

S m i t h , G . , í n t r d u c c i ó n a la M i c o l o g i a I n -
d u s t r i a l p p - 171 E d i t o r i a l A c r i b i a , Méx ico . 



TABLA Ho. IX 

C a r a c t e r í s t i c a s M ic roscóp icas de Peni c i 4 -

1ium sp. ( 5 , 15 ) . 

C o n i d i ó f o r o septado 

Cadena de con id i os un idos a l e s t e r -

i gma 

S in sepa rac ión de ios c o n i d i o s en la 

v e s l c u l a 

Smi th , G . , I n t r o d u c c i ó n a l a m i c o l o g i a I n -
d u s t r i a l pp. 171 E d i t o r i a l A c r i b i a , México. 



APENDICE DE GRAFICAS 



T I E M P O ( D I A S ) 

• P H « 6 
A PM s 7 
* PH a 9 
• PH • 4 

0 PH « 3 
A PH » e 

G R A F I C A 1 . Ffprtn Hel iiü H»1 nmHin rie rultívft (/\Kre 1a nrn. 



Tiempo (d ías ) 

O-CONCENTRACION DE PROTEINA UNICELULAR EN MG/flf. 
DE MUESTRA SECA. 

GRAFICA 2 Curva de p r o d u c c i ó n de p ro teTna en f u n c i ó n del 

t i e m p o . 
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O - CONCENTRACION DE PROTEINA UNICELULAR 

O - CONCENTRACION DE CARBOHIDRATOS (SOBRENADANTE) 

A — CONCENTRACION DE PROTEINA SOLUBLE 

* — CONTROL DE PH 

FIRAFT T A • 1 - Var1nn + AC cn A 1 



H,- BIOGRAFIA DE LA AUTORA 

La a u t o r a , o r i g i n a r l a de Panamá, RepübTíca de Panamá, 

nac ió e l 4 de mayo de 1945, es h i j a de C r i s p i n Cornejo He-

neses y de I l u m i n a d a Montenegro de Co rne jo , mat r imon io f o r -

mado por dos hermanos más; Rolando Anel y Marcela J u d i t h , 

l a I n s t r u c c i ó n p r i m a r i a fue r e c i b i d a en e l Co leg io I n t e r n a -
• 

c i o n a l de Mar ía Inmacu lada, l os e s t u d i o s secundar ios f ue ron 

r e a l i z a d o s en e l Co leg io antes mencionado, de l a c a p i t a l , -

Panamá. De a 11f pasó a l a U n i v e r s i d a d de Panamá, para c u r -

sar l a L i c e n c i a t u r a en B i o l o g í a con e s p e c i a l i d a d en Tecnolo-

gía Médica. Al r e c i b i r e l T i t u l o , i n i c i ó l a docenc ia en l a 

Un i ve r s i dad de Panamá hasta e l afio 1979, que v i n o a Monte-

r r e y , a i n i c i a r e s t u d i o s de M a e s t r í a en M i c r o b i o l o g í a Indus-

t r i a l , en l a F a c u l t a d de C ienc ias Químicas, de l a U n i v e r s i -

dad Autónoma de Nuevo León, f i n a l i z a n d o en mayo de 1982. 

Actua lmente t r a b a j a de P ro feso r Temporal en l a Escuela de -

B i o l o g í a , U n i v e r s i d a d de Panamá, en el área de Microbiología. 




