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CAPITULO I. 



El leido lnctico es de gran importancia por la amplia vario 

Liad de usos que tiene en la industria. 

Es un producto que se importa en su totalidad por no produ-

cirse en Móxico, lo que genera una considerable salida de divi 

sas. 

La posibilidad de que se produzca en el país es amplia ya - 

que se cuenta con disponibilidad continua do las materias pri-

mas quo so utilizan en su producción. 

El ácido láctico se puedo obtener a partir de la fermenta—

ción de sustratos ricos en carbohidratos como melazas, maíz, -

papa, trigo, sorgo, etc. De estos productos, la papa os ol sua 

trato con mayor posibilidad por lo siguiente: ol cultivo de la 

papa se realiza en varios Estados de la Ropdblica Mexicana en-

todas las apocas del año. Su producción actual anual es do ---

960,000 toneladas, do las cuales el 12% so considera papa do -

desecho por no cumplir con 'las características que el mercado-

solicita para sor empleada como alimento. Es factible utilizar 

asta papa como sustrato en la obtención do bid() láctico, por-

qUO tiene un bajo valor comercial (5,6,9,18,23,30,34). 
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ANTECEDENTES • 
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La obtención do acido lIctico utilizando papa como sustrato 

se ha estudiado desde tiempo atrds. En 1950, Gordon et al (6), 

Maldonado y Garduño en 1984 (23), 194ez y Ranfroz en 1988 (304 

utilizaron la acción enzim4tica de Aspergillus niger, para la -

conversión del almidón de la papa on azdcaros y la posterior -

fermentación do setos a leido letctico por bacterias láctions. 

A partir de 1981, para obtener compuestos de bajo costo, se 

han disoflado fermentaciones en las que se utilizan productos - 

amilticeos como sustrato; en estos procesos el almidón se hidro 

liza y fermenta simultóneamente, proceso que so define como sa 

carificación y fermentación simultóneas (SSF). Estos procesos-

han sido utilizados para obtener etanol con ol fin do emplear-

lo como energótico (24). 

En 1981, Ueda ot al (45) reportaron la producción de etanol 

on un proceso quo realizaron en una sola etapa, para ello uti-

lizaron como materia prima raíz de mandioca; glucoamilasa pro-

ducida por A. nigqr y A. nwamorl y fermentaron con §Apcharpaz-

£91 coreviceae. 

Lee et al (20), en 1983, describieron un proceso continuo -

do sacarificación y fermentación simultheas de almidón utili-

zando una cepa de Zvmomonas mobilis para producir etanol. 

Tambión en 1983, Saha y Ueda (36) reportaron la efectividad 

do la fermentación alcohólica del camote, sin cocimiento pro--

vio, usando una preparación de glucoamilasa do Endomvcoppiq --

fibuligora, y la ferMentación alcohólica la realizaron con ...... 
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Saccharomyces cereviceqp. 

En 1986, Lee et al (19) llevaron a cabo una SSF alcohólica-

utilizando almidón de cago y cdlulas inmovilizadas do Evmomo.-

nos mobilis. 

Mátsumura e Hirata (24) disonaron una SSF para producir al-

cohol mediante un modelo cindtico en el que usaron glucoamila-

so do Rhílopus  nivelo  y fermentaron con SAccharomypes uvarum. 

Baseindose en los estudios antes mencionados: 

El OBJETIVO PRINCIPAL del presente trabajo es la obtención-

de leido 14ctico a partir de papa de desecho mediante una fer-

mentación simulthea utilizando Asnergillus minar y Lactobaci-

142, dalbrueckii ATCC-9649, y como OBJETIVOS ESPECIFICOS los -

siguientes: 

1.- Preparar la suspensión do papa a partir del sustrato --

crudo. 

2.- Establecer el tiempo óptimo de esterilización del medio 

de papa. 

3.- Establecer la concentración óptima de papa en el media-

do cultivo. 

4.- Optimizar la metodología para efectuar la fermentación-

lIctica. 

5.- Sustituir el extracto de levadura por agua do levadura-

en la fermentación Ióctica. 
6.- Probar el proceso para una fermentación simultónea con. 

Aspergillus niger y Lactobactllus delbrueckii ATCC-9649 para - 
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la producción do ácido láctico, adecuando las condiciones do - 

experimontación en un rango intermedio para ambos microorganis 

mas. 

7.- Realizar la extracción y purificación del lactato de 

calcio. 
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CAPITULO III. 

GENERALIDADES. 
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El ácido Láctico o ácido 2-hidroxipropiánico, C3H603, de pe 

so molecular 90.08, es un liquido incoloro o amarillento, trans 

parente, viscoso, inodoro, do sabor ácido, muy higroscópico, -

soluble on agua, alcohol o éter en todas proporciones. El áci-

do láctico es ol hidroxiácido más simple con un átomo do carbo 

no asimétrico. Es el constituyente ácido primario de la leche-

agria y un compuesto normal en la sangre y tejido muscular de-

los animales (12,26,30). 

Los usos del ácido láctico so dividen en 2 categorías prin-

cipales: comestible e industrial (30,33). 

En el mercado existen 4 grados do pureza de ácido láctico:-

1) crudo (22%), 2) comestible (44-50%), 3) plástico (más del -

50%) y 4) USP (85%) (38). Segán los grados de pureza, los usos 

del ácido láctico son: 

1.- Grado crudo: teñido de sedas y lanas, preparación de --

cueros, desecado do pieles, encurtido de vegetales, pastas de-

soldar, adhesivos, limpiadores y pulidores, electrodeposición, 

reveladores litográficos, tintas espaciales, disolventes. 

2.- Grado comestible: acidulante, confitería, inhibidor de-

bacterias en la fermentación, manufactura do cerveza y bebidas 

efervescentes, fabricación de levadura, ajustar el pH en aguas 

duras, saborizante, productos do panadería, conservador. 

3.- Grado plástico: industria de plásticos. 

4.- Grado USP: farmacia, comestibles, plastificante, catan 

zador do resinas fenol-aldehidicas. 
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Derivados del Acido lictico: 

Lactato do calcio: calcioterapia. 

Lactato de fierro: tratamiento de las anemias. 

Lactato de aluminio: antiperspirante. 

Lactato do cobro: olectrodeposición. 

Lactato do antimonio: tintorerías. 

• Lactato de sodio: plastificantes y disolventes. 

- Lactatos do etilo y n-butilo: lubricantes y disolventes -

(11,16,18,30,33). 

La producción do ácido 1/atice) so lleva a cabo por 2 meto--

dos: químico y microbiológico. 

▪ METODOS QUIRICOS.- 

a) Reacción entro acetaldohfdo y monóxido de carbono, a una 

temperatura do 20000 y 900 atm do presión. 

b) Por hidrólisis de la cianohidrina del acetaldohido prepa 

rada a partir de acetaldeddo y Acido cianhídrico. 

e) Por hidrólisis del Acido 2-cloropropiónicol  obtenido por 

la cloración del ácido propienico. 

d) Por roacción del hidróxido do plata con Acido 2-bromopu 

piónico (30). 

- METODOS MICROBIOLOGICOS.- 

En 1,1 obtención por mótodos microbiológicos se utilizan una 

gran variedad do sustratos ricos en carbohidratos entro ellos 

los productos amillecos (6). 

El almidón es un excelente sustrato; para sor utilizado 0S- 
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necesaria una etapa de protratamiento para convertirlo a azdca 

res fermentables. Esta conversión se lleva a cabo mediante el-

efecto combinado de molienda, calentamiento y el uso do enzimas 

microbianas (14). 

Para liberar los carbohidratos do los almidonas, se realiza 

una hidrólisis con las enzimas amiloJlticas de Asoergillus ni-

ga. Los ¿ladeares así obtenidos son fermentados por bacterias-

lácticas (Lactobacillus delbrueckil) en condiciones microaerd-

filas y a una temperatura de 45-500C; el leido láctico so ob-

tiene como lactato de calcio (5,11,14,16,30,33). 

Una vez efectuada la fermentación do los azdeares hasta d'al 

do láctico, se observa que a partir de una moldcula de glucosa 

so obtienen 2 mollaulas de ácido láctico, por lo que, al fer—

mentar 180 gramos de glucosa se producirán 180 gramos del lei-

do de acuerdo con la siguiente reacción: 

C61112°6--1" 2 CH3CHOHCOOH 

180 g. 	 2 x 90 g. 

Sin embargo, en la práctica nunca se obtiene el 100% de ron 

dimiento, ya que una parto do los carbohidratos los utilizan -

los microorganismos en su metabolismo. Para la industria, un -

rendimiento aceptable es del 85% (18,30). 

MÉTODOS DE EXTRACCION.- 

Las tdcnicas para extraer el (toldo fáctico vedan sogdn lo-

calidad que de este se desea obtener, de tal forma que las ex-

tracciones más frecuentes son (18): 
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a) RecristalizaciA del lactato de calcio.- Al terminar la-

fermentación, el mosto se filtra para eliminar residuos sólidos 

y biomasa (30). Al liquido se le añade CaCO3 hasta pH 10, so -

calienta y filtra. A la solución caliento so la agrega carbón-

activado para eliminar color e impurezas (5). Posteriormente - 

se concentra hasta el 32% del volumen original y se permite la 

cristalización del lactato de calcio a temperatura de 4-50C --

(16,18,30,33). Por dste mdtodo so obtiene leido lóctico en sus 

grados comestible, plIstico y USP (38). 

b) Recristalización de l lactato de zinc.- Algunas veces es-

conveniente preparar lactato de zinc, debido a su baja solubi-

lidad (5). 

En un mdtodo, al fermentado se le agroga ZnO, se deja repo-

sar durante 8 días y despuds se calienta a ebullición, se fil-

tra, decolora, se concentra la solución y se cristaliza la sal 

en agua caliente (12,30). 

Un segundo mdtodo consiste en transformar el lactato de cal 

cio a la sal do zinc mediante el uso do ZnSO4  o ZnCO3 (33,38). 

c) Preparación do lactato de metilo.- La solución acuosa de 

ácido lóctico se concentra (10,30). Luego so añade metanol al-

/cid°, so adiciona HpSO4 que cataliza la esterificación cuando 

la mezcla se calienta a 1009C (30,33). El producto so separa -

de la mezcla de alcohol y agua por arrastra de vapor (10). 

El lactato de metilo so fracciona a presión atmosfórica en-

una 2oluala resistente a la corrosión. La solución acuosa resi 
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dual procedente do este ti%t.waiento es el ácido litctico do ca-

lidad USA (5,16,30). 

d) Oxidación  IQ impurepas orgIni£11.- Al oxidar los licores 

crudos de los lactatos o al ticiL:o 11;:re con ila0C1, KMn04, 

Ca(C10)2, K2Cr04, HNO3, C12(gas), 03(gas), se obtiene una puri 

ficacic5n parcial del ácido láctico. Por este proceso se obtie-

ne /oído de grado comestible (33,36). 

o) Extracción  un &ter isopronflico.- El leido láctico se -

extrae del liquido de fermentación con &ter isopropflico, pero 

el proceso es ineficiente y peligroso porque el disolvente es-

inflamable y forma peróxidos explosivos (30,33,38). 

f) Destilación fraccionada.- Cuando se calienta el leido --

láctico a su punto de ebullición, se ocasiona la autoesterifi-

cación con formación do poliÓsteres volátiles, lo que indus—

trialmente hace impracticable al mótodo (30,33,38). 
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CI,RACTER:=ICW) DE Aspergillus  nkgor.- 

Los asporgilos son hongos filamentosos saprófitos (21), ca-

paces de desarrollar en muchos sustratos (32), por lo que cons 

tituyon la principal fuente de contaminación de los diversos -

medios de cultivo (46). 
Asperaillus niger, y algunas otros especias, so pueden adap-

tar e la vide parasitaria causando otomicosis, infecciones en-

piel, nariz, orbitales, cardiovasculares, asma y aspergilosis-

pulmonar (21,30,46). 

Las colonias jóvenes de AseerAllUs  nua son blancas, lige 

remonto amarillentas, sobre las que van apareciendo puntos ne-

gros que son las cabezas asporgilares, tipicamente radiadas y-

globosas, que alcanzan hasta 1 mm do dilmotro, presentando co-

nidióforos de tamaño variable y vesículas globosas de p¿redes-

delgadas, de 20 a 50 micras de dittmetro, con esterigmas en una 

serio (23,30). 

- IMPORTANCIA.- El ascomiceto I. migar y otros del misno g/ 

nen, so utilizan en la producción comercial do glucoamilasar 

enzima que digiero los almidones y los transforma en (ideares-

simples, los quo son fermentados por otros microorganismos Pa-

ra obtener diferentes productos (1). 

- ACTIVIDAD EUZIMATICA.- La acción hidrolitica do A. nigoz-

sobre ol almidón so debe a la 0<-amilana y a la glucoamilasa... 

iluchos microorganismos producen glucoamilasa, pero al mismo --

tiempo tienen una considerable producción do transglucosidasa, 
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enzima cuya importancia estriba en que reduce loe rendimientos 

de glucosa obtenida a partir del almidón, pues produce glicosa 

clridos no fermentables con enlaces ca(.-1,6 (23,30,32,37). 
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CARACTERUTICAS DE LactobacilAus delbrueckii.- 

- NORFOLOGIA.- Los lactobacilos son bacterias Gram positi—

vas, en forma de bacilos regulares, no esporulados, aislados o 

formando cadenas cortas. En la especie delbrueekii, los bacilos 

miden 0.5-0.8 micras de ancho por 2-9 micras de largo, con ex-

tremos redondeados y revelan granulaciones internas cuando se-

tiñen con azul de metileno (2,30). No son móviles y las colo—

nias normalmente son rugosas y no pigmentadas. El desarrollo -

en medio sólido so aumenta por anaerobiosis y presencia do CO2  

en concentraciones dei 5 al 10%. En medio líquido, el microor-

ganismo desarrolla en todo el caldo y las cdlulas se sedimentan 

despuds de que el crecimiento cesa. El sedimento es terso y hn 

mogdneo; nunca se forman películas (2,3). 

- CONDICIONES DE NUTRICION Y DESARROLLO.- Los lactobacilos-

son microorganismos extremadamente exigentes y delicados, pues 

no salo requieren carbohidratos como fuente de energía y corbo 

no, sino tambidn peptona, extractos de carne y levadura y su—

plementos como jugo de jitomate, manganeso, acetato y dsteres-

de dcido oleico, especialmente Tvieen 80, que son esenciales pa 

re la mayoría de las especies. 

Los lactobacilos desarrollan mejor en un medio ligeramente-

leido de 05.5-6.2, en condiciones microaerófilas o anaerobios 

y en un rango de temperatura de mesófilo a ligeramente termófi 

lo (30-400C como óptimo) (2,3,7,30,42). 

-CAPACIDAD DE FERMENTACION.- Las cepas do Lactobacillus  
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de1bruockii forman leido sin gas a partir de glucosa y otros -

carbohidratos; son típicamente homofermentativos, producen ---

D(-)ócido lIctico como principal producto carbonado final del-

metabolismo do los carbohidratos (2,3). 

- PROCEDIMIENTOS DE CONSERVACION.- Para la conservación du-

rante un periodo do tiempo corto, los cultivos se desarrollan-

en medio MRS, el cual so incuba hasta que el desarrollo sea vi 

siblo, se refrigera a 4-5°C y so transfiere mensualmente. 

El mdtodo de elección para la conservación por un periodo -

largo da tiempo os la liofilización (3,8). 
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CAPITULO IV. 

PARTE 

EXPERIMENTAL. 
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Los microorganismos empleados fueron: 

1.- Una copa do Asporgillus  nigor proveniente del Laborato-

rio de Microbiología Experimental da la Facultad de Química, 

UNAM, a le cual so lo comprobó, en una tesis anterior, su capa 

cidad amilolftica. 

2.- Una cepa do Lactobacillus dolkrueckkl ATCC-9649, prove-

niente del Copario de la Facultad do Qufmica, UNAM, caracteri-
zada como productora de ácido láctico. 

Este trabajo so dividió en 5 etapas que corresponden a: 
I.- Comprobación de la pureza do las copas a emplear y con-

servación do las mismas. 

II.- Selección de la metodología para la preparación del me 

dio de papa y determinación de glucosa. 

III.- Obtención de ácido láctico en un proceso fermentativo 

de 2 fases: 

3.1. FASE I.- Fermentación amilolftica (FA): 
Durante asta se ofenda la hidrólisis del almidón do papa -

hasta glucosa, mediante la acción de la glucoamilasa que sinta 

tiza Aspersillus  

3.2. FASE II.- Fermentación láctica (FL): 

La glucosa libre obtenida en ló fase I se fermenta con un -
cultivo de LactobacW.qa dolbrueckit ATCC-9649 hasta Aldo itla 
tico. 

IV.- Obtención do ácido láctico on un proceso de fermenta—

ción simultánea en el que se inoculó a Asoorgillu  nigor y Lar 

tobacilluo dolbruelW. ATCC-9649. 



-22- 

V.- Extracción del leido láctico como lactato de calcio. 

i 



I.- COMPROBACION  DE PUREZA Y CONSERVACION DE LOS =ríos.  

1.1.— Asoargillep migar:  

La cepa de t,seergillus ni ex so sombró on tubos inclinados-

con medio de agar Dextrosa-Sabouraud (apóndice 9.2.1.1), so in 

cubaron durante 7 días a 280C, se verificó la pureza mediante-

microcultivo en el que se observaron las características micros 

chicas del hongo. 

Para conservar la cepa, los cultivos se mantuvieron en re—

frigeración a 4-5°C y so resembraron cada 3 meses en el media-

tintas indicado. 

1.2.- Lactobacillus delbrueckil  ATCC-9649: 

La copa de Lactobacillus dolbruockii ATCC-9649 provenianto-

dol Cepario de la Facultad de Química, se recibió sombrada en-

un tubo inclinado que contenía agar AOAC, el cual so había in-

cubado 8 días a 45°C. A ese cultivo so le agregaron 5 ml de --

caldo AOAC ostóril (apóndice 9.2.2.2) y so incubó a 40-450C du 

rento 48 horas para propagar el cultivo. Una vez efectuado lo 

anterior, la cepa se resembró en tubos do 13x100 con tapón de-

rosca conteniendo unos caldo AOAC y otros caldo MAS (apÓndice-

9.2.2.3), se incubaron 48 horas a 40-42°C, se mantuvieron en -

refrigeración, so resembraban mensualmente en los 2 caldos in-

dicados y se verificaba la pureza mediante Unción do Gram y 

tinción con azul do metileno, obsorvIndoso las caracterfsticas 

propias del microorganismo. 
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1.- COMPROBACION DE PUREZA Y CONSERVACION DE LOS CULTIVOS. 

1.1.- Assergillus niger: 

La cepa de Aseergillus :ligar se sembró en tubos inclinados-

con medio de agar Dextrosa-Sabouraud (apéndice 9.2.1.1), se in 

cubaron durante 7 días a 280C, se verificó la pureza mediante-

microcultivo en el que se observaron las caractortsticas micros 

chicas del hongo. 

Para conservar la cepa, los cultivos se mantuvieron en re—

frigeración a 4-5°C y so resembraron cada 3 meses en el medio-

antes indicado. 

1.2.- Lactobacillus delbrueckik ATCC-9649: 

La copa de Lactobacillus delbruockii ATCC-9649 proveniente-

del Cepario de la Facultad de Química, se recibió sembrada en-

un tubo inclinado qua contenta agar AOAC, el cual se habla in-

cubado 8 dios a 45°C. A ese cultivo so lo agregaron 5 ml de --

caldo AOAC ostóril (apdndice 9.2.2.2) y se incubó a 401-450C d1 

rante 48 horas para propagar el cultivo. Una vez efectuado lo-

anterior, la cepa se resembró on tubos de 13x100 con tapón de-

rosca conteniendo unos caldo AOAC y otros caldo MRS (apdndice-

9.2.2.3), so incubaron 48 horas a 40-42°C, se mantuvieron en -

refrigeración, so resembraban mensualmente en los 2 caldos in-

dicados y se verificaba la pureza mediante Unción do Gram y -

Unción con azul do metileno, observIndose las características 

propias del microorganismo. 
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II.- SELECCION DE Iá METODOLOGIA P 	II 11EPARACION 111 --
yping  DI PIPA Y pETERMIIA.CION DE GLUCOSA. 

2.1.- Preparación del medio de papa: 

En trabajos anteriores (23,30) la preparación del medio de-

cultivo so efectuó sometiendo a la papa a un cocimiento duran-

te 2 horas, previo e la esterilización. En esto trabajo so de-

terminó la factibilidad de omitir el cocimiento do la papa y -

obtener una concentración do carbohidratos totales ,similar a -

la obtenida con esto pretratamiento del sustrato. Con tal finm,  

se pesaron 250 g de papa cruda y sin pelar, estos so homogonol 

zaron con agua para obtener 1 litro do suspensión a la que se-

nftadieron sales (apendice 9.2.3.2). 

La suspensión so dividid en 4 lotes; 3 do ellos fueron soma 

tidos a esterilización a una temperatura de 118°C y tiempos de 

calentamiento de 15, 30 y 45 minutos, procediendoso a determi-

nar en los 4 lotes los carbohidratos totales por el mdtodo de-

nntrona (aphdice 

Con base en los resultados obtenidos (tabla 1) se seleccio- 

nó el tiempo do 30 minutos do esterilización, mismo que fue 

aplicado en la preparación del medio de cultivo empleado en 

las siguientes etapas del estudio. 

2.2,- Evaluación do 2 mdtodos para la doter2izaoida do glu-

cosa: 

So compararon 2 mótodos para la cuantificación do glucosa 

consideundo el ;tenor costo do reactivos, menor grado de canta 
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minación, seguridad personal y conficbilidad. 

Los mdtodos valorados fueron: 

a.- Mdtodo do orto-toluidina (apIndice 9.3.3.1). 
b.- Mdtodo do Nolson-Somogyi (apéndice 9.3.3.2). 

Las pruebas so realizaron en medio MPc/S (apdndico 9.2.3.2) 

inoculado con Asnergillus ;ligar bajo los siguientes condicio-. 

nos experimentales: 

- Papa: 350 g/litro 

- Indculo do A. Iújlz: 10% v/v 

- Incubación: 24 horas a 2800 y 200 rpm. ERA: Se conservó- 

un testigo SIN inocular (ver tabla 2). 
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III.- CBTEMION DE ACIDO L'CTICO 	IM PROCESO FERIENTATIVO 

DE DOS FASES. 

3.1.- FASE I: FERI.MTACIOU AMILMITICA (FA). 

DIAGRAMA DE TRABAJO. 

Copa de Aseergillus nigop  

         

Comprobación de pureza 

    

Microcultivo 

 

     

         

'Activación do la cepa 

       

     

Cultivo baso 

 

      

       

Preparación del inóculo 

     

Proparación del 
medio do cultivo 

Hidrólisis onzimótica 

Hidrolizado con sólidos y biomasa 

Esterilización en autoclave 
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3.1.1.- Preparación del inóculo de ásperf011us niger y ada2 

tación al medio de cultivo a base de papa. 

La cepa do A. niger, se sembró en un matraz Erlenmeyer de --

300 mi conteniendo 50 ml de agar Dextrosa-Sabouraud (apóndico-

9.2.1.1), el cual se incubó a 28°C durante 7 das; al tdrmino-

do esto tiempo se lo adicionó la cantidad necesaria de solución 

de Twoon 80 al 0.2% para preparar una suspensión de esporas --

con un numero aproximado do 80x106/m1 (tdcnica do canteo en la 

ctmara de Noubauer, apdndice 9.3.1). So adicionaron 4 ml de ds 

ta suspensión a un matraz Erlenmoyer de 300 ml que contonía --

100 mi de medio estóril do papa MPc/S de 350 g papa/litro (apón 

dico 9.2.3.2), se incubó a 2800 y 200 rpm durante 24 horas (ta 

bla 3 y grófica 1) tiempo que tarda en iniciarse la hidrólisis 

del almidón. El cultivo as/ obtenido so marcó como "indculo de 

Asnorgillus  aluno. 

3.1.2.- Hidrólisis enzimdtica del almidón. 

Del matraz marcado como "imiculo do A. piger" se tomaron vo 

Mismos de 10 mi que se transfirieron a cada uno de los matra-

cas Erlenmeyer de 300 ml quo contenían 100 ml do medio estóril 

MPc/S (inciculo do 10% v/v); dospuds de esta operación, los ma-

traces sembrados se incubaron a 28°C, 200 rpm y se determinó -

el tiempo en el cual se obtiene la mayor concentración de glu-

cosa, la cual se cuantificó cada 24 horas por el mhodo do or-

to-toluidina (apdndice 9.3.3.1), observIndose que la mayor con 

contración de glucosa so obtiene a las 48 horas de incubación- 
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(tabla 4 y gráfica 2). 

3.1.3.- Hidrólisis onzimótica del almidón do papa. 

Una voz establecidas las variables experimentales para la -

fermentación amilolftíca (FA) se procedió a comprobar el tiem-

po de hidrólisis del almidón; para ello se corrieron 4 fermen-

taciones, cada una por quintuplicado. En astas so mantuvieron-

las condiciones iniciales que corresponden a matracas Erlonmo-

yer de 300 ml conteniendo 100 ml de HPc/S do 350 g papa/litro-

(apóndice 9.2.3.2) y esterilizados a 118°C durante 30 minutos; 

pH 5.5-6.0, temperatura do 28°C; agitación de 200 rpm; ináculo 

do A. niger de 105 v/v y tiempo de fermentación de 48 horas — 

(tabla 5). 

Los mótodos utilizados en las determinaciones fueron: 

• Carbohidratos totales: antrona (apóndice 9.3.2). 

- Glucosa: Nelson-Somogyi (apÓndice 9.3.3.2). 

Al finalizar las fermentaciones amiloliticas se esterilizó-. 

el hidrolizado a 118°C durante 15 minutos, con lo que so obtu-

vo el modio base para la fermentación lletica. 



3.2.- FASE II: FER:IENTACION LACTICA (FL). 

DIAGRAMA DE TRABAJO. 

Cepa do Laltakaallku delbrueckii  ATCC-9649 

Comprobación do pureza 

    

Cultivo baso 

    

       

       

       

Preparación del inóculo 

   

Medionara la fermenta 
ción láctica 
(MHPc/Nmod). 

Fermentación lIctica 

Extracción del (toldo l&tico 
como lactato de calcio 

Rendimiento 
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3.2.1.- Fermentación láctica (FL). 

La segunda faso consistió en la fermentación do la glucosa-

obtonida on la faso I mediante la acción metabólica de 6121211a-

cillus delbrueckii ATCC-9649'para obtener ácido láctico. 

Para el desarrollo do los lactobacilos el hidrolizado do pa 

pa, que contenía sólidos y biomasa, so Complementó con nutri--

montos esenciales y se le agregó CaCO3  (medio WfPc/Nmod, apJn-

dice 9.2.3.3). 

3.2.2.- Preparación del inóculo de Ia2Iobaciltug dolbrueckit 

ATCC-9649. 

Con el fin de favorecer el metabolismo microaerofflico do -

los lactobacilos, en tubos do 13x100 con tapón de rosca, so c2 

Tocaron 5 ml do medio #3 (Mac, apholndice 9.2.2.3) y se estorl 

lizaron durante 15 minutos a 121°C. Posteriormente se sombra-- 

ron con 0.25 ml de un cultivo de 48 horas de 	delbrupclit .--

ATCC-9649 obtenido en medio AOAC o medio MRS (apIndice 9.2.2.1 

Y 9.2.2.2, respectivamente). Los tubos asf preparados se incu-

baron durante 48 horas a 40-42°C. 

3.2.3.- Condiciones para la fermentación lóctice. 

En trabajos anteriores (23,30) se establecieron condiciones 

experimentales para la fermentación láctica, las cuales se pr2 

sontan a continuación: 

- Matraz utilizado: Erlonmoyor do 125 ml con tapón de algo. 

dón. 

- Aoreación: condiciones microaerofflicas. 
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-.Agitación: SIN agitación. 

- Extracto de levadura: 1.5% 

CaCO: 2% 

- pIi inicial: 6.0 

- Temperatura: 4500 

Indculo do h. delbrueolsik ATCC-9649: 5% v/v. 

pH proceso: 4.5 

- Tiempo de fermentación: 168 horas. 

Para date trabajo, so modificaron algunas de estas condicio 

nos y fueron las siguientes: 

- Matraz utilizado: Erlenmoyer de 125 ml con tapón de hule - 

(figura 1). 

- Agua de levadura al 20% (utilizada en lugar del extracto-

de levadura): 15 m1/100 ml de medio. 



Algodón 
Capuchón de papel 

Tapón de hule 

Aguja 

1óctica 

	 Medio para la 
fermentación 
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FIGURA 1.- Esquema del matraz para la fermentación láctica. 
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3.2.4.- Fermentación láctica (FL). 

Con el fin do determinar la cantidad do papa para obtener -

el máximo rendimiento do &cid° láctico, el contenido de papa/-

litro de medio se varió on la siguiente forma: 

- Loto 1: 150 g papa/litro. 

Loto 2: 200 g papa/litro. 
- Loto 3: 350 g papa/litro. 

Cada fermentación se llevó a cabo por triplicado o quintu—

plicado, en matraces Erlonmeyer de 125 ml conteniendo 100 ml -

de medio MliPc/Nmod (apéndice 9.2.3.3). 



Indculo do A gniger 

Indculo do L. 
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IV.- OBTENCION DE ACIDO LÁCTICO EN UN PROCESO DE FERMENTA, 

CION SIMULTANEA  EN EL 911 SE INOCULO A Aspergillus  algáz y. lec- 

tobacillus 4plbrueckii ATCC-212. 

4.1.- FERMENTACION SIMULTANEA (FS). 

DIAGRAMA DE TRABAJO. 

Medio de papa para la fermentación simultánea 

Esterilización 

Fermentación simultánea 

Extracción del ácido láctico 
como lactato de calcio 

Rendimiento 
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4.2.- Fomentación simult/noa (FS). 

En esta parto del proyecto so llovó a cabo la fermentación-

ldctica en una sola etapa, desde almidón do papa hasta acido - 

14ctico, para lo cual, y con baso on los experimentos anterio-

res, so mezclaron los 2 medios de cultivo empleados anterior--

mente, resultando el que se denominó como "medio do papa para-

la fermentación simultgnoa, MP/FS" (n'Adíe° 9.2.3.4), mante-. 

nióndose le esterilización durante 30 minutos. 

4.3.- Preparación de los inlculos microbianos. 

Los indculos de AsoorRillus niger y Iactobacillup delbrueckik 

ATCC-9649 so obtuvieron on la forma antes mencionada para la - 

formontación amilolltica y fermentación lIctica, rospoctivamen 

te. 

4.4.- Condiciones.para la fermentación simultánea. 

Para elegir las condiciones experimentales, so tuvieron en-

cuenta las condiciones óptimas de desarrollo de los microorga-

nismos empleados, asi como la actividad óptima de las enzimas-

purificadas involucradas reportadas en la billiograda (1,2,3, 

14): 

MICROORGANISMOS ENZIMAS 

A. al= L.dolbruckll 0C-amilasa Cluc2 
amilasa Temperatura 

óptima (°C) 28-37 40-45 55 65 

pH óptimo 5.0-6.0 5.5-6.2 5.0 3.0- 
Se active 
en presea 
cia do io 
nos do --
calcio 

5.0 
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Bashdose en lo anterior, las condiciones se ubicaron en un 

rango que favoreciera ligeramente a Lactobacilluq delbVueekii.-

4TC0-9649 debido a su sensibilidad a los cambios ambientales. 

Se establecieron las siguientes condiciones experimentales-

para la fermentación simultánea: 

Contenido de papa/litro en el nP/FS: 1-5.;) g. 

- a) :Iatraz: Erlenmeyer de 250 ml con tapón de algodón. 

Volumen de MP/FS: 100 ml. 

• b) Frasco: 800 ml con tapón de hule-espuma. 

Volumen do MP/FS: 500 ml. 

- Carbohidratos iniciales: les contenidos en la papa. 

- pIi inicial: 5.5-5.7 y una voz iniciado el proceso fermen-

tativo, el pH se reajustaba a un valor de 5.4 mediante le adi-

ción do CaCO3  cada 24 horas. 

- Inóculo de A. niger: 10% v/v. 

• Indculo do I. delbrueckik ATCC-9649: 5% v/v. 

- Temperatura do fermentación: 38-40°C. 

- Agitación: 50 rpm con el objeto do mantener home¿Jneó el-

medio y favorecer el desarrollo do A. nixer en la superficie y 

crear condiciones microaerofflicas para k. delbrueelik ATCC. 

9649. 

4.5.- buterrYinacionos realizadas. 

- 

- Carbohidratos totales (método de entrena, apandice 9.j.2). 

- :Leido lIctico (mótodo de Hanni-Baldini, epóndice 9.3.4). 
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Azocares residu¿les C.2:odo de :telson-Somogyi l  apITndice -

9.3.3.2). 

So realizaron cada 24 horas durante 10 citG, t,iempo al que-

so alcanza 0.05-0.09 g do azocares residuales/100 ml de MP/FS. 

Con las condiciones indicadas se corrieron 3 fermentaciones 

con volatmenes de 100 ml y 2 fermentaciones con vollacnes de --

500 ml.(tablas 7 a 12 y gr4ficas 3 a 6). 
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V.- EXTRACCIOU  kIL ACIDO ='%) 	LA.CTATo DE CLIJCIO. 

D'AGRO:, DE FLUJO. 

:losto 

 

Filtración al vacío 

    

  

Liquido filtrado 

 

    

[Ajustar pH a 5-6 con laido lIcticf7i 

'Adicionar carbón activado con agitaci& 
A 



4—Tormdmotro 

ft otavapor 

+Machero 

Motor 
11( Pinzas de Mohr 

Baño de hielo 

-39- 

FIGURA 2.— Esquema del sistema do coneontraeic5n al vado --

(30). 

Macro 

r\R 
Trainptia de 

nolo 
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5.1.- ::,:tracción del ácido láctico coma lactato de calcio -

(5,11,14,16,18,30,33). 
Para la extracción del lactato de calcio, el mosto so calen 

td a 60°C en baño !nada y se filtró al vado a travas de algo-

dón. Antes de desechar los sólidos, estos se lavaron con peque 
fías porciones de agua caliente, que se unieron al líquido fil-

trado, luego de lo cual se ajustó el pEl a 5-6 con unas gotas -

de ácido láctico QP. 
Manteniendo caliento la solución y con el fin de decolorar-

la, se añadieron porciones de carbón activado, agitando despuas 

de cada adición; al final se filtró para eliminar el carbón. 

Si el filtrado presentaba color, se ajustaba el pH a 7-8 --

con CaCO3 y se adicionaba carbón activado agitando constante—

mente la solución. Una vez filtrada y decolorada asta, se con-

centre al vado hasta el 31', del volumen y aan caliento so adl 

ciond alcohol do 96°, se calentó a 45-50°C y se refrigeró para 

permitir le cristalización del lactato de calcio. 

Una vez separados del liquido, los eristalos de lactato de-

calcio so lavaron 2-3 veces con agua halada, guardando el agua 

de lavado para una segunda concentración al vado. Efectuada -

asta, los cristales se unieron a los primeros y se levaron con 

porciones ánimas do agua destilada y acetona, lavados que so-

desecharon. Los cristales de lactato de calcio se secaron a --

30-400C y se sometieron a los ensayos según las especificacio-

nes de la USP XV (46). Tambian se determinó el punto de fusión. 
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CAPITULO V 

RESULTADOS. 
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TABLA 1.- Carbohidratos totales zn el medio da papa sin es-

terilizar y esterilizado a diferentes tiempos (método de antro 

mas  apdndice 9.3.2). 

Tiempo de esto- 
rilizacidn 
(minutos) 

Carbohidratos totales 

g/100 ml 

:.tedia 

g/100 ml 

0 1.97 1.80 1.64 1.81 1.80 

15 2.67 2.55 2.64 2.30 2.54 

30 4.68 5.25 4.52 5.18 4.91 

45 3.24 3.50 3.34 3.40 3.37 

Cada valor corresponde al valor promedio de determinacionos 

hechas por triplicado. 

NOTA: El aspecto físico del medio MPc/S estéril fue: 

Gris con un ligero tinte cafd, denso, viscoso, opaco. 
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TABLA 2.- Evaluación de 2 mItodos para la dotorminaciln do-

glucosa. 

Clave dol 
loto ana- 
lizado 

GLUCOSA 

Orto-toluidina 

(mg/100 m1) 

Nolson-Somogyi 

Testigo 19 27 

1 164 221 

2 102 111 

3 205 210 

4 153 128 

5 215 207 

Media  168 175 

Los resultados son el promedio do determinaciones efectua—

das por triplicado. 
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TABLA 3.- Tiempo do adaptación de Asoorn.illu alca al modio 

do papa MPc/S. 

Horas Glucosa (mg/100 ml) 

0 196 

24 28 

48 600 

72 1,150 

96 1,300 

Las detorminacionos se hicieron por triplicado utilizando - 

el moltodo de cuantificación do glucosa do Nolson-Somogyi (opón 

dice 9.3.3.2). 
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GRAFICA 1.- Tiempo do adaptaciSn de Aspergillus rigor al -
medio do papa MPc/S. 

Glucosa (in /100 ml) 
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TABLA 4.- Detorminnciln del tiempo do hidrálisis enzimItica 

del almidón. 

Horas mg glucosa/100 ml 

0 300 
24 ?BO 
48 1,670 

72 820 
96 700 

Las determinaciones se realizaron por triplicado (mótode do 

orto-toluidina, apóndice 9.3.3.1). 
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GRÁFICA 2.- Determinación del tiempo de hidrólisis enzimáti-
ca del almidón. 

Glucosa (g/100 ml) 
1.7 

1.6- 

1.4 

1.2 

1.0 

0.8 - 
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0.4 

0. 

  

90 Horas 2'4 48 
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TABLA 5.- Hidrólisis enzipultica del almidón de papa (formen 

tul& amilolitica, FA). 

FERMENTACION CHO's 
mg/100 ml 

GLUCOSA 
mg/100 ml 

1 6,550 1,990 

2 6,300 1,930 

3 6,000 1,610 

4 7,740 2,270 

/India 6,650 1,950 

Los m/todos utilizados en las determinaciones fueron: 

▪ Carbohidratos totales: antrona (apandico 9.3.2). 

- Glucosa: Nelsonm-Somogyi (apandico 9.3.3.2). 

Al finalizar las fermentaciones amilolfticas so esteriliz& 

el hidrolizado a 11800 durante 15 minutos, con lo que so obtu-

vo el medio base para la fermentacidn 1/ataca (FL). 
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TABLA 6.- Comparación del rendimiento de ácido láctico en -

medios ?UiPc/Nmod en los quo se varió la concentración del sus-

trato inicial (formontacinn lnctica, FL). 

g papa/ 
litro 

Forum 
tacióh 

Oluc.in. 
mg/100 ml 

Ac.lnct. 
mg/100 ml 

Rend. 
% 

Rend.medio 
% 

150 1 440 215 54.3 5 

2 460 227 54.88 54.76 

3 410 203 55.06 

200 1 717 430 66.70 

2 774 476 68.39 67.37 

3 647 390 67.03 

350 1 1,800 1,421 87.80 

2 1,510 1,206 88.82 

3 1,290 1,040 89.66 88.31 

4 1,660 1,300 87.09 

5 1,450 1,150 88.20 

Los resultados son ol promedio de fermentaciónes efectuadas 

cada una, por quintuplicado. 

Los métodos empleados en las determinaciones fueron: 

- Glucosa: orto-toluidina (apéndice 9.3.3.1). 

- Acido láctico: Nanni-Baldini (apéndice 

NOTA: El rendimiento de leido láctico está calculado a par- 

tir de la glucosa .  inicial. 
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TABLA 7.- Valores do pH a diforontos poriodos do incubación 

en le fermentación do papa inoculada con um:gillus  nicc y - 

Lactobacillus delppueckil ATC0-9649 (fermentación simuldneay-

FS). 

Horas F ER ME NT ACION 

1 	2 	3 	4 

0 5.7 5.65 5.6 5.5 
24 6.0 4.8 5.1 5.4 

48 5.4 4.8 4.8 5.1 

72 5.1 4.5 4.8 4.8 

96 5.1 4.5 4.5 4.5 
120 . 4.8 4.5 4.5 4.8 

144 4.5 4.5 4.5 4.8 

168 4.8 5.1 4.8 5.1 

192 5.1 5.1 5.1 5.1 
216 5.4 5.4 5.4 5.4 

240 5.4 5.4 5.4 5.4 

NOTA: Resultados de experimentes realizados por triplicado. 
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TABLA 8.- Resultados del contenido do carbohidrAtos durante 

ol proceso de fermentacidn simulthea (FS) do la papa inocula-

da con Aspergi4.us 'ligar y Lactobacillyts delbrueckik ATCC-

9649. 

Tiempo de in 
cubacan 

Carbohidratos totales (0100 ml) 

Horas FERMENTACION 

1 	2 	3 	4 	5 

0 11.78 10.00 9.36 10.50 9.55 

24 8.26 7.47 8.10 ' 	7.20 7.80 

48 6.40 6.6o 6.44 6.23 6.85 

72 5.24 5.90 5.70 5.60 5.75 

96 4.37 5.20 4.04 5.00 4.70 

120 3.90 4.40 3.50 3.75 4.15 

144 2.40 2.10 2.20 1.80 2.00 

168 1.40 1.00 1.20 1.35 0.90 

192 1.15 0.80 0.70 0.96 0.75 

216 0.90 0.70 0.55 0.80 0.60 

240 0.80 0.70 0.53 0.80 0.60 

Los valoras reportados son ol resultado do experimentos he-

chos por quintuplicado a pH inicial de 5.6-5.65 . 

El matodo utilizado en las determinaciones fuo el de antro.. 

na (apdndice 9.3.2). 
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GRAFICA 4.- Formantaciln simultánea: contonido de carbo-
hidratos totalos. 



TABLA 9.- Resultados del contenido de leido láctico durante 

el proceso de fermentación simultdnea (FS) de la papa inocula-

da con ;515°1%1111.4 niger  y Lactobacillug  itliktle9111  ATCC-

9649. 

Tiempo de in 
cubación 

Acido 1Óctico (g/100 ml) 

Horas FERMENTACI 0 	N 

1 2 3 4 5 

0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

24 2.8 2.0 1.7 2.1 1.9 

48 4.0 3.3 3.0 3.4 3.1 

72 5.2 4.1 3.8 4.3 3.9 

96 6.0 5.4 4.8 5.6 5.0 

120 6.9 5.9 5.4 6.1 5.6 

144 8.0 6.7 6.1 7.2 6.4 

168 8.9 7.9 7.2 8.0 7.3 

192 9.0 8.0 7.4 8.2 7.4 

216 9.1 8.0 7.4 8.2 7.6 

240 9.1 8.0 7.4 8.3 7.6 

NOTA: Fermentaciones 1, 2 y 3 se efectuaron en matracos Er-

lonmoyer de 250 ml.conteniendo 100 ml de medio MP/FE. Las fer-

mentaciones 4 y 5 so efectuaron en frascos do 800 ml contenlea 

do 500 ml do medio MP/FE. El ácido lóctico so cuantificó por - 

el mótode de Nanni-Baldini (apIndice 9.3.4). 
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GRÁFICA 5.- Fermentación simultánea: contenido de ácido —
láctico. 
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TABLA 10.- Rendimiento de leido láctico en el proceso de - 

fermentacidn simultánea (FS). 

DETERMINACIONES F 	E 

1 

R 

2 

M E 	N 	T 	A 

3 

C 	I 

4 

0 	N 

5 

Carbohidratos 
iniciales 

11. 78 10.00 9.36 10.50 9.55 

C/100 ml do MP/FS 

Glucosa residual 
g/100 ml de MP/FS 

0.06 0.09 0.05 0.08 0.09 

Acido láctico 
g/100 ml do MP/FS 9.1 8.0 7.4 8.3 7.6 

Rendimiento 52.94 54.80 54.18 54.17 54.53 
% 



TABLA 11.- Proceso do formentaciln simultánea (F6). 

Ida Horas pH CHO's 
g/100  mi 

Acido lIctico 
0100 ml 

Glucosa 
residual 
g/100 ml 

O O 5.65 10.00 0.0 

1 24 4.8 7.47 2.0 

2 48 4.8 6.6 3.3 

3 72 4.5 5.9 4.1 

4 96 4.5 5.2 5.4 

5 120 4.5 4.4 5.9 0.095 

6 144 4.5 2.1 6.7 

7 168 5.1 1.0 7.9 

8 192 5.1 0.8 8.0 

9 216 5.4 0.7 8.0 

10 240 5.4 0.7 8.0 
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GRAFICA 6.- Proceso do fermentación simulttinen. 
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TABLA 12.- Comparación entre los procesos do amilllisis-for 

mentación láctica (FA-FL) y fermentación simultánea (FS) 

DETERMINACIONES TIPO DE FERMEUTACION 

FA-FL 	 PG 

CH013 iniciales 
(g/100 ml) 

6.65 10.00 

Glucosa inicial 
(g/100 ml) 

1.80 

Acido láctico 
(g/100 ml) 

1.42 8.0 

Rendimiento do 
ácido láctico a 
partir de g1uc2 
sn inicial 

87.80 

Rendimiento de 
ácido ldctiee a 
partir de CH013 
iniciales 

14.65 54.80 
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CAPITULO VI. 

DISOUSION 	DE 

RESULTADOS. 



-62- 

1.- COJPROBICION DE LA PUREZA DE LAS CEPAS. 

1.1.- Aseergillus niger. 

1.1.a.- Observación macroscópica.- En la superficie del me-

dio de agur Dextrosa-Sabouraud desarrolla un micelio algodono-

so blanco a ligeramente amarillento sobre el cual aparecen pua 

tos negros que corresponden a las conidias. 

1.1.b.- Observación microscópica.- Tinción directa con azul 

do lactofenol: Se observó el micelio soptado, los conididforos 

terminados en una vesícula cubierta de esterigmas y cadenas do 

conidias esfdricas lisas y algunas ligeramente rugosas de color 

negro. 

Microcultivo: Se observaron las mismas características mi—

croscópicas quo con la Unción directa. 

1.2.- Lactobacillue delbrueckil  ATCC-9649. 

1.2.a.- Observación microscópica.- Tinción do Gram: Se °lisa 

varen bacilos regulares Gram pqsítivos, do extremos redondea--

dos, aislados o en cadenas de 3-4 bacterias. 

Tinción con azul de metileno: Los bacilos revelan granula—

ciones internas de color azul intenso. 

SELECCION DE LA METODOLOGIA PARA LA PREPARACION DEL ME 

DIO DE PAPA Y DETERMIUACIOII DE GLUCOSA. 

2.1.- Esterilización del medio do papa. 

En la tabla 1 so observa que la cantidad de carbohldratos -

totales en el medio do papa aumenta cuando esto es sometido a-

esterilización. So comprobó que con la esterilización directa- 



-63- 

del sustrato crudo aplicada por mayor tiempo se obtiene una 

concentración de carbohidratos totales similar e la obtenida -

en estudios previos (23,30) en los que la papa so cocía antea-

do la esterilización, lo que indica que este protratamiento no 

es necesario. Se observa que con la esterilización de 30 minu-

tos se obtiene la concentración máxima de carbohidratos, lo --

que indica que es el tiempo óptimo para esterilizar el medio -

de papa, por lo que se utilizó en todas las fermentaciones. 

2.2.- Determinación de glucosa. 

Al comparar los resultados de la determinación do glucosa -

efectuada por los mdtodos de orto-toluidina y Nelson-Somegyi -

so tiene que los valores obtenidos por los 2 mátodos son muy -

semejantes (ver tabla 2), lo que indica que se puede usar cual 

quiera de ellos, pero se prefiero el de Nelson-Somogyi porque-

representa menos riesgo para el usuario y os de menor costo. 

III.- OBTENCION DE ACIDO LACTICO EN UN PROCESO FERnENTATIVO 

DE 2 FASES. 

3.1.- FASE I.- Fermentación amiloatica (FA). 

Durante la fermentación amilolitica, las determinaciones de 

glucosa permitieron: 

3.1.a.- Establecer el tiempo ddadaptación de Asnergillus  - 
nusa al medio do papa, el que correspondo al tiempo en que se 
inicia la hidrólisis del almidón y al inicio de la fase logarit 

mica del microorganismo. Los resultados do la tabla 3 y grIfi-

ea 1 permiten deducir que durante las primeras 24 horas, el 
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hongo consumo los amicares presentes en el medio original, la-

que so representa como un descenso en la cantidad do glucosa,-

seguido por el aumento de asta debido a la actividad do las en 

zimas amilolfticas do Aspergillus niger, por lo que se seleccio 

rió este tiempo de incubación para la preparación del inóculo. 

3.1.b.- Establecer el tiempo do fermentación en el que se -

obtiene el mayor rendimiento de glucosa y que corresponde a la 

condición óptima para iniciar la segunda fermentación (FL). --

Los resultados do la tabla 4 y gráfica 2 indican que a las 48-

horas de incubación se obtiene la lubina concentración do glu-

cosa y que con periodos de incubación mayores asta disminuye,-

lo que probablemente se debe a que asta es utilizada por el --

homgo. 

3.1.o.- Comprobar que durante las fermentaciones amilolfti-

cas para la preparación del medio base para la fermentación --

láctica so obtuvieron concentraciones de glucosa similares a -

las establecidas a las 48 horas de fermentación (ver tabla 5). 

3.2.- FASE II.- Fermentación ltictica (FL). 

En la tabla 6 se observa que los valores más altos do ácido 

láctico se obtuvieron cuando so emplearon 350 g de papa/litro-

de medio de cultivo. 

En estas fermentaciones so utilizó agua de levadura en lu—

gar del extracto do levadura, ya que la primera es más econóg 

ca y dió buenos resultados, lo que la hace un importante sustl 

tuto del extracto de levadura. 
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rv.- OBTENCION DE ACIDO LACTICO EN UN PROCESO DE FERMENTA--

CION SIMULTANEA EN EL QUE SE INOCULO A Asnorgillus rigor Y ---

Lactobacillus delbruecklk  ATCC -9649. 

En esta se efectúan simultáneamente la amilólisis con Asear - 

glllus nigez y la fermentación lóctica con LactobacillUs 	 

delbruocki1 ATCC -9649 en un medio do papa que contiene agua de 

levadura, CaCO3  y sales. 

Tomando en cuenta la temperatura a la cual desarrollan los-

microorganismos involucrados y actúan las enzimas o(-amilasa y 

glucoamilasa (purificadas) do A. niger, se eligieron condicio-

nes experimentales que se ubicaron dentro de rangos do valores 

que resultaron apropiados para todos ellos, aunque se favore--

ció ligeramente a á. genzugisjj ATCC -9649. 

Para este tipo do fermentación so controló el pH para evi- - 

ter que descendiera demasiado e inhibiera la fermentación. 

Según los resultados obtenidos de rendimiento de ácido ldc 

tico, el pH óptimo para el inicio de la fermentación simultd--

nea so ubicó entre 5.6-5.65 . 

En cuanto a la relación entro pH, consumo de carbohidratos - 

y producción de ácido leictico, este es directa, ye que, mien-

tras se produjo ácido ldctico a partir de la glucosa que so 11 

beraba en el medio, el pH descendía. Una vez que el pH se man-

tenía sin variación indicaba el final del proceso do fermenta-

ción, situación que se alcanzó a las 192 horas do incubación -

(ver tablas 7 a 11 y'grdficas 3 a 6). 
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Los resultados de la tabla 12 indican que el proceso do for 

montación simultánea demostró ser más eficiente quo el proceso 

fermentativo de 2 fases, ya quo so lleva a cabo una utilización 

más complote del sustrato en un menor tiempo do fermentación,-

se efect/an monos manipulaciones y el rendimiento do ácido lác 

tico a partir de carbohidratos iniciales del medio es mucho ma 

yor que en el proceso do 2 fases. 

V.- EXTRACCION DEI, ACIDO LACTICO COMO LACTATO DE CALCIO. 

Respecto a la extracción del ácido láctico como lactato de-

calcio, se observó que la cristalización del lactato so ve fa-

vorecida al adicionar etanol. 

En la tabla 13 se observa que las pruebas practicadas al --

lactato de calcio obtenido estuvieron acordes a las especifica 

cienes de la bibliograffa, aunque en cuanto al punto do fusión 

do la sal, este estuvo ligeramente elevado, lo que se atribuyo 

a una purificación incompleta. 



-67- 

CAPITULO VII. 

CONCLUS IONES 

Y 

RECOMENDACIONES . 
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COMCLUSIONES. 

Do acuerdo con los resultados obtenidos, se concluye lo si- 

guiente: 

1.- Es factible omitir la cocción do la papa antes do la ed 

torilización. 

2.- En el proceso de fermentación simultanea, el aprovecha-

miento del sustrato os total. 

3.- En este proceso se obtiene un rendimiento mayor do aci-

do lóctico. 

Las condiciones para efectuar la fermentación simultánea --

son: 

▪ Inóculo de Asaergillue ni.gor: 10% v/v. 

- Indculo de tactobuillus ~1112 ATCC-9649: 5% v/v. 

Agua de levadura al 20%: 15 m1/100 ml de MP/FS. 

- CaCO3: 2%. 

- Condiciones microaerofflicase  

- Agitación: 50 rPm. 

• Carbohidratos iniciales: los contenidos en le papa (7 a - 

12 g/100 m1). 

- Glucosa residual: 0.05-0.09 g/100 ml. 

- Temperatura: 38-40°C. 

▪ pH inicial: 5.6-5.65 

▪ pH proceso: 4.5 

La extracción del lactato de calcio es adecuada y sencilla. 
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BEC OMEnDAC 1 O 1ES. 

1.- Para la fermentación simultdnea se recomienda un con---

trol continuo do pH con el fin de obtener la máxima producción 

de ácido láctico. 

2.- Variar las condiciones de temperatura desde 400  hasta -

45°C para optimizar la temperatura a la que so debe do reali—

zar el proceso. 

3.- Optimizar el mdtodo de extracci& de la sal de calcio -

del leido Matice. 

4.- Se recomienda escalar el proceso a voldMenes mayores y. 

hacer pruebas en cultivo continuo. 
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CAPITULO VIII. 

11 E S 15 ti E N . 
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El presente trabajo se divido en 2 partes: 

PARTE,  I.- En esta, el proceso de obtención de ácido lIctico 

se llevó a cabo en 2 fases: 

Enna 1.- Partiendo de papa sin cocimiento previo, so prepa-

ró un medio de cultivo al que so lo determina el tiempo óptimo 

de esterilización en autoclave, después de lo cual el almidón-

de le papa so hidrolizó mediante la acción enzimdtica de Aspar-

gillus niger4  para obtener glucosa. 

1112 2.- El hidrolizado estóril se suplementó con agua de -

levadura en lugar del extracto de levadura, se le adicionó ---

CaCO3 y se inoculó con LqctobaciUus delbrueekil ATCC-9649 pa-

ra efectuar la fermentación de la glucosa hasta dcido Idctico, 

el cual fue cuantificado segdñ el mItodo propuesto por Nanni--

Baldini y separado del mosto como lactato de calcio. 

El rendimiento de acido 14ctico e partir de la glucosa obte 

vida en la fase 1 fue de 88.30%, y calculado a partir do carbn 

hidratos iniciales fue de 14.65%. 

PARTE  íí.- Esta so realizó por un proceso en una sola etapa, 

conocido como fermentación simultánea. Para esto, el medio de-

papa con sales se enriquece con agua de levadura y so lo adi--

ciona CaCO3 y se fermenta simultheamente con inlculos de ----

Aspergillus  aluz y Lactobacillus delbnuockp, ATCC-9649. Duran 

te lo fermentación se °vallan, coda 24 horas, el consumo de --

carbohidratos, la presencia de leido láctico y se controla el-

pH, que demostró serla variable erftica paro le producción de 
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ácido láctico. 

El ácido ldctioo obtenido al final de dsto proceso tuvo un. 

rendimiento do 54.80% calculado n partir do carbohidratos ini-

ciales. 
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CAPITULO IX. 

A PENDICE 



9.1. SOLUCIONES  Y SUSPEWSIONBS.  
9.1.1. Solución "A" de sales minerales (17,23,30). 

2gSO4,7d20 	10 g. 
FeSO4.7H20 	0.5 g. 

MnSO4s4H20 	0.5 S. 
Agua dest. 	50 ml. 

9.1.2. Solución "B" de sales minerales (17,23,30). 
CH3C00Na 	12.5 g. 
Tween 80 	0.6 g. 
Agua dest. 	50 ml 
Preparar las soluciones por separado y guardarlas en fras— 

cos nimbar. 

9.1.3. Agua do levadura al 20% (48). 
Levadura comprimida 	200 g. 
Agua destilada cbp 	1,000 ml 

pH 6.8 + 0.2 
Esterilizar en autoclave durante 60 minutos a 12100. Dejar. 

sedimentar. 
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9.2. mulos  2I 	 

9.2.1. Uedios para kppowilus  

9.2.1.1. Agar Dextrosa-Snbouraud (4), 

Para preparar 1,000 ml: 

Poptona 	10 g. 

Glucosa 	40 g. 

Agar 	 15 g. 

Agua deat. 	1,000 ml 

pH 5.6 0.2 

Disolver los ingredientes en el agua y calentar agitando 

frecuentemente y hervir durante 1 minuto. Esterilizar en auto- 

clave durante 15 minutos a 118°C. 

9.2.2. N'odios pera IgotIpacillua gellrueekit ATCC-9649. 

9.2.2.1. Caldo AOAC (4). 

Para preparar 1,000 mili 

Leche peptonizada 	15 g. 

Extracto de levadura_ 5 g. 

Dextrosa 	 10 g. 

Jugo de Jitomate 	5 g. 

KH2PO4 	  2 g. 

Twoen 80 	  1 g. 

Agua destilada 	1,000 ml 

pH 6.8 + 0.2 

Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121°C. 
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NOTA: En el caldo AOAC las resiembras de L. deihrueckii  ---

ATCC-9649 se hacen mensualmente, incubando 24-48 horas a 40 --

42°C. 

9.2.2.2. Caldo MRS (3). 

Para preparar 1,000 ml: 

Leche poptonizada 	  10 g. 

Extracto de carne 	  10 g. 

Extracto do levadura 	 5 g. 

Glucosa 	  20 g. 

K2HPO4 	  5 g. 

Citrato diam&nico 	  2 g. 

CH3COONa 	  5 g. 
ugso4.7g2o 	  0.5 g. 

MnS044H20 	  0.2 g. 

Tween 80 	  1 g. 

Agua destilada 	  1,000 ml 

pH 6.2 - 6.4 

Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121°C. 

NOTA: Las resiembras do L. chApruockil ATCC-9649 se hacen - 

mensualmente en esto medio. 
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9.2.2.3. Medio #3 (MPLac) (23,30). 

Para preparar 100 ml: 

Extracto do levadura 	2 g. 

Glucosa 	  2 g. 

Sol."A" sales minar. 	0.88 ml 

3°1.93" sales minar. 	0.74 ml 

Agua destilada 	  100 mi 

pH 5.5-6.0 

Disolver los ingredientes en agua y esterilizar en autocla- 

ve durante 15 minutos a 12100. 

9.2.3. Medios do fermentación. 

9.2.3.1. Preparación de la suspensión de papa (25,40,44). 

Para preparar 1,000 ml: 

Papa 	  350 g. 

Agua dest. cbp 	1,000 ml. 

So posa la papa cruda y sin pelar, so corta en trozos peque 

nos y se licda durante 1-2 minutos. 
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MEDIO PARA LA FERMENTACIal AMILOLITICA.- 

9.2.3.2. Medio de papa con sales (MPc/S) (23,28,30). 

Para preparar 1,000 ml: 

Suspensión de papa 	1,000 ml 
NaNO3 3.64 g. 

1121204 1.09 g. 

Mg30467H20 1.025 g. 
KC1 0.057 g. 
FeS0417H20 0.027 g. 
ZnSO4e7H20 0.0024 g. 
CuSO4.5H20 0.0021 g. 
MnC12.4H20 0.0019 g. 

pH 5.0-6.0 

Esterilizar en autoclave durante 30 minutos a 118°C. 

MEDIO  zum FERMENTACION LACTIC4- 

9.2.3.3. Medio hidrolizado do papa con nutrientes, modi- 
ficado (MHPc/Nmod). 

Para preparar 100 ml: 

Hidrolizado de papa con sólidos 	100 ml 
Agua de levadura al 20% 	 15 ml 
CaCO3 	  2 g. 
Solución "A" do sales minerales 	0.88 ml 
Solución "B" do sales minerales 	0.74 ml 

pH 6.0 4.  0.2 

Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 118°C. 
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MEDIO PARA LA FERMENTACION SIMULTANEk. - 

9.2.3.4. Medio do papa para la fermentación simultónea 

(MP/FS). 

Para preparar 1,000 ml: 

Suspensión de papa 	  1,000 ml 

NaNO3 	
 3.64 g. 

KH2PO4 	
 1.09 g. 

Mg804e7H20 	  1.025 go 

KC1 	
 0.062 g. 

FeSO4.7H20 	 0.027 ge 

ZnSO4•7H20 	  0.0024 g. 

CuSO4•5H20 	  0.0021 g. 

MnC12.4H20 	  0.0019 g. 

Agua de levadura al 20% 	150 ml 

CaCO3 	  20 g. 

Solución "A" sales minerales 	8.8 ml 

Solución "B" sales minerales 	7.4 ml 

pH 5.6 - 5.65 

Esterilizar en autoclave durante 30 minutos a 11800. 

TIM 	IIBIE 
SALIR lit LA MEA 
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9.3. MEMOS. 
9.3.1. CUENTA DE ESPORAS DE Asrergillus niger  (27,30). 

Mdtodo: Cuenta en la cdmara de Neubauer. 
Mqtorial:  

- Pipetas do Thema para glóbulos rojos,. 
- Boquilla. 
- Chau' do Neubauer. 
- Microscopio óptico. 
- Gradilla. 
- Muestras de esporas en suspensión. 

Procedimiento:  
1.- Con una muestra homogInea so llena la pipeta de Thema 

hasta la marca de 0.5 
2.- Limpiar la parte externa de la pipeta con una gasa. 

3.- Diluir con solución de Tween 80 al 0.2%. 
4.- Agitar durante 3 minutos para mezclar. 

5.- Colocar el cubrehematimetro sobre la cdmara do Neubauer. 

6.- Descartar las primeras 4-5 gotas de la pipeta y llenar-

la adulara. 
7.- Dejar que el liquido penetre lentamente entre la cundyt 

cula y el cubrehematimetro hasta que la plataforma de recuento 
esta cubierta. 

8.- Dejar reposar 3 a 5 minutos sobre la platina del micro; 

copio. 
9.- Con el objetivo de 40x se cuentan las esporas contenidas 
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en toda la cuadricula. El resultado so multiplica por un factor 

do 10,000. 

alculov  
N x 10,0001 nimero do esporas/ml. 

N: mimare) do esporas contadas. 

101000= Factor do multiplicaci(Sn. 
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9.3.2. DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS TOTALES (13,22,23, 

28,30,31). 
Mdtodo: Antrona. 

Fundamento:  

Los carbohidratos dan un color verde característico cuando-

se calientan con antrona en presencia do H2SO4. El color se de 

be a la condensación do la antronn con los derivados del furfu 

ral. El tautómero enllico do la antrona, ol 9-antronoly es el-

que reacciona: 

El reactivo de antrona produce una reacción ddbil con ponto 

sas y heptosasy pero se observa una fuerte reacción do color -

con las hexosas. 

Reactivos:  

1.- Solución patrón de glucosa: 

Solución de ácido benzoico al 0.15% quo contiene 1 mg gluco 

sa/ml. Es estable por largos periodos de tiempo si se mantiene 

a 0°C. 

2.- Solución diluida do H2SO4 (75% v/v): 
Se añaden 750 ml do H2SO4 concentrado a 250 ml de agua des- 

tilada. 

3.- Reactivo de antrona: 
So pipetean 5 ml de etanol en un matraz, so agregan 200 mg- 
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do antrona y se comploto el volumen a 100 ml con la solución —

diluida de H2SO4. Se agita hasta disolver. El reactivo se pre—

para diario; ol etanol sirve para estabilizar el color, 
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Procedimiento: 

REACTIVAS BLANCO PATRON PROBLEMA 

Agua dosti- 
lada 

Sol.petrón 
de glucosa 

1:20 

Suspensión 
de papa 
1:1,000 

1 ml 

--- 

N* .• 

...... 

1 ml 

•••• CM 

-- 

--- 

1 ml 

BAÑO 	DE 	HIELO 

Reactivo de 
antrona (a-
gregando -- 
lentamente-
y agitando) 

5 mi 5 m1 5 ml 

BAÑO DE AGUA EN EBULLICION DURANTE 
10 MINUTOS 

ENFRIAR EN BAÑO DE HIELO 

LEER EN ESFECTROFOTOMETRO A 625 nm. 

Cólculos: 

D.Otproblema x 5 : concentración do carbohidratos 
D.O. patrán 	totales en g/100 ml. 



-85- 

9.3.3. METODOS DE CUANTIPICACION DE GLUCOSA. 

9.3.3.1. Cuantificación de glucosa. 

Método: Orto-toluidinn (23,30,41,43). 

Fundqmonto: 

Varias aminas aromAticas reaccionan con glucosa en solución 

de CH3COOH caliento y producen derivados coloreados. La orto- - 

toluidina se condensa con ol grupo aldehfdo do la glucosa y --

forma una mezcla en equilibrio do una glucosilamina y la corroa 

pondionto baso do Schiff. El producto final, do color verde, -

tiene un máximo do absorción a 625 nm. 

C u3 	u 	 1:11 1-1-G 

-011 
Cl-t3 	 N=C-.4 

01A 	 4-c-ovk 

o-toluidina 	Glucosa 	Glucosilamina 	Base do Schiff 

Peactivos: 

1.- Acido tricloroacético (NA) al 3% (p/v): Es la sustan-

cia desproteinizante. 

2.- Solución patrón do glucosa 1 mg/ml. 

3.- Reactivo do orto-toluidina: 

Emplear las siguientes sustancias: 

a) 0.5 g. de tiourea. Funciona como conservador. 

b) 9 ml de orto-toluidina. Es la formadora del color. 

c) 100 ml do &cid() acético glacial. Desproteinizador y 

estabilizador del complejo colorido. 
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Preparación del reactivo: 

Disolver la tiourea en un poco de ácido; calentando muy li-

gamento, adicionar la orto-toluidina y mezclar con cuidado,-

posteriormente se adiciona ácido acdtico glacial hasta la mar-

ca del matraz aforado. Guardar en frasco ámbar a temperatura -

ambiente. Deborá evitarse el contacto de la solución con la --

piel. El reactivo os estable por 2 meses. 
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Procedimiento:  

Tdcnica con desproteinizaci6n: 

REACTIVOS BLANCO PATRON PROBLEMA 

TCA 

Agua destilada 

Sol.patrdn de- 
glucosa 

Problema 
1:20 

1 ml 

0.1 ml 

... 

--- 

1 mi 

... 

0.1 ml 

... 

1 mi 

... 

--- 

0.1 ml 

MEZCLAR Y CENTRIFUGAR DURANTE 3 MINU-
TOS A 3,000 rpm. 

Sobronadanto 

Reactivo de 
cstoluidina 

0.5 mi 

2 mi 

0.5 ml 

2 mi 

0.5 ml 

2 ml 

MEZCLAR Y PONER EN BAÑO DE AGUA A EBU 
LLICION DURANTE 10 MINUTOS. 

PASAR A UN BAÑO DE AGUA FRIA. 

LEER EN ESFECTROFCTOMETRO A 625 nm. 

Cálculos: 

181111r
1  x conc.patrdnn mg glucosa/100 ml de muestra. 
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9.3.3.2. Cuantificación de glucosa. 

Mdtodo: Nolson-Somogyi (reducción do cobro) -- 

(41,43). 

Fundamento: 

En solución alcalina caliente, la glucosa reduce fdcilmonte 

el ión cúprico a ión cuproso con formación, principalmente, do 

óxido cuproso: 

RCH:0 -11- 2 CuO ----o•RCOOH Cu20 1 (rojo ladrillo) 

El siguiente paso es agregar laido fosfomolibdico o armo. 

molibdico, el cual os reducido por el ión cuproso con formación 

de óxidos inferiores de molibdeno, los cuales producen un color 

azul adecuado para mediciones fotomdtricas. 

En el mdtodo do Nelson-Sonogyi, so precipitan las protefnas 

por adición de Ba(OH)2 y ZnSO4. Las proteínas so separan como-

protoinatos do zinc, los compuestos de sulfhidrilo como sales-

de zinc y los iones remanentes do zinc y bario de la siguiente 

forma: 

EnSO4  Ba(01)2--, Zn(OH)24 	BaSO4 

Aeactivos: 

1.- Reactivo alcalino de cobre: Deber& prepararse en el mo- 

mento de hacerse la determinación, por mezcla de las soluciones 

A y B. 
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Solución A: 

Na2CO3  anhidro 50 g. 

Tartrato de Na y K 50 g. 

NaliCO3 40 g. 

Na2SO4  anhidro 400 g. 

Agua destilada cbp 2,000 ml. 

Disolver las sales en el orden indicado en aproximadamente-

1 litro de agua y aforar al volumen final. Se filtra si os ne-

cesario y se guarda en frasco nimbar entre 15-20°C. 

Solución 13: 

0uSO4.5H20 	150 g. 

Agua dost. cbp 	1,000 ml. 

H2SO4 cono. 	0.5 ml. 

Disolver en el orden indicado en un poco do agua y aforar - 

al volumen final. Adicionar el H2604. Guardar en frasco /mbar-

a temperatura ambiente. 

Solución reactivo de trabajo: 

Solución "A" 	96 ml. 

Solución "B" 	4 ml. 

Se mezcla por inversión en el momento de la prueba. 

2.- Reactivo arsenomolibdic0: 

Molibdato de amonio 	100 g. 

Agua destilada 	  1,800 ml. 

H2SO4 concentrado 	 84 ml. 

o-arseniato do sodio 	12 g. 

Agua destilada cbp 	2,000 ml. 
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Disolver el molibdato en un poco de agua y agregar el H2SO4. 

Por separados  disolver el o-arsoniato en otra parte de agua. -

Mezclar por agitación cuidadosa. Dejar en reposo durante 48 hn 

ras a 370C. Guardar en frasco &bar a temperatura ambiente. 

3.- Hidróxido de bario 0.3N: 

Ba(OH)2 	  50 g. 

Agua destilada cbp 	1,000 ml, 

Disolver el Ba(OH)2  en el volumen indicados  dejar reposar - 

24 horas y posteriormente filtrar. 

4.- Sulfato do zinc al 5P, 

ZnSO4 	  50 g. 

Agua destilada cbp_. 1,000 ml. 

Disolver y guardar en frasco ámbar. Un volumen de Ba(OH)2  - 

debe neutralizar a un volumen de ZnSO4. 

5.- Solución patrón do glucosa 2 mg/ml. 

- Filtrado libre de proteínas: 

Muestra problema 	 0.5 ml. 

Agua destilada 	 7.5 m1. 

Ba(OH)2 0.3 N 	 1 ml. 

z11,504  5% 	  1 ml. 

Centrifugar durante 2-3 minutos a 3,000 rpm. 
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ProcedimicAu: 

REACTIVOS BLANCO PATRON PROBLEMA 

Agua destilada 

Sol.patrdn de 
glucosa 1120 

Filtrado libre 
de proteínas 

Reactivo alca- 
lino de cobre 

1 ml 

--- 

--- 

1 ml 

... 

1 ml 

--- 

1 ml 

.-. 

--- 

1 ml 

1 ml 

MEZCLAR Y CALENTAR EN BAYO DE AGUA EN 
EBULLICION DURANTE 20 MINUTOS. 

ENFRIAR EN BAÑO DE HIELO 

Reactivo arse- 
nomolibdico 

1 ml 1 ml 1 ml 

AGITAR HASTA DESALOJAR EL GAS. 

Agua destilada 22 ml 22 ml 22 ml 

LEER EN ESPECTROFOTOMETRO A 520 nm. 

Ulculos: 

P.O.Problema x 200; mg glucosa/100 ml do muestra. 
D.O.patrón 
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9.3.4. CUANTIFICACION DE ACIDO LÁCTICO. 

Mdtodo: Colorimótrico segIn Nanni-Baldini (23,29, 

30). 

Fundamento: 

La muestra desproteinizada se trata con CuSO4 al 20% y 	 

Ca(OH)2 para remover el piruvato interferente. La posterior adl 

cidn de CuSO4 al 15% junto con H2SO4  concentrado bajo la influen 

cia de calor, convierto el leido láctico a acotaldohído que roas 

ciona con el para-hidroxidifenilo para producir un cromóforo vio 

lata que tiene una absorción máxima a 568 nm. 

!Inactivos: 

1.- Solución patrón de ácido ldctico: 

Se disuelven 0.2133 g de lactato do litio soco en 100 ml de 

agua destilada y so agrega 1 ml do H2SO4  concentrado. El volumen 

final se lleva a 1 litro usando agua destilada, quedando una --

concentración final de 20 mg/100 ml. 

2.- Solución de para-hidroxidifonilo: 

Se disuelven 150 mg de p-hidroxidifenilo on 10 ml do alcohol 

etílico absoluto. 

3.- Solución de CuSO4.5H20 al 20% (p/v). 

4.- Solución do CuSO4s5H20 al 15% (p/v). 

5.. Ca(OH)2  QP. 

6.- H2SO4 concentrado. 

Dosproteinilación  2 la muestra: 

So puedo emplear cualquiera de los mdtodos comunes en los -- 

que so utiliza TCA, leido tóngstico o Zn(0102. 
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Procedimiento:  

REACTIVOS BLANCO PATRON PROBLEMA 

Sol.libro do 
,,,,,i-Afnns 

Sol.patr& de 
ácido 14ctico 

Agua destilada, 

CuSO4 20% 

Agua destilada 

Ca(OH)2 (s) 

--- 

--- 

1 ml 

1m1 

8 ml 

1 g. 

--- 

1 ml 

--- 

1 ml 

8 ml 

1 g. 

1 ml 

--- 

--- 

1 ml 

8 ml. 

1 g. 

AGITAR POR PERIODOS DE 30 SEGUNDOS A 
INTERVALOS DE 5 =ras DURANTE 30 
MINUTOS. 

CENTRIFUGAR DURANTE 2-3 MINUTOS A 3,000 
rpm. 

Sobrenadanto 1 ml 1 ml 1 ml 

BAÑO 	DE 	HIELO 

CuSO4 15% 

H2604 cono. 

0.05 ml 

6 mi 

0.05 ml 

6 m1 

0.05 ml 

6 a 
AGITAR VIGOROSAMENTE. 

BAÑO DE AGUA A 604-10C DURANTE 30 MINUTOS. 

ENFRIAR A 8al.100C. 

p-OH-difonilo 0.1 ml  0.1 ml 0.1 ml 

AGITAR VIGOROSAMENTE. 

BAÑO DE AGUA A 29+1°C DURANTE 30 MINUTOS 

BAÑO DE AGUA A EBULLICION POR 90 SEGUNDOS 

ENFRIAR EN HIELO. 

LEER EN ESPECTROFUTOMETRO A 568 nm. 
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alculos: 
D.O.problemA x 400 mg leido lIctico/100 ml de mues- 
D.O.patrón 	 tra. 
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9.3.5. CROMATOGRAFIA DEL ACIDO LÁCTICO. 

Mdtodo: Cromatograda en capa fina (15,23,29,30,- 

35,39). 
Fundamento: 

Los ácidos orgánicos solubles en agua so separan e identifi-

can mediante la cromatografta en capa fina. El ácido láctico so 

separa de una mezcla utilizando como oluyonte dter diotflice-dci 

do fórmico en relación 7:1 y la detección se realiza con indica 

dores ácido-baso o con molibdato de amonio. 

Material,: 

- Placas: placas Merck para cromatografía on capa fina, do -

20x20 cm. Se activan durante 1 hora a 120°C. 

• Eluyente: 

Formulación: dtor dietflico-ácido fórmico en relación 7:1. 

Preparación: En un embudo de separación so mezclan dter di 

etílico saturado con agua y ácido fórmico al 88%, en proporción 

do 7:1 por volumen. So agregan pequeñas cantidades do agua des-

tilada con agitación hasta que se sature. La capa acuosa infe-

rior se desecha. 

- Indicador: En etanol el 96% se disuelven azul de bromofenol 

(0.3%) Y rojo de metilo (0.1%). 

Procedimientq: 

Eluyente: Con dste se llena 1 cm do profundidad en la admira 

de cromatograflat  la que so tapa con una placa do vidrio y se -

sella con vaselina. La cámara se deja saturar durante 24 horas. 
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Muestras: A 2.5 cm del extremo inferior do la placa, median-

te un capilar, so coloca una muestra do ácido láctico diluido - 

con etanol (aproximadamente 30 kg do ácido láctico). Si se po-

nen varias muestras en la placa, astas se colocarán a unn distan 

cia do 2-3 cm entre si (figura 3): 

FIGURA 3.- Cromatografra del ácido láctico: 

0 0 o 0 0 0 0 
20 

2-3 	20 cm. 	  

Despuds del desarrollo del cromatograma, y para prevenir la- 

disminución do cetodcidos, las placas se secan al aire durante- 

4 horas hasta la evaporación del ácido fórmico y el Acr. 

Revelado: 

El indicador so rocía sobro la placa con un atomizador; los- 

ácidos aparecen como puntos amarillos sobre fondo azul oscuro. 

at: 

El ácido láctico tiono un Rf de 0.6 

13.7 
cm.  
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