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C APITULO

idiTRODUCCION



INTRODUCCION

El édcido lactico es un compuesto quimico de uso muy variado en
la industria mexicana. Se utiliza en la industria alimentaria, farmacéutica,
textil, curtidurias, tabaceleras, etc. Por su versatilidad, su demanda ---
anual aumenta considerablemente y se preeve que continue aumentando --

para los préximos aflos.

En México atin no se ha desarrollado la tecnologia necesaria pa-
ra la produccién de 4cido lactico y su importacién se hace cada dia més -

necesaria con la salida de divisas que ello lleva consigo.

Ya desde 1950, Cordon y colaboradores (8), propusieron un mé
todo para producir écido lictico a partir de papa, utilizando amilasas fiin-
gicas que convierten los almidones en azficares utilizables por lactobaci--
los, los cuales, realizan la fermentacién de éstos hasta 4cido ldctico, que-

se recupera como metil lactato, obteniendo rendimientos de hasta 85%

En 1984, Maldonado y Gardufio (26), empleando papa de desecho
afirman haber obtenido Acido l4ctico siguiendo una secuencia similar a la -
propuesta por Cordon, sin embargo, la optimizacién del proceso continud
slendo el problems, al igual que la caracterizacién recuperacién y purifica

cién del producto.

Este trabajo tiene por objeto optimizar las condiciones de obten--

cién del 4cido lactico como lactato de calcio.
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En la produccién de &cido lictico se puede utilizar como fuente de --
carbono una gran variedad de productos, tales como: suero de leche, papa, mie-
les incristalizables, mafz, sorgo, trigo, cebada, malta, etc. Se eligié la papa -
por ser fécil de adquirir, su suministro es contfnuo y su costo razonable.

Tan sélo en 1985, en el territorio nacional se cosecharon 70,000 hec~--
tdreas de este tubérculo; que produjeron 840,000 toneladas de las cuales, alre--
dedor de 84,000 toneladas (10% aproximadamente) no tuvieron colocacién en el --

mercado. (2,26)

Este 108 de desecho puede ser bien aprovechado para la produccién -~

de 4cido lactico u otros productos de importancia econémica en nuestro Pafs.

En este trabajo se ha intentado disefiar un proceso para producir ----

4cido ldctico mediante fermentaclén de hidrolizado de papa por bacterias lécticas.
La Metodologfa realizada fue la sigufente:
a) Obtencién de hidrolizado enzimético de papa, utilizando glucoamilasas produ--
cidas por Aspergillus Niger;
b) Acondicionamiento del sustrato descrito para la obtencién de 4cido léctico por

fermentacién con bacterlas lécticas.



OBJETIVO GENERAL

Evaluar la produccién de écido lActico a partir de papa de dese--

cho.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.
- Seleccién de cepas de A. Niger productoras de glucoamilasa.
- Obtencién del hidrolizado de papa con la cepa seleccionada.

- Comprobacién de los pardmetros recomendados para obtener altos --

rendimientos de 4cido lactico a partir del hidrolizado de papa.

~ Determinar la estabilidad del hidrolizado de papa a diferentes perfo-

dos de tiempo.

- Extraccién del 4cido léctico como lactato de calcio.



HIPOTESIS

51 las bacterias ldcticas han sido adaptadas a un hidrolizado
enzimatico de papa, entonces, al optimizar las condicfones de fermenta—-
cifn, Estas deben producir Scido lictico como producto final de sus fun

ciones metabdlicas.
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2.1 DATOS GENERALES DE LA PAPA (SOLANUM TUBEROSUM)

La papa pertenece a la familia de las Solanéceas, su centro de --
origen es en el Per(t, entre Cuzco y el Lago Titicaca, donde existe el ma--

yor naimero de variedades nativas cultivadas y especies silvestres.

Fué llevada a Europa en 1565, donde se difundié y se llegé a cul

tivar en la mayoria de los Pafses con gran éxito. (7)

En la Repfiblica Mexicana, el Valle de Toluca constituye el nicleo
del sistema de produccién de semilla certificada de papa. Es la zona de --
proteccién, autosuficiente y surtidora. Es zona de proteccién por estar --

prohibida la introduccién de semila de origen d oeido o proveniente de

lugares infestados con el NemAtodo Dorado (Heterodera rostochiensis) y —--

Pudricién bacteriana (Pseudomonas sol um). Es autosuficiente por -

producir su propia semilla. La produccién en el Valle de Toluca se efectia
a través de la asociacién de productores de semilla, organizacién que man--
tiene una posicién monopdlica en su rama, debido en gran parte a las ven--
tajas comparativas del Valle originadas en sus condicones ecolégicas favora-

bles al cultivo de semillas de alto ricsgo. (4).

La composicién quimica de la papa es variable, dependiendo del -
clima, fertilizacién, variedad, almacenaje, etc., y todas aquellas condicio--

nes que favorezcan la produccién de un buen tubéreculo.
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Tabla (1)

COMPOSICION QUIMICA APROXIMADA DE LA PAPA (26, 52)

Carbohidratos Totales 18.0 - 20.0%
Azucares Reductores 0.8 - 1.2%
Humedad 0.0 - 80.0%
Grasa 0.1 - 1.0%
Potasio 430,000 mg/100g de pepa pelada
Manganeso 0.253 " " " "
Magnesio 20.8 " " " "
Fosforo 41.8 " woow "
Calcio 0.8 " " " "
Cobre 0.8 " " " "
Yodo 0.018 " " " "
Zinc 0.042 " " " "
Fierro 0.68 " " " "
Aluminio 0.609 " " " "
Sodio 7.7 " " " "
Vitamina C 21.4 " " " "
Niacina 1.4 " " " "
Tiamina 52.6 " " " 1

Riboflavina 33.7 " " " "
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En México no existe produccién de papa planeada para emplearla
como forraje, sin embargo, se utiliza como tal o como desperdicio, papas --
no podridas que no pueden venderse por dafios mecénicos o fisiolégicos (en
fermedades) o por tamafio extremo (papas muy chicas o muy grandes y --
papas deformes). Estos tubérculos y el material podrido es lo que los ----
agricultores consideran "merma", aunque por lo dicho anteriormente, estd -

claro que parte de la merma puede ser utilizada econémicamente.

A manera de ejemplo, podemos citar que, de la cantidad total de
papa consumida en 1978, aproximadamente 12% fué en forma elaborada (pro-
ductos de papa vendidos por la industria procesadora, las modalidades prin
cipales son: papas fritas, puré de papa, sopas y tortas instanténeas de -

papa), el 88% del consumo se verificé en forma fresca.

En el Pais no se utiliza la papa en procesos industriales, cuya --

finalidad seca otra que el consumo humano. (4,7).

Los perfodos de produccién de papa en México, en diferentes es-
tados de la Replblica abarcan la mayor parte del ailo, lo que asegura su -

disponibilidad para usarla como sustrato en la produccién de écido l4ctico.
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Tabla, (2} SUPERFICIE Y PRODUCCION NACIONAL DEL CULTIVO DE PAPA
PERIODO AGRICOLA 1974 -~ 1985 (2)

Alo SUPERFICIE PRODUCCION 8- RENDIMIENTO

COSECHADA (miles de tans.) (Kg/Ha)

(miles de Has)
74-76 56 661 11,847
79-81 78 993 12,662
82 68 941 13,842
83 74 835 11,225
84 70f, 830b. 11,857
85 70f. 840f. 12,000

a. Pérdidas del 10% de la produccién, equivalentes a 84,000 tons./afio

en 1985.
b. Dato no oficial.

f. Estimacidén de la F.A.O.

“Anuario F.A.0. de produccidn", 1985, vol.39, Roma, Italia,



Tabla, (3) PRODUCCION NACIONAL DE PAPA (13, 14)

ESTADOS PERIODOS DE PRODUCCION VALOR PROMEDIO
PRODUCCION ANUAL MILES DE PESOS
TONS, ## *
NEXICO ENE - FEB 900,000 6. 700.000
PUEBLA JUN - JuL L
HIDALGO JUN - SEPT, v
HICHOACARN SEPT. ~ OCT.
CUANAJUATO OCT. - NOV.
JALISCO MAY. - JUN,
TLAXCALA MAR. - ABR.
VERACRUZ JUN. - SEPT.

#  ARO AGRICOLA 1980.
#*% PERDIDAS DEL 10% EQUIVALENTE A 90.000 TONS./AaR0.
ANUARIO ESTADISTICO DE LOS E.U.M. (1981) S.A.R.H.



(IHHITY
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5,000 - 10,000 TONS.
11,000 - 20,000 TONS.
21,000 ~ 50,000 TONS.

51,000 - 100,000 TONS.

MAS DE 100,000 TONS.

Esquema (1)

PRINCIPALES ESTADOS PRODUCTORES DE PAPA

PRODUCCTON MEDIA ANUAL

1972 - 1977

(4)

- 51 -
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2.2 GENERALIDADES DEL ACIDO LACTICO

2,2.1, Caracteristicas del acido lactico.

El dcido l&ctico o &cido Z-hidroxiprolpionico (C3lg03) es un 1i--
quido ligeramente viscoso, transparente, incoloro, o débilmente ama-
rillento, inodoro, muy higroscépico, soluble en agua, alcohol o é&ter
en todas proporciones, La molécula de dcido lictico tiene un carbdn
asimétrico, por lo cual se presentan dos isGmeros Opticamente activos,
sin embargo la mezcla racémica es Gpticamente inactiva.

(5, 18, 19, 26, 33, 35, 38)
COOH COOH
H- C -OH HO- C -H
CHa CHs3
D(~) Acido ldctico L(+) Acido lictico
2,2,2, Métodos de Obtencidn.

La produccibn de dcido ldéctico se realiza por métodos quimicos
y por métodos microbioldgicos.
Métodos quimicos.

a) Al hacer reaccionar acetaldehido con monéxido de carbono

a 200°C y 900 atmésferas de pres}i{én.o

chiy - & + 0 900am , cHy¢ - C-oM
200°¢C O

acetaldeh{do acido 2-hidroxipropionico



b)

c)

d)
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Por hidrélisis de cianohidrina de acetaldehido, preparada con etanal--
dehido y #4cido cianhidrico.

o
CHy- C-H +
Acetaldehido
’
CHy- C - CN +
]
OH

Cianohidrina de
Acetaldehfdo

Por Hidrélisis del Acido
Acido Propiénico.

o}

v
CH,- CHy- C -OH +

3

Acido Propiénico

[] 7
CHS_ (;4‘- C -OH +
Cl

Acido «~Cloropropifnico

H
\
HCN  ~—=--meemem CHg- C - CN
|
OH
Cianohidrina de Acetaldehido
BP0
Hy0  msemocemoee CHy- € - C -OH
OH

Acido 2-Hidroxipropiénico

Cloro Propiénico, obtenido por cloracién del -

H O
SRS S cH,- ¢ - d-on
Cl2 3= §
Ci
Acido o«¢~Cloropropiénico
[
Hy0  —mmeommmomeene CHy- € -C -OH

OH
Acido 2-hidroxipropiénico

Por la reaccién de hidréxido de plata con dcldo Bromo Propiénico.

H /] H (o]

i ] v
CH,- C -C -OH + Br,  —m=-—eem—ae—- CH,- C - C -OH

3 2 3

H Br
Acido Propié6nico Acido «x~Bromo Propiénico

H H o]

] o 1 4
CHy- (’3 - C -OH + AgOH = —=rm--eremenee CHy- ('2 -C -OH

Br OH

Acido o(-Bromopropiénico

Acido 2-Hidroxipropiénico
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Los métodos quimicos son generalmente més caros que la fermenta
cién de productos biol6gicos y por esta razén no se emplean mucho. (23,

38).

Métodos Microbiolégicos.

Con bacterias licticas, la produccién industrial de 4cido ldctico -
se realiza por fermentacién de glucosa refinada, almidones, suero de leche
y melazas, desechos de licores sulffticos, jugos de cftricos, hidrolizados, -

dcidos de madera, aserrin, paja y mazorca de mafz. (9,21,23)

El rendimiento teérico producido es el 100% del peso de la hexosa
fermentada, pero en .la préctica no se obtiene este rendimiento, tomando en
cuenta que los microorganismos utilizan carbohidratos como fuente de energfa,

industrialmente se considera éptimo un rendimiento del 85%, (23,35,50).



2.2.3. Métodos de Extraccién.

La tecnologfa de la extraccién del 4cido lactico del liquido de --
fermentacién varia segin la calldad del Acido que se desea obtener, los -

métodos més conocidos se mencionan a continuacién :

a) Extraccién como lactato de calcio
b) Extraccién come lactato de metilo
¢) Extraceiébn como lactato de zinc

d) Extracclén con Eter Isoprépilico

e) Extracelén con Destilacién al vaclo

a) Extraccién como Lactato de Calcio

Al término de la fermentacién el mosto se pasa por un tamiz de-
malla fina, con el objeto de eliminar residuos sélidos y micelio. Al filtrado
se adiciona carbonato de calcio hasta ajustar el pH a 10 y se calienta a -
82° C, este procedimiento sirve para matar las bacterias, coagular las pro
tefnas del medio y convierte todo el 4cido a lactato de calcio, en seguida-

se filtra para eliminar el exceso de carbonato de calcio.

La solucién se calienta y se le agregan pequefias cantidades de-
carbén activado para eliminar color e impurezas. Posteriormente se proce-
de a concentrarlo al vacfo hasta 32% del volimen original, el producto ob
tenido se deja en refrigeracién durante toda la noche para que cristalice

el lactato de calcio. (5,19,21,23,32,33,39)
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b) Lactato de Metilo
El 4cido l4ctico crudo se deshidrata para obtener una solucién
con un contenido elevado de dcido, y esa solucién se esterifica después

con metanol. La esterificacién puede realizarse calentando la mezcla a re

flujo en presencia de écido sulfirico, o bien se hace pasar vapor de me
tanol a través del dcido ldctico, calentado a 100° C. Este método da ren-
dimientos més altos de lactato de metilo, ya que el equilibrio se despla-
za favorablemente por eliminacién del lactato de metilo volétil con una -

corriente de vapor de agua.

El lactato de metilo puede fraccionarse o no, y después hidro
lizarse completamente por ebullicién en exceso de agua con eliminacién -
continGia del metanol regenerado. La solucién acuosa residual proceden-

te de este tratamiento es el dcido de calidad U.S.P. (5,9,17,23,33,39)
¢) Lactato de Zinc

Este método es poco utilizado debido a la poca solubilidad de-
la solucién de zinc.

Al fermentado se le agrega 6xido de zinc y se deja reposar -
durante ocho dfas, después se concentra la solucién por calentamiento-

y se cristaliza la sal en agua caliente. (5,19,23,33)

d) Extracclén con eter isopropflico

El dcido léctico se extrae del liquido de fermentacién por me-
dio de este disolvente y de la solucién etérea se extrae el dcido ldctico

con agua (5,23,33,35,39)



e) Destilacién al Alto Vacio

Este procedimiento no se utiliza comercialmente debido a que el -
punto de ebullicién relativamente alto del dcido lctico, ocasiona la autoes-

terificacién con la formacién de poliésteres volétiles (5,23,33,39)

2.2.4. Usos

Los usos del aéido léctico pueden dividirse en dos categorias co

mestibles e industriales.

Las propiedades del 4cido léctico hacen que sea apropiado en --
gran variedad de productos alimenticios: 1) sabor 4cido suave que contras
ta con el sabor picante de otros &cidos; 2) no oculta ni domina con otros-

sabores; 3) en algunos productos alimenticios impide su alteracién.

El 4cido ldctico crudo se usa en la industria de los cueros para-

desencalar las pleles y para remojar e hinchar el cuero para suelas.

Es la materia prima para preparar los lactatos de : metilo, etilo~
y n-butilo que se usan como disolventes, esta calidad también se utiliza pa
ra tintura dcida de la lana y otros textiles, Otros usos: en adhesivos, fér
mulas para limpieza y pulimento, en galvanoplastia y electropulimiento, en-

insecticidas fungicidas y reveladores litogréficos.



- Tablu_ (4)

Usos DEL ACIDO LACTICO
1° GRADO CRUDO 22% 2° GRADO COMESTIBLE 3° ORADO PLASTICO 4° GRADO U.S.P.
444y 50% 508 85%
scdas
Tenido de
lanog Acidulante Industria de plésticos Parmacia
Preparacién de Cucros Confiterias Comestibles
Desocudo de Piclos Inhibldor de bacterias Plastificante
cn la fermentacién
Encurtido dc vegetales Manufactura de cerveza Catalizador de reosinas |
aldehido - fenélicas 12
Fuente cn pastas de soldar Fabricacién de levadura '
Adhesivos Ajuster pH en aguas duras
Limpiadores y pulidores Saborizante
Electrodeposicién Productos de panaderfa
Reveladores litogréficos Fabricacién de bebidas
efervecentes

Tintas espectales Prescrvador ( sopas, frutas
Solventes (ésteres de metil, dulces, pepinos agricsumos,
etil, n-butil -~ lactato ) enrnes extractos, quesos )

DERIVADOS DEL ACIDO LACTICO :

Lactato de calcio en calcioterapia; lactnto de flerro en trulamlenlo do anemlus; lnctato de aluminio como antipers-
pirante; lactato de cobre on elect i6n; lactato de § actato da sodio en plastifican
tes y humectantes; lactato de etilo, n-hutuo en lubricantes y snlvontes. (21, 23 28 33, 40).
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El dcido lactico no se produce a nivel nacional, lo que origina

la necesidad de importarlo en grandes volimenes,

Tabla (5). IMPORTACIONES MEXICANAS DE ACIDO LACTICO Y SUS DERIVADOS
1982 - 1987

VALOR DE IMPORTACION EN DOLARES

Afo ACIDO LACTICO LACTATO DE LACTATO DE
CALCIO LAURILIO

82 1 119,000 17,000 -

83 1 194,000 26,000 1,000

84 1 545,000 34,000 1,000

85 1 462,000 135,000 130,000

86 927,000 73,000 4,000

87 850,000 20,000 60

Subdireccidn de Investigaciones Econdmicas y Bancarias.
"Importaciones de Fracciones Arancelarias y Palses de Origen"
Banco de México, S. A. D. F, 1982-1987.

(43, 44, 45, 46, 47, 48).
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2.3 CARACTERISTICAS GENERALES DEL GENERO Aspergillus.

2.3.1 Caracteristicas Morfolégicas:

El género Aspergillus es uno de los hongos més importantes den
tro de la micologia desde el punto de vista industrial, su nombre proviene
de la forma de sus érganos asexuados de reproduceién que son parecidos a -
un "aspersorio" (latin aspergillus-aspersorio o hisopo). Como sinénimo de
éste género debemos citar el de " sterigmatocystis", usado todavia por al--

gunos autores.

Las caracter{sticas de la especie niger son:

Las colonias jévenes son de color blanco ligeramente amarillentas
sobre las que van apareciendo puntos negros, cabezas aspergilares obscu--
ras tipicamente radiadas y globosas, que pueden alcanzar hasta 1 mm de -~
didmetro, esterigmas en una serie, conidiéforos de tamafio variable, vesfcu-
las globosas, de paredes delgadas comfinmente de 20 a 50 micras de difme-
tro, excretoreé globosos superficiales (no son producidos por todas las ---
cepas). En algunos estudios conviene tener colonias gigantes en las que -
se debe observar los sigulentes aspectos: forma, tipo de crecimiento, su-—-
perficie, tamafio, zonas, desarrolio sectorial, color, aspecto anverso y re--

verso.
Aspergillus Niger se caracteriza por tener un habitat tipicamente

saprofito, pero en determinadas circunstancias se puede adaptar a la vida

parasitaria y causar otomicosis. (1,26,51)
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2.3.2. Caracteristicas taxonémicas :

Los mohos del génerc Aspergillus se clasifican dentro de los asco
micetes al igual que el género Penicillium, y como estos, son igualmente ---
abundantes. Forman masas de conidios negros, cafés, o verde olivo; los --
esterigmas de Aspergillus estdn formados como proyeccciones de un engro--
samiento en la parte distal del conidiéforo.

La clase ascomicetes se caracteriza por presentar esporas sexua-
les contenidas en una estructura en forma de bolsa llamada "asca"; general
mente tienen micelio septado y en la mayoria de los casos se forman conidios
asexuales en el dpice de las hifas especializadas.

En el género Aspergillus dado que los conididforos y las conidias
se producen en forma abundante, su color es el predominante en la colonia.
Por esto las colonias de Aspergillus pueden verse negras, cafés, amarillas o
verdes. Ei color depende de la especle y del medio en el cual el hongo es
t4 creciendo. Por ello el color de la colonia es uno de los criterios para su
clasificacién y no se puede sobre enfatizar la importancia del uso de un me-
dio de crecimiento estdndar o de composicién quimica conocide y condiciones
estdndar para el crecimiento del Aspergillus.

La produccién de pigmentos en el género Aspergillus es profunda-
mente influfda por la ausencia o presencia de cantidades muy pequeiias de --
los llemados elementos traza; y estos hongos son tan sensibles que se ha usa
do a Aspergillus Niger para detectar cobre en suelos y otras sustancias en -
cantidades tan pequeiias que sblo son detectadas por métodos quimicos; 2.5
millonésima de gramo de cobre es suficiente para inducir una pérdida de co--
lor en este organismo; cuando el cobre contenido por el medio es menor a --

ésta cantidad el color del conidio es proporcionalmente més luminoso y en ---
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completa ausencia de cobre el conidio pasa de un color negro o café obscuro
a amarillo. (1, 26).
2.3.3. Importancia del Género Aspergillus :

El ascomiceto Aspergillus Niger y otros del mismo género se utilizan
para producir 18 enzima glucoamilasa en escala comercial; dicha enzima digiere
los almidones en azlcares simples y estos son fermentados por otros microor--
ganismos produciendo alcohol u otro producto de fermentacién.

Aspergillus Niger produce también un antibiético lamado aspergilina,
que es soluble en éter y en alcohol, estable a 70° C y que es activo contra -
bacterias gram positivas y gram negativas pero no contra bacilos esporulados.
Los aspergilos también se utilizan para producir cantidades industriales de --
4cido cftrico (mediante un proceso més econémico que sl se extrajera directa-
mente de los limones) asf como otros écidos orghnicos como el gluconico, ita--
conico y el fumérico, todos ellos componentes comunes de los plasticos. (1,
26, 51).

2.3.4. Actividad Enziméitica

Corman y Langlyke estudiaron la accién de ciertas enzimas amiloli--
ticas de filtrados de cultivos de A. Niger que producen la sacarificacién del
almidén y establecieron que la accién hidrolitica se debe a la <c-amilasa y a -
una enzima glucogénica. La eficiencia de ésta sacarificacién fue posterior---
mente correlacionada con la enzima glucogénica mejor que con la actividad --
de law=-amilass y se le denominé glucoamilasa. (1, 26)

Investigadores de los Estados Unidos y Japén han demostrado que
muchos microorganismos pueden producir glucoamilasa, pero al mismo tiempo,

tienen también una produccién considerable de transglucosidasa, enzima de -
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importancia que reduce los rendimientos de dextrosa del almidén, pues produ
ce glicosacdridos no fermentables cc;n enlaces, «<(1-6) (26).

A fin de tener una mejor comprensién de la accién de estas enzi--
mas sobre la molécula del almidén, recordemos gque éste es un polisacérido --
compuesto por amilosa y amilopectina. La amilosa es una fraccién lineal for-
mada por moléculas de glucosa en enlaces o< (1-4); mientras que la amilopec
tina son cadenas laterales formadas por moléculas de glucosa en enlaces ---
< (1-6), Se sabe que existe una cadena lateral por cada 25-30 unidades --
de glucosa en la amilopectina, y que cada tipo de enlace tiene diferente ve--

locidad de hidrélisis. (1, 37)

Cuando se hidroliza el almidén con agua y un catalizador adecuado
las moléculas de agua se afiaden a las moléculas de almidén, por consiguien--
te, una cantidad de almidén produce mis de una cantided de productos de --
hidrélisis. En nuestro trabajo lo que interesa es la conversién del almidén --
al producto final glucosa, en el cual, 162 unidades de almidén reaccionan con

18 unidades de agua para producir 180 unidades de glucosa.

Cuando la hidrélisis del almidén no es completamente se obtienen --
productos intermedios, como maltosa y algunos oligosacéridos, con los que se
dificulta determinar el rendimiento. Sin embargo la hidrélisis por enzimas --

de Aspergillus como la glucosidasa generalmente es completa. (26)
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2.4 CARACTERISTICAS GENERALES DEL GENERO
LACTOBACILLUS

2.4.1. Caracterfsticas Morfolégicas :

Los lactobacillus forman un grupo de bacterias clasificadas como -
bacilos gram positives, normalmente no esporulados,en la especie L, delbril-
eckii, los bacilos miden de 0.5 a 0.8 micras de ancho por 2 a 9 micras de -
largo, tienen extremos redondeados y pueden aparecer solos o en cadenas -
cortas. por tincién con azul de metileno revelan granulaciones internas.
No méviles, originan colonias normalmente &speras y no pigmentadas cuyo -
crecimiento y desarrollo en medio sélido se aumenta frecuentemente por ana
erobiésis y presencia de CO, de 5 a 10%. Su rango de temperatura de --
crecimiento es de 2°C a 53°C; pero es generalmente 6ptimo a los 30° - 40°

C (24). (0, 20, 41)

2.4.2 Caracterfsticas Taxonémicas :

Para la clasificacién de los lactobacilos se aplican los métodog -~~~
taxonémicos modernos, con los que se determina la proporcién de bases gua
nina y citosina contenidas en su D.N.A. y se relacionan las propiedades --
fenotipicas.

La especie L. delbriieckil presenta un porcentaje de bases G+G --
49-51%/mol, Su pared celular contiene 4cido teicoico y glicerol, el peptido-
glicano es del tipo L-lisina-D-aspartato.

Debido a la gran similitud genotipica y fenotipica entre las dife--

rentes especies de lactobacillus, en la actualidad solamente L. delbriieckii -
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se ha dejado como una especie separada, mientras que las cepas de L. lactis

y L. Leichmanni, ambas, son consideradas como L. delbriieckii subespecie --

lactis y la especie L. bulgaricus como L. delbrileckii subespecie bulgaricus.

El nombre delbriieckii, adoptado para estas a sido tomado de la pa
labra Delbriick, apellido del bacteriélogo alemdn M. Delbriick, quien trabajé

con estos microorganismos. (25, 41).

2.4,3. Importancia del género Lactobacillus

Los Lactobacillus son microorganismos que pueden encontrarse en -
articulos de uso diario, gramfneas, agua potable, aguas residuales, cervezas,
vinos, frutas y jugos de frutas, vegetales picados, leche y productos lac---
teos, son asl mismo sapréfitos de la boca, del intestino y vagina de muchos -

animales homotermos, inclufdo el hombre, més no son patégenos. (25)
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LA FORMACION DE ACIDO LACTICO POR LAS BACTERIAS
L. delbritieckki SIGUE LA VIA EMBDEN-MEYERHOFF-PARNAS (EMP)

Glucosa

ATP
L__‘ADP

Glucosa - 6 - Fosfato

Fructosa - 6 - Fosfato

ATP
C—oADP

Fructosa 1,6 Difosfato

Gliceraldehi - 3 - Fosfato

NAD+
}/Pi
NADH+H+

1,3 Difosfoglicerato

ADP
L_.ATP

3 - Fosfoglicerato

Dihidroxiacetonafosfato

2 - Fosfoglicerato

Fosfoenolpiruvate

J ADP
NAD+ NADH+H+ (
b ’ ATP

s

Acido Pirdvico

Acido Léctico
(11, 22, 24, 36, 50) Esquema (2)
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2.4.4. Capacidad de Fermentacién

Las cepas de L. delbrileckii a partir de glucosa y otros carbohi--
dratos forman Acidos sin gas. Fermentan la maltosa (aunque pueden apare-
cer variantes maltosa negativas susceptibles de aislar), son tipicamente ho--
mofermentadores, producen D(~) dcido lictico, generalmente producen tam--

bién amoniaco a partir de arginina y no acidifican la leche.

Se les considera generalmente bacterias acidaricas, su pH éptimo
estd usualmente entre 5.5 y 6.2 y pueden desarrollar a pH 5.0 6 menos.

En condiciones neutras o ligeramente alcalinas, la fase lag puede ser alar-

gada hasta la detencién del crecimiento.

En cuanto a factores del crecimiento, estas bacterias requieren -

4cido pantoténico y niacina en forma esencial, Riboflavina, 4cido félico, vi-

3l )

tamina B-12 y t te son rias para algunas cepas, mien--

tras que tiamina, piridoxina, biotina y 4cido para-aminobenzoico no son ne-

cesarios. (12, 41).

A continuacién se presentan las caracteristicas fermentativas que

distinguen a la especle L. delbrileckii de otros lactobacillus :

Lactobaclllus delbriteckii ATCC 9649: “L(leichhmann 1896) weiss,

Schllinger and Kandler 1984,270 VP (effective publication : Weiss, Schillen--
ger and Kandler 1983b,556). Esta cepa es aislada principalmente de plantas

y materiales fermentados a altas temperaturas (48-53° C).
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Notas:
AL: Significa la inclusién de éste nombre en "The approved of lists
of bacterial names".
VP: Significa que este nombre ha sido publicado con validez en la -
revista oficial "International Journal of Sistematic Bacteriolo---

gy" (41).

Tabla. 6 PATRON DE CARBOHIDRATOS FERMENTABLES DE LA ESPECIE
L. delbriieckii.

FERMENTACION
Amigdalina -
Arabinosa +
Celobiosa d
Esculina -
Fructosa +
Galactosa -
Glucosa +
Gluconato -
Lactosa -
Maltosa d
Manitol ‘ -
Manosa +
Melecitosa -
Melibiosa -

Rafinosa -
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Cont,
CARBOHIDRATO FERMENTACION

Ramnosa -
Ribosa -
Salicina -
Sorbitol _
Sacarosa +
Trehalosa ’ d

Xilosa -

Simbolos: (+) Positivo para el 90% 6 méis de las cepas.
(-) Negativo para el 90% 6 mis de las cepas.

(d) Positivo para el 11-89% de las cepas, (41)

Tabla 7.
Caracterfsticas {isiolégicas y bioquimicas de L. delbrileckii.

Tipo de peptidoglicana (b) Lys-D-Asp
Acido Teicoico Glicerol
Movilidad electroforética (c) 1.5

% de G+G mol 49-51
1sémero (d) D(-)
Crecimiento a 15° C )

Amoniaco de arginia +/-



Notas:

b.

+/-

- 34 -

Abreviaturas usadas por Schleifer y Kandler (1872).

Determinada en electroforésis de discos de gel de poliacrila--
mida pH 7.5.

El isémero tiene esa configuraclén en 90% 6 més de su total.
De 11 a 89% de cepas positivas. (41)
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C APITULO 11l

PARTE EXPERIMENTAL
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La obtencién de 4cido lictico se realizé en dos procesos secuencia
les, una fermentacién amilol{tica, fase 1 , donde se hidrolizaron los almido--
nes a glucosa mediante glucoamilasas fungicas de A.niger y una fermenta--
cién léctica,fase II, donde se fermenté la glucosa obtenida de la fase I, has

ta 4cido léctico mediante L. delbrileckii.

Los microorganismos empleados fueron :

1) Una cepa de Aspergillus niger seleccionada de un grupo de 6
cepas, existentes en el cepario de la Facultad de Qufmica, U.N.A.M. por --
presentar la mayor capacidad fermentativa en el menor tlempo posible (cua--

dro Namero 1 )

2) Una cepa de Lactobacillus delbriteckil ATCC-9648 obtenida del

laboratorio de coleccién de cepas del Departamento de Biotecnologia y Bioinge
nierfa, CINVESTAV, I.P.N. caracterizada como una cepa productora de dcido

l4ctico.



FASE 1.~  FERMENTACION AMILOLITICA. DIAGRAMA DE TRABAJO

CEPAS

COMPROBACION DE LA PUREZA

ACTIVACION DE LA CEPA

CULTIVO
BASE

SELECCION DE LA CEPA

PREPARACION DEL INOCULO

HIDROLISIS ENZIMATICA

HIDROLIZADOS CON SOLIDOS
Y BIOMASA "

[ HIDROLIZADO CENTRIFUGADO

Esquema (3)
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3.1.
FASE 1.~ FERMENTACION AMILOLITICA.

Las 6 cepas de A. niger se sembraron cada una en tubos inclina-
dos con medio de Agar Sabouraud y se incubaron durante siete dias a 28°C
en todas ellas se verific6 su pureza mediante microcultivos y observacién de
las caracteristicas macroscépicas de las colonias. Para su conservacién los

cultivos se mantuvieron en refrigeracién.

Con el fin de comprobar la actividad amilolitica de las cepas, estas
se activaron mediante la siembra en 50 ml de medio de Agar Sabourand -
contenidos en matraces Erlenmeyer de 300 ml. Después de 7 dias de incu-
bacién se preparé una suspensién de esporas con solucién de Tween 80 al -
1%; ajustando el numero total de esporas aproximadamente 80::106 esporas /
ml utilizando para ello la cémara de Neubauer (pég. 90). De cada suspen--
sién se adicionaron 4 ml a matraces Erlenmeyer de 300 ml que contenfan 100
ml de medio de papa (pag. 77), el cual se incubé durante 24 horas a 28°C
con agitacién de 200 rpm para obtener el inéculo, de éste inSculo al medio -
de papa se le adicloné un inéculo del 10% v/v de cada cepa de A. niger y
se incubd a 28°C con agitacién 200 rpm observéndose la actividad enziméti-
ca del hongo , mediante la cuantificacién de la glucosa liberada en el medio
cada 12 horas. La cepa seleccionada fue aquella que produjo mayor canti--

dad de glucosa en el menor tiempo.



Tahla. 8 RESULTADOS DE LA SFLECCION DE CEPAS DR A. NIGER,
TILEMPO HRS. CONCENTRACION DE GLUCOSA LIBERADA g / 100 . m}
CEPAS

2 3 5 6 7 8
0 - - - - - -
8 0.55 0.28 0.29 0.41 0.23 0.41
17 2,07 1.36 1.07 0.84 0.27 0.78
22,5 2,27 2,00 1.57 1.50 0.33 1.03
26.5 736 2,17 1.90 1,93 0.42 1.40
32.0 2.06 2.00 2.00 1,68 0,61 1.62
38.5 1.15 1.12 1.10 0.68 0.25 1.50
48 0.37 0.24 0.62 0.10 0.20 1,44

- gs -



Concenctracién de Glucosa ( g/100 ml )

Grafica 1 Secleccién de Qepas de A. niger
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FASE II,  FERMENTACION LACTICA.  DIAGRAMA DE TRA!

BAJO.

F.

Cepor de L._delbrueckis ]

l ATOC-9649

Cepa de L. delbruecki l

Fermentacidn
- rcmmmc.lﬁn can ta cn s’c;n Fermes: B
'“dmum contrifugar ) con con d. hidrolizado — || centrifugar y — | |con dismimxcién
centrifugado. mtrimentos esor | |de Cal0y centrifugado. con mutrimentos | {de Gy
ciales. esenciales.
I ! I 1 ] I
] [ b ] {rend | | 1.

candiciones  de ! volumen de I cantidnd  de extracto almacenamento
aereciin i infculo ! de  levadura del hidrolizado

de  calefo,

del &cido lictico como  lactato

Esquema  (4)
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3.2,
FASE II. FERMENTACION LACTICA

La segunda fase del trabajo consistié en fermentar los aztcares --
obtenidos en la fase I hasta écido l4ctico mediante la accién metabélica de --

las bacterias lacticas.

Se compararon 2 cepas de lactobacillus delbriieckii, una procedente

del ceparfo de la Facultad de Quimica U.N.A.M, utilizada en un trabajo pre-
vio y unacepa de coleccién ATCC-9649, con estas cepas se prepararon los --
respectivos indculos y se realizaron las fermentaciones del hidrolizado de ---
papa, de acuerdo con las condiciones establecidas en el trabajo anterior (26)
Como no se obtuvieron resultados satisfactorios se modificé la composicién --
del medio original. El hidrolizado de papa no fue centrifugado, se usé con
el total de sélidos incluyendo la biomasa se le agregaron los nutrimentos ne-~
cesarios para el desarrollo de los lactobacilos y se redujo la cantidad de ---
CaCO,4, debido & que la cantidad establecida de esta sal incrementaba el pH

en el curso de la fermentacién lo que provocaba inhibicién en el metabolismo
de las bacterias ldcticas, encontréndose como cantidad adecuada un 2% de -

CACO:‘.

Las condiciones utilizadas en estas fermentaclones fueron las si---
guientes: Temperatura 45°C, pH inicial 6.0, pH durante el proceso 4.5, --
infculo 20%.

En base a los resultados obtenidos se seleccioné la cepa de L. del-

brileckii ATCC 9649,
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Tabla (8) CUADRO DE RESULTADOS EN LA COMPARACION DE CEPAS
DE L. Delbrueckii FQ. Y ATCC-9649

CEPA GLUCOSA GLUCOSA ACIDO RENDIMIENTO
INICIAL FINAL LACTICO %)
(g/100 ml) (g/100 ml) (g/100 ml)

Condiciones de fermentacién: T° 45°C, pH 1inicial 6.0, pH proceso 4.5, ----
inéculo 20%

OPTIMIZACION DEL PROCESO

Con el fin de optimizar las condiciones de fermentacién se reali---
zaron las sigulentes variaciones: disponibilidad de volumen de aire, disminu

cién de la cantidad de extracto de levadura.

Para establecer cada uno de estos parémetros se realizaron fer---
mentaciones por triplicado bajo las condiciones indicadas en cada caso con -

la valoracién de glucosa y écido léctico formadas.

Los valores encontrados se reportan como promedio de las tres --

determinaciones. (Tabla No. 10).



Producdén de Addo Lactio  (g/100mil)

0
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DISPONIBILIDAD DE AIRE

Para disminuir la columna de aire y asl bajar su disponibilldad,~-
las fermentaclones se realizaron en matraces Erlenmeyer de 125 ml conte-—-

niendo 100 ml de medio.

Tabla ( 10 ) Disponibilidad de Aire

Medio Matraz Inéculo Ext. de Ghecoss Gluamse Ackdo Rendimien

(m) (m1) (%) Levadura Inical  Final  Léctio to. (B
) (g/100m1) (g/100ml) (g/100m1)

100 300 20 2.0 531 2.9 2.31 13.83

100 125 20 2.0 531 2.5 2.71 53.08

Gréfica 2 Produccién de écldo lsctico a distinta disponibilidad de alre.

48 72 96 120 144 168
Tifempo (h)

a. Fermentacién on matraces Erlenmeyer de 300 ml con 100 ml de medio, &+ == wma =

b. Fermentacién en matraces Erlenmeyer de 125 ml con 100 ml de medio. @
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CANTIDAD DE INOCULO

Se hicieron fermentaciones probando 20,10 y 5% de inéculo.

Tabla ( 11 ) Cantidad de inéculo

Medio Matraz Infculo Ext, de Glucosa Ghucosa Acido Rendintento
(ml) (ml) %) Levadura  Inicial Final Léctico )
(g/100 ml)  (g/100mi) (g/100ml)

100 125 20 2.0 3.48 1.97 1.49 42.0
100 125 10 2.0 3.48 1.40 2.06 60.0
100 125 5 2.0 3.48 1,25 2.21 64.4
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G AFICA 3. Froduccidn de fciuo léctico con ciferentes concentre-
ciones de inoculo.
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CANTIDAD DE EXTRACTO DE LEVADURA

La cantidad éptima de extracto de levadura se determiné reali--
zando fermentaciones en las que se varié la concentracién de esta en 2.0;-

1.5; 1.0 y 0.5%.

Tabla ( 12) Cantidad de extracto de levadura

Medio Matrez Inécub Ext. de Gluoosa  Ghaosa Adido Rendimiento

(ml) (ml) (%) Levadura  Inicial  Final Lactio (%)

%) (g/100ml) (g/100ml)  (g/100m1)
100 125 £} 0.5 2.99 2.77 0.21 7.31
100 125 5 1.0 2.99 0.43 2.48 85.80
100 125 5 1.5 2.99 0.37 2.70 0,59

100 125 5 2.0 2.99 1.03 1.92 64.40




Avido Léctico (g/100m!)

Acido Luctico (g/100mt)

"~

GRAFICA 4

- 48 -

PRODUCCION DE ACIDO LACTICO Y CONSUMO DE
GLUCOSA A DISTINTAS CONCENTRACIONES DE
EXTRACTO DE LEVADURA.
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DISPONIBILIDAD DE LA ESTABILIDAD DEL HIDROLIZADO DE PAPA A
DIFERENTES PERIODOS DE TIEMPO

Con el fin de conocer si es posible mantener el hidrolizado de -
papa inalterable para su uso en una fermentacién posterior se determiné su
estabilidad a 30, 60 y 90 dias de almacenamiento en refrigeracién. Para --
ello el hidrolizado enziméitico de papa se dividio en tres lotes y se sometié-

a los tratamientos siguientes :

Matraces Erlenmeyer de 300 ml almacenados por 30 dias
Matraces Erlenmeyer de 300 ml almacenados por 60 dias

Matraces Erlenmeyer de 300 ml almacenados por 90 dias

A cada uno de estos lotes se le deteminaron concentraciones de -
glucosa iniciales y finales, nitrégeno, pH, color y esterilidad al tiempo 0 -
y al tiempo final de su almacenamiento. Después el contenido de cada lote-
se utlliz6 para preparar el medio 4-11 (P4g. 80) el cual fué colocado en ma
traces Erlenmeyer de 125 ml con 100 ml de dicho medio. Las condicjones -
de fermentacién que se sometieron fueron iguales inéculo del 5% concentra
cién de extracto de levadura 1.5%, pH iniclal 6.0 y pH durante el proceso
4.5,

Tabla ( 13 ) Fermentacién del hidrolizado de papa almacenada a diferentes
intervalos de tiempo.

Tlempo de Glucosa Glucosa Acido Rendimiento
Almacenamiento  Inicial Final Léctico
(dfas) (g/100m1) (g/100m1) (g/100m!)

0 2.5 0.35 2.14 85.8

30 2.5 0.90 1.58 63.2

60 2.5 1.36 1.13 45.3

30 2.5 1.73 0.7 32.6




Tabla 14, ESTABILIDAD DEL HIDROLIZADO DE PAPA A DIFERENTES
PERIODOS DE ALMACENAMIENTO

I. Valores de glucosa. Concentracidn (g/100 ml).

TIEMPO _ DE ALMACENAMIENTQ

0 Dias 30 dias 60 dias 90 dias
3.95 3.83 - -
3.95 3.86 3.7 -
3.95 3.83 3.73 3.44

II. Valores de Nitrdgeno. Concentracidén (mg/100 ml)

TIEMPO _ DE __ ALMACENAMIENTO

0 Dias 30 dlas 60 dias 90 dias
15.96 16.00 - -
15,96 15.96 15.97 -

15,96 15,96 15.97 15.97




III. Valores de pH

TIEMPO _DE ALMACENAMIENTO

0 dias 30 dias 60 dias 90 dias
6.0 6.0 - -
6.0 5.9 5.9 -

6.0 6.0 5.9 5.9




Iv. Apariencia y color,

En el transcurso de la experimentacidn se observé que el hidro-
lizado de papa varia segin el tipn de papa utilizada, sin embargo, en
los matraces almaccnados no se presentd ningin cambio aparente en aspecto
o color. En todo el tiempo de almacenamiento el hidrolizado conservd

siempre su consistencia gelatinosa y su color café claro caracteristico.

Tabla. (15) COMPARACION DE RESULTADOS POR LOTE

TIEMPO DE GLUCOSA NITROGEXO pH APARIENCIA
ADMAINATENTO (/100 ml) (/100 ml) COLOR

(dias)

0 3.95 15.96 6.0 sin cambio
30 3.83 16.00 6.0 sin cambio
0 3.95 15.96 6.0 sin cambio
30 3.86 15.96 5.9 sin cambio
60 3.71 15,97 5.9 sin cambio
0 3.95 15.96 6.0 sin cambio
30 3.83 15.96 6.0 sin cambio
60 3.73 15.97 5.9 sin cambio

9% 3.44 15.97 5.9 sin cambio




Tabla. (16)

RESUMEN DE RESULTADOS

FFRMENTACION RENDIMIENTO EN AC. LACTICO (Z)
I CONDICIONES RECOMENDADAS 43.63
. Condiciones aerobias
. 20% de indculo
. 2% de extracto de levadura
II DISPONIBILIDAD DE AIRE
. condiciones aerobias 43.63
. Condiciones microaerobias 53.08
111 CONDICIONES MICROAEROBIAS
VOLUMEN DE INOCULO . 20% 53.08
. 107 60.00
. 52 64 .40
Iv CONDICIONES MICROAEROBIAS
5% DE INOCULO
% DE EXTRACTO DE LEVADURA 2.0 04.40
1.5 90,59
1.0 85.80
0.5 7.31
v CONDICIONES SELECCIONADAS

. Condiciones microaerobias
. 5% de inéculo
. 1,5% de extracto de levadura

90,59

- g5 -
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3.3 EXTRACCION DEL ACIDO LACTICO COMO LACTATO DE CALCIO

Para extraer el dcido lictico como lactato de calcio, el medio fermen
tado se calentdé a bafio maria a 60°C y se filtro al vacio, lavando los sélidos -
retenidos en el papel con pequerias porciones de agua caliente, que se unie--
ron al primer liquido filtrado, luego de lo cual se eliminaron los sélidos. Pos
teriormente se ajusto el pH a 5-6 usando unas gotas de dcido léctico Q.P.

Con el propésito de decolorar la solucién, se mantuvo caliente en -
bafio maria y se le adicionaron pequefias porciones de carbén activado, agitan
do luego de cada adicién, al final se filtré para eliminar el carbén. (3,31)

Si el filtrado presentaba algin color se ajustaba el pH & 7-8 por la-
adicién de pequefias cantidades de CaCOj3, después se ailadfa més carbdén acti
vado en pequefias porciones agitando constantemente el medio, posteriormen
te se filtré para eliminar el carbén y el carbonato, el proceso se repitid hasta
que el filtrado no presentd color,

Una vez decolorado el filtrado, se concentré al vacio utilizando un -
rotavapor, hasta obtener una concentracién de lS"bmnuc:se paso a un cristaliza
dor, dejandose toda la noche en refrigeracién para la cristalizacién del lactato
de calcio, (3,15)

Los cristales de lactato de calcio se lavaron 2-3 veces con pequefias
porciones de agua destilada fria, estos lavados se guardaron para una segun-
da concentracién al vacfo y los cristales asf obtenidos fueron unidos a los pri
meros, ya juntos se lavaron nuevamente con pequeifias porciones de agua des-
tilada y de acetona, estas aguas de lavado se desecharon. Los cristales de lac
tato de caicio se secaron a 30-60°C durante una hora y se molieron a polvo --
fino.

Los cristales asi obtenidos se les siguieron los ensayos para lactato
de calcio siguientes : apariencia, solubilidad, acidéz, valoracién como lactato-
de calcio, coloracién, metales pesados y estabilidad, segin las especificaciones
de la U.S.P. XV. También se le determiné su punto de fusién.



SISTEMA AL VACIO PARA LA EXTRACCIOX DEL ACIDO LACTICO

L vacio ——»

A\

bafio bafio de trampas de vacio

Esquema (5)
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DIAGRAMA DE FLUJO DE LA OBTENCION DE LACTATO DE CALCIO

B& al vacio

Concentrar a 15°

Filtrado al vacfo

Ajustar pH & 5-6
con Ac. lictico

Sobrenadante
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vado con agitacién
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Refrigeracibn

si

8
Primeras
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lavado,

no
Desechar|

Esquems (6)

Filtrar Lavar con agua Cristales
fria

Cristales

Lavar_con acetona

Secar a 309C - 609C Yoler a polvo Guardar para
fino su anflisis



Tabla. (17} ENSAYOS DEL LACTATO DE CALCIO. (49)

PRUEBA ESPECIFICACION U.8.p, RESULTADOS DE LA MUESTRA
1. Apariencia - Polve cristalino blanco ~ Polvo cristalino blanm ig. amarillento
2. Solubilidad en agua fria al 20% = Poco soluble - Poco soluble
3. en agua calf al
20% - Soluble - Soluble
4. Solubllidad en aicohol frio ~ Poco soluble ~ Poco soluble
5. Solubilidad en alcohol callente - Algo soluble = Algo soluble
6. Soluclén acuosa 20% calentado
ligeramente - Solucién transparente - Solucién transparente
7. Solucién acucsa 20% més fenolf. - Soluclén t ranaparente -~ BSolucién transparente
8. Motales pesados ,
a) Soln. Aq. 20% + Acetico dil, - La soluclén no se altera ~ La solucién no sec altera
b) Soln. Aq. 20% + NazS - La solucién no se altora - La solucién no sc altera
9. Soln. Aq. 20% + H3804/Ba (N03)2 - La solucién no se altera - La solucién no sc altera
10, Soln. scuosa 208 + ferricianuro -
de potasfo - La solucén pormancce transparente - lLa én p parcnte

11. Acldéz. Titulacién de solucién
Aq. 208+fcnolftalefna. Se necesitaron 0.5 ml de NaCGH 0.1 N ~ Se necesitaron 0.8 ml de NaOH 0.1 N

puara enrojecer la soluclén para enrojecer la solucidn.

12. Soln, Aq. 208 + HNOz+ AgNOy

v
(soin.) ~ La solucién no sc enturbia - La solucién no se enturbia v
13 Arsénico, 1 g de lactato ~
+ 3ml Hipofosafito de sodlo. '
15* B.M.

La solucién no se enturbia « La solucién no se enturbia
14, Punto de fusién 100°C 113°C

Los datos son r 1 de tros deter hechas por triplicada.



DISCUSION DE RESULTADOS
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1.~ Seleccién de cepas de A. niger
Todas las cepas de A. niger ensayadas, presentaron la mayor -

actividad amilolitica entre las 26.5 y 32 h de fermentacién. Se seleccioné~
la cepa No. 2 por ser la mejor productora de glucoamilasa en el menor ---
tiempo como se aprecia en la grifica No. 1 . Esta cepa fué utilizada para

realizar las subsecuentes fermentaciones amilolfticas.

2.~ Resultados de fermentacién de L. delbriieckii ATCC-9649 en un-~
medio de composicién conocida y en un hidrolizado enzfmatico de papa.

Al comparar la fermentacién lactica del hidrolizado de papa y un
medio de referencia, se observé que aunque los rendimientos de 4dcido ---
lictico son comparativamente bajos respecto a lo reportado en la literatura-
cientffica, la diferencia entre ellos no es significativa, lo que indica que -
el hidrolizado de papa es un buen sustrato p-ra realizar la fermentacién -
lictica pero que en esas condiciones attn no se han alcanzado las condi--—
ciones Sptimas de fermentacién.

3.~ Disponibilidad de Aire

Esta fué la primera varlacién hecha al sistema de fermentacién -
lactica con el fin de optimizarlo. Al disminuir la disponibilidad de aire, los
rendimientos en el Acido lictico se incrementaron al favorecer el metabolis-
mo microaerobio de las bacterias.

4.- Disminucién de la cantidad de inéculo
Al disminuir la cantidad de inéculo a 5% los rendimientos en #ci-

do l4ctico aumentaron.
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5.~ Cantidad de extracto de levadura
Se demostré que las necesidades de los lactobacilos por el extrac
to de levadura tienen un punto 6ptimo, que para estas condiciones fué de-
1,5% como lo sugiere también Ohleyer et. al. (30), y que este nutrimento-
a concentraciones altas o bajas de su punto éptimo origina la inhibicién del

metabolismo de la bacteria.

6.- Resumen de resultados
La fermentacién en las condiciones recomendadas nunca dié ren--
dimientos mayores al 50% . Variando esas condiciones y seleccionando las --
dptimas en : microaeréfilia, de indculo 5% y de extracto de levadura 1.5% -

se lograron rendimientos en Acido ldctico hasta el 90%.

7.- Fermentacién de hidrolizado almacenado en diferentes perfodos de
tiempo.

El hidrolizado de papa es afectado por el tiempo de almacenamien

to, los rendimientos de 4cido lictico se vieron disminuidos conforme aumen-

té este tiempo.

8.- Estabilidad del hidrolizado de papa a diferentes perfodos de alma-
cenamiento.

El hidrolizado de papa obtenido de la fermentacién amilolitica y -
almacenado por diferentes perfodos de tiempo presenté disminucién de la -
concentracién de glucosa que se acentud con el tiempo de almacenamiento,-
con una consecuente variacién en los valores de pH del orden de decimas—
de unidad { apenas perceptible ). Mientras que la concentracién de nitrége

no no tuvo variacién.
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9.- Ensayo de lactato de calcio
Los resultados obtenidos en los anéilisis del lactato de calcio son
congruentes con los reportados en la literatura (19,49). El punto de fu--

si6n ligeramente elevado sugiere la presencia de alguna impureza en la --

muestra.
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RESUMEN

La papa se hidrolizé mediante la accién de glucoamilasa produci -~
da por Aspergillus niger . Se seleccioné la mejor cepa productora de la --

enzima.

El hidrolizado se enriquecié con extracto de levadura e inéculo -

con Lactobacillus delbriieckii, procediéndose a variar ciertos parédmetros de

la biosintesis tales como el pH, la disponibilidad de aire, concentraciones -
de extracto de levadura e inéculo, a fin de optimizar el rendimiento de &ci
do l4ctico, el cual se cuantificé por el método de Nanni-Baldini y se sepa-

ré en forma de lactato de calcio.

El rendimiento de glucosa en la hidrélisis del almidén de papa, -
fluctué alrededor del 85%. El mayor rendimiento de 4cido lictico fue de 90%,
bajo las siguientes condiciones de fermentacién : pH inicial 6.0, microaers-
filia, concentracién de extracto de levadura 1.5% y concentracién de inécu-

lo 5.0%.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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CONCLUSIONES

Dc acuerdo con los resultados obtenidos, se concluye que :

El hidrolizado enzimético de papa es un buen sustrato para la -
obtencién de Acido lactico. El proceso de fermentacién lactica debe ser al -
término de la hidrélisis enzimitica pues su almacenamiento no reporté los -

resultados deseados.

Las condiciones éptimas encontradas para la fermentacién lactica-

con este trabajo son : cepa : Lactobacillus delbriteckii ATCC-9649

volumen de inéculo : 5% v/v

extracto de levadura : 1,5%

carbonato de calcio : 2.0%

disponibilidad de aire: condiciones microaerébias
azucares iniciales 3-4 g/100 ml

azlicares residuales : 0.05-0,09 g/100 mi
temperatura : 45°C

pH inicial : 6.0

pH proceso : 4.5

La extraccién del lactato de calcio por el método empleado en es

te trabajo fué adecuada, dada la sencillez y buen rendimiento del método.
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RECOMENDACIONES

1.- Se recomienda ampliar los estudios sobre los métodos de extra

ceién del Acido ldctico.

2.~ Por el {nteres industrial que este trabajo puede presentar, se
recomienda escalar el proceso a volumenes mayores a nivel laboratorio y planta
piloto y ampliar los estudios sobre el uso de levadura de cerveza de desecho-

como posible sustituto del extracto de levadura en la fermentacién léctica.

3.~ Para la fermentacién ldctica se recomienda hacer pruebas del -

proceso en cultive continuo.
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MEDIO DE PAPA

Suspensién de papa 100 ml.,
Na NOj 0.364 g.
KHzPOy 0.109 g.
MgSO; . 7 HRO 0.1025 g.
KC1 0.0057 g.
FeSO4 . 7 Hy0 6.0027 g.
InS0Oy . 7 H0 0.00024 g.
CuSOy |, 5 HpO 0.00021 g.
MnCl; . 4 H0 0.00019 g.

SUSPENSION DE PAPA

300 g de papa previamente lavada y cortada en cuadritos chicos
se pasa a un recipiente, se agregan 800 ml de agua destilada, se deja en
cbullicién a fuego lento hasta obtener una suspensién homogénea, a conti —
nuacién se determinan carbohidratos totales por el método de antrona ajus—

tando entre 4 - 5%, {26,28,31)
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Medio de cultive No. 3

Extracto de levadura
Glucosa

Sol. "A" de sales
Sol. "B" de sales

H20 destilada

(26)
2.0 g.
2.0 8.
0,88 ml.
0.74 ml,
100.0 ml.

Se disuelven los ingredientes en agua y se ajusta el pH entre -

5.5 - 6.0, se esteriliza a 120°C durante 15 minutos.

Sel, "A" de sales

MgSO, . 70  10.0 g.
FeS04 . 7H20 0.5g
NnSOy . 4H0 0.5 g.
Hy0 100.0 ml

Medio de cultivo No. 26

Leche descremada (skim milk)
Jugo de tomate
Extracto de levadura

Agua destilada

Sol. "B" de sales minerales

Acetato de sodio 12,5 g
Tween 80 0.6 g
Ho0 100.0 m1

(6)

100,0 g
100.0 g

5.0g
1000.0 ml

Filtrar el jugo y dejar toda la noche a 10° C; ajustar el pH a -

7.0 y esterilizar a 15 1b/15 minutos.
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MEDIO DE FERMENTACION No. 3 (26)

Glucosa 4.0 g
Extracto de levadura 2.0 g
CaCOj3 2.0 g
Sol. "A" de sales minerales 0.88 ml
Sol. "B" de sales minerales 0.74 ml
Se disuelven los ingredientes en agua y se ajusta el pH entre -

5.5 = 6.0, se esteriliza a 120° C durante 15 minutos.

MEDIO DE FERMENTACION No. 4

Hidrolizado de papa centrifugado 100.0 ml
Extracto de levadura 2.0 g
CaCO3 5.0 g

Se disuelven los ingredientes en el hidrolizado y se ajusta el =----

pH 5.8 - 6.1, se esteriizaal20°C durante 15 minutos.
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Medio de Fermentacidn No. 4-I

Hidrolizado de papa con sbdlidos 100.0 ml
Extracto de levadura 2.0
CaC03 5.0 8
Sol. "A" de sales minerales 0.88 ml
Sol. "B" de sales minerales 0.74 ml

Se disuelven los ingredientes en el hidrolizado y se ajusta

el pH entre 5 - 6 con Acido sulfiirico diluido al 25%, se esteriliza du-

rante 15 minutos a 120° C

Medio de Fermentacion No. 4-II

Hidrolizado de papa con sblidos 100.0 mi
Extracto de levadura 2.0 g
CaCOg 2.0 g
Sol. "A" de sales de minerales 0.88 ml
Sol. "B" de sales minerales 0.74 ml

Se disuelven los ingredientes en el hidrolizado y se ajusta

el pH entre 5 -6 con A&cido sulflirico diluido al 25%,

120° C durante 15 minutos.

se esteriliza a
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METODOS

DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS TOTALES. (28)

Método de antrona

Fundamento

A. Hidrélisis de los polisacdridos a monosacéridos.

B. Deshidratacién y rearreglo de los monosacdridos a la forma fur--
fural, a partir de pentosas o hidroximetilfurfural a partir de hexg
sas,

C. Reaccién del furfural o hidroximetilfurfural con el desarrollador-
de color, para formar un compuesto coloride que se determina --

espectrofotométricamente.,

Los carbohidratos dan un color verde caracterfstico con antrona

y calentandoc en una solucién de &cido sulftrico. El color es debido a la —

condensacién de la antrona con los derivados de furfural a partir de los--

azicares en 4cido caliente, La forma antronol es la que reacciona.

REACTIVOS :

1.

Solucién patron de glucosa ( 1.0 mg/ml en una solucién al 0,15% de -
4cido benzoico), es estable por largos perifodos de tiempo a 0° C.
Selucién base de &cido sulfarico (75% v/v), afadir 750 ml de 4cido -
sulfiirico a 250 ml de agua destilada.

Reactivo de antrona : se agregan 5 ml de etanol absocluto a 200 mg -
de antrona, se llevan a 100 ml con la solucién base de &cido sulfarico,
se agita para su disolucién; este reactivo se prepara cada dfa, el eta

nol sirve para estabilizar el color.
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BLANCO PROBLEMA ESTANDAR
AGUA 1.0 ml
Macerado de papa con 5%
de carbohidratos totales. —=----- 1.0 ml

(dilucién 1 : 1000 )

Solucién estidndar de glucosa

1 mg/ml (disolucién 1:20)  ==-=--- 1.0 ml
BANO DE HIELO
Reactivo de antrona agregar
lentamente con agitacién 5.0 ml 5.0 ml 5.0 ml
Bafio de agua en ebullicién durante 10 minutos
Enfriar en bafio de hielo y leer a 625 nm.
NOTA : Se lee el problema y el estdndar contra un blanco de agua para-

tener mayor especificidad y evitar la interferencia de sustancias.
Los disacéridos y polisaciridos dan cuantitativamente el mismo --

valor de color por mol de glucosa.

CALCULOS :
D.O. _del problema X 5 = concentracién de carbohidratos

D.O. del esténdar totales en g/100 ml.
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CUANTIFICACION DE GLUCOSA (29)

Fundamento :
La glucosa forma con la orto-tohidina en solucién de 4cido acéti-
co caliente una substancia de color verde, que puede determinarse por es-

pectrofotométria.

Reactivos

1. Acido tricloroacético al 3%, funciona como agente desproteini
zante.

2. Solucién patron de glucosa 1 mg/ml.

3. Reactivo de orto-tolidina. Pesar las siguientes substancias :
0.5 g de tiourea. Conservador
9.0 m! de orto-tohidina, Formador del color.
100,0 ml de 4cido acético. Desproteinizador y estabilizador -

del complejo colorido.

Preparacién :
Disolver la tiourea en un poco de 4cido, calentando muy ligera-—
mente, adicionar la o-toluidina y mezclar cuidadosamente, posteriormente -
adicionar 4cido acético hasta la marca del aforo. Guardar en frasco dmbar.

El reactivo os estable por 2 meses.

TECNICA CON DESPROTEINIZACION

PROBLEMA Sol. Std. de glucosa BLANCO

Ac. Tricloroacético 1.0 m] 1.0 ml 1.0 ml



Problema ( dil. 1:20 ) 0.1ml s o

Estandar

PROBLEMA  Sol. Std. de glucosa BLANCO

Mezclar y  Centrifugar

Sobrenadante 0.5 ml 0.5 ml 0.5 m!

Reactivo de color 2.0 m! 2.0 ml 2.0 ml

Mezclar y poner en bafio de agua hirviendo durante 10 minutos ,

en seguida pasar a agua frfa., La absorbancia se lee contra blanco de rea

tivos a 525 mm.

CALCULOS :

D.O del problema = concentracién de glucosa en g/100 ml
D.O del estandar
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CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DEL ACIDO LACTICO (8,34,42)

Principio

Los 4cidos orginicos solubles en agua son separados e identifica

dos por cromatograffa en capa fina. El eluyente usado es éter dietilico =~

4cido férmico

cador de pH o

Material

Placas:

Eluyente:

en relacién 7 a 1 y la deteccién se hace ya sea con un indi

con molibdatoe de amonio.

Se utiliza una placa de vidrio de 20 x 20, silica gel "H" -
aplicador ajustable. Las placas se secan durante 3 - 4 -—~
horas y se guardan en un desecador hasta ser usadas, la
subsecuente activacién por calor es innecesaria.

Eter dietilico saturado con agua y icido férmico _al 88% -
se mezclan en proporcién 7 : 1 por volimen en un embudo
de secparacién, se agregan pequeiias cantidades de agua .-~
destilada con agitacién hasta que se¢ observa saturacién.

La capa acuosa inferior es desechada.

Indicador: Azul de bromofenol al 0.3% y rojo de metilo al 0.1% se di--

suelven en etanol al 96%.

Procedimiento :

Eluyente:

La cdmara de cromatograffa se llena con el eluyente hasta-~

cubrir un centimetro de profundidad, tapandola con una placa de vidrio y-

sellando con vaselina. Dejar saturar la cdmara por 24 horas.

Muestras

¢ Con ayuda de un tubo capilar se coloca una pequefia can

tidad de muestra (aprox. 10 .1 ) conteniendo aprox. 30/ g de icido ( o -
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su sal ) se aplican en solucién etandlica a 2.5 cm del fondo de la placa y-

con una separacién de 2 ~ 3 cm entre si.

Despiies del desarrollo del cromatograma y para prevenir la dis-
minucién de cetoicidos, las placas se secan al aire por 4 horas apréximada

mente hasta evaporar el icide férmico y el éter.

Revelado: El indicador se rocfa con un atomizador gobre la placa, los
4cidos aparecen como puntos amarillos sobre un fondo azul obscuro.

Rf de 4cido lactico: 0.6.
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TABLA No. DETECCION CUALITATIVA DE ACIDO LACTICO (8,34)
Muestra : Mosto fermentado del medio 4-1V

Método Cromatografia en capa fina

Placas : Placas de vidrio de 50 x 200 m.m. recubier

tas con gel de silice,

Cantidad de muestra utilizada s 10 1.

Eluyente : Dietil éter - 4cido férmico 7 ;1
Indicador : Azul de bromofenol - rojo de metilo
Identificacién : Manchas amarillas en fondo azul

Ry Estdndar = 0.62
0.62

Rp Problema

200 mm
137 mm
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CUANTIFICACION DEL ACIDO LACTICO

( Método de Nanni y Baldini ). ( 29 )

Principio :
La muestra desproteinizada se trata con Cu$04.5H20 y con ---
Ca(OH); para eliminar el piruvato interferente. Asi el CuS04.5H20 se afa
de junto con H2SO4 concentrado el cual bajo la influencia del calor convier
te el 4cido lactico en acetaldehido. Este reacciona con Para-hidroxidifenilo-

produciendo un cromoforo violeta, que tiene su mixima absorcién a 568 nm.

Reactivos :

1.  Solucién patrén de &cido lActico. 0.2133 g de lactato de fitio sem se disuelven
en 100 ml de agua destilada, junto con 1 ml HyS04,5elleva a un volGmen
final de 1 litro con agua destilada, quedando una concentracién final -
de 20 mg/100 ml.

2, Solucién de para-hidroxidifenilo: 150 mg de para-hidroxidifenilo, se -
disuelven en 10 ml de etanol absoluto.

3.  Solucién de sulfato de cobre : CuSO4. 5H20 al 20% (w/v).

4.  Solucién de sulfato de cobre CuSO4.5H30 al 158 (w/v).

5. Hidroxido de calcio Q. P,

6.  Acido sulffirico concentrado.

Método
La derminacién se realiza con la solucién patrén, muestra proble
ma y blanco simultaneamente.
1 ml, de solucién libre de protefnas conteniendo de 10 a 200 mg~
de 4cido lictico se colocan en un tubo de 15 x 110 mm. Se agrega un ml-
de sulfato de cobre al 20% y se lleva a un volimen final de 10 ml con agua

destilada.
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Se agrega un gramo de hidréxido de calcio, los tubos se tapan-
y se agitan vigorosamente, por perfodos de 30 segundos a intervalos de 5-

minutos por 30 minutos, al fin de los cuales se centrifugan los tubos.

Un m! del sobrenadante se pipetea en un tubo de 15 x 180 mn.,
se coloca en un bafio de hielo y se afiaden 0.05 ml de sulfato de cobre al
15% seguido por é mi de Hp504 concentrado que se afiade lentamente con

agitacién continua, goteando de una bureta.

Cuando todo el 4cido se ha afiadido, los tubos se agitan vigoro -
samente, se tapan y se transfieren a un bafio de agua a 60 + 1° C por -
30 minutos, se enfrfan de 8 a 10° C y se agrega 0.1 de para-hidroxifenilo

y se agita vigorosamente.

Los tubos se colocan en un bafio de agua a 29% 1° C por 30 mi--
nutos, seguido por 90 segundos de baific de agua en ebullicién, con este -

tratamiento se elimina cl exceso de para-hidroxidifenilo.

Inmediatamente despfies de este tratamiento, los tubos se enfrian
en bafio de hielo y se mide la extincién de 568 nm contra blanco de rea-

tivos.,
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CUENTA DE ESPORAS DE A.NIGER (16,27)

( Método de la cdmara de Neubauer )

Material :

Pipetas de Thoma para glébulos rojos.
Boquilla

Cimara de Neubauer

Microscopio 6ptico

Gradilla

Muestras de esporas en suspensién.

Procedimiento :

Llenar con muestra homégenea la pipeta de Thoma hasta la marca de 0.5
Con una gasa limpiar la parte externa de la pipeta.

Diluir con solucién de Tween 80 al 2%

Agitar durante 3 minutos para mezclar perfectamente.

Colocar el cubreobjeto sobre la cdmara de Neubauer,

Descartar las primeras 4-5 gotas de la pipeta y llenar la cdmara por -
uno de los bordes del cubreobjetos.

Dejar que el liquido penetre lentamente entre la cuadricula y el cubre
objeto hasta que la plataforma de recuento esté cubierta.

Dejar reposar de 3 a 5 minutos sobre la platina del microscopio.

Con objetivo de 40X se cuentan las esporas contenidas en 80 cuadros
pequefios, un central y cuatro de los extremos (del cuadro central - ~

de 1 mm? .
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Célculos

Si se considera que el reticulo central tiene 400 cuadritos, se -

realizara el siguiente célculo :

N x 200 x 10 x 400 = N x 10 000 = cantidad de esporas por mm3
80

N = Namero de esporas contadas.
200 = Factor de dilucién.

10 = Correccién por la altura de la cdmara.
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