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I

INTRODUCCION

£l fcido léctico tiene gran importancia por su consumo y

diversidad de aplicaciones, no habiendo produccidn en México,
el abastecimiento del mercado depende de la impurtacidn; lo -

que significa una fuerte salida de divisas. (Cuadro NO 1)

El 4cido léactico se obtiene de cualquier producto que --
nos proporcione almidén o azlcares coma fuente de carbono, co
mo por ejemplo, el suero de leche, mieles incristalizables, -
licores sulfiticos, maiz, trige, cebada, malta, papa, etc.

En este trabajo se utiliza papa, porque es facil de ad--
guirir y el suministro es continuo, y de costo relativamente-
economico. Por lo tanto el uso de desecho de papa es una al--
ternativa digna de tomarse en cuenta y con bastante posibili-
dad de éxito industrial.
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083 ETIVO

Producir écido léactico s partir de papa clasificada como
desecho agricola.

Adecuar las condiciones de pH, medio de cultiva, indcu--
la, temperatura y agitacidon para obtener el mayor rendimiento
de az(cares del hidrolizado de papa.

Adaptar las bacterias lécticas al medio seleccionado pa-
ra llevar a cabo la fermentacifn lactica.
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JUSTIFICACION

En México, durante el afio de 1982 se sembraraon 68,014 -~
hectéreas de papa con una produccidon de 941,483 toneladas, de
esta produccién el 10% no tiene ubicacidn en el mercado, lo -.

que corresponde a mas de 90,000 ioneladas de papa de desecho.

Se considera yue la producciféin nacional de papa llegd a-
un punto de equilibrio entre oferta y demanda; un exceso en -
la produccidn ocasionaria una tendencia a la baja de precios,
siendo éste un inconveniente para los productores de papa, do
bido a esto se busca diversificar su usc para apoyar otros --
proyectos para la fabricacibn de galletas y tartillas de hari

na de papa. Este tubérculo se consume de la siguiente manera:

Fresco .....ﬂ....l.;....... 68%
S5emilla cevveverecssraseaas 16%
INAUSELIE vevvnnvrnoroaeass 6%
Esquimos (desechos) «.ove0. 10%

€1 10% de desecho del dato anterior puede ser aprovecha
do, no sblo para la produccién de 4cido ldctico, sinp para --
ntros productos de importancia pare la economis nacional. |

Para esta investigacidn se utilizd papa de la variedad -
"Greta", proporcionada por la S.A.R.H. de Toluca, Edo. de Mé-
xico. €s importante mencionar gue el contenido de carbohidra-
tos en las variedades de papa existentes es muy similar.




Composicibdn guimica aproximada de la papa:

Carbahidratus t0L8leS e ireenrenesennnanenes 18 - 28 %

H
-
.
N
ol

AzUCHTPS TEOUCEBTES v veelveerronenanosnnenseass 0.8

HUBEHEE cr e e eeteeronsaosacaannasostosssnasosansos - 80 %
OPE58 seeencessesoarnsansstsoacsansenssssnenenss o1 = 1,0%

Potasio sivevreeneneenssnse. 430 mg./1MCy. de papa pelado

MOPOONBRSD ceineanennnonanees 0.252 mg./i003. de nany pelada
MOGAESID veeieernrnnnneoenes 20,8 " " " o
FL3P0T0 vinnrenssnesrnaensss 72,8 " " " "

R 08 o - T 0.8 " " " "

COBCR vieennenmnresnoonaenas 0.& " " " "
YOOG thevannevoaessnnesnsons 0.018 " " " "
O # g [ " " weooow
FI8€ITU evuiveveennncnrenenans 0.68 " " " "
Aluminio «venevevacensonanss 0.609 " " " "

SOUIT uvueernevoenevneneneen 7.7




- CUADRO 1

IMPORTACION DE ACIDO LACTICO EN DIFERENTES PAISES DURANTE 1981, 1982 Y 1983

\

PAISES 1981 - 1982 1983 1981 1982 1983+
KGB KCB KGB Dils. » Dlls, Dlls.

ALEMANIA OCC. 13,084 102 4,293 21,743 1,559 9,684
BRASIL - 750 5,040 - 1,085 6,908
ESPASA 2 19,003 127,639 15 23,441 173,973
EE.UU, 116,293 220,386 8,500 320,644 494,326 10,839
[OLANDA ] 600 178,069 0 2275 391,248
JAPON 16,100 128,800 - 26,303 189,952 -
SUIZA 400 - - 1,402 - -
TOTAL AC. LACTICO 456,261 656,629 323,558 761,54 1,118,510 592,672

| PESOS PESOS PESOS

$ 114,237,000 $ 167,776,000 $ 88,900.00
S

FUENTE: BIBLIOTECA DFL IMCE (2).16 a DOO2)

*EQUIVALENTE 1er, TRIMESTRE 1083,

KGB - KILOGRAMO BRUTO,
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GENERALIDADES

El 4cido léctico (dc. 2-hidroxipropibnice, 6 eX-hidroxiprg
pibnico) CH3CHDHCDOH, es un acido gue estéd ampliamente distri-
buido en la naturaleza, es un constituyente &cido del suero de
la leche (de agui derive su nombre), y un constituyente normal
de la sangre y tejido muscular de los animales.

Scherle lo 8isld e identificd en el suero de la leche en-
1780. E1 4cido lédctico contiene um &Stomn de carbono asimétrico,
existe en dos formas Opticamente activas y una modificacién ra
cémica, todas solubles en agua. (3,10,12,18, 31, 34, 35)

Cooy FUUH

H—F—UH HD-F-H

CH3 CH3
D(-) 4c. léctico. L(+) 4c. lartico.

E1 D(-) ac. lactico posee la configuracién D y es levarrg
tatorio, el L(+) &c. léctice posee la configurecidn L y es dex
" trorrotatorio, sin embargo los sales del dc. Léctico D(-) son
dextrorrotatorias y las sales del ac. lactico L(+) son levorrg
tatorias.

£1 Acido gue se produce comercialmente por fermentacién -
es la forma Gpticamente inactiva. (3,18,31,34,35)

Es un liguide sirupose, transparente, incolora o débilmen
- te amarillo, casi inodaoro de sabor acido, soluble en agua, zl-
cohol o éter en todas proporciones, es insoluble en clorufurmo,
éter de petroleo y disulfuro de carbono, es muy higroscdpico y
tiende a descomponerse con la ebullicién. (12,32,27)



Peso MOLECULlBY ceieveveesasensisssseancnanesss 30.08
Gravedad especifica cieevecencenocsonsonannns 1.249
“Indice de refraccifn npl0 .viecsnvennsnanssns 1.4414
Punto de ebullicifn 14mme HQesovesoseasansseess 122.00C

( 18, 35 ).

El acido lactico comercial es una mezcla del adcido con -
agua a diferentes concentraciones y grados de pureza.

Existe como una mezcla de &4cido lactico libre, ac. lac--
til-léctico y otros ésteres intermoleculeares.

CH3y— E'IH...CDDH
00— C~ [|}H-. CH3
OH

acido lactil-lactico

La composicién de soluciones‘diluidas de acido lactxcu,
cnnteniendu aproximedamente el 20% de &cido léactico correspon
:dén esencialmente 8l 4cido lactico monomérico y ‘agua, (16 -
34, 35).

. Las soluciones de alta concentracibn son mis complejas a
; Lo

causs de la propia esterificacién que sufre el &cido lactico,
formando los Acidos polilécticos.

Ciertos derivadaos del aAcido lactico tienen un alto poder
solvente debido a la presencia de los sigulientes grupos fun--
cionales: hidroxilo, éster 6 eter. (35)
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-
USOS DEL ACIDO LACTICO
lo. GRADO CRUDO 20. GRADO COMESTIBLE 3o. GRADO PLASTICO 40. GRADO US.P.
22% ,44% y50% 4% y 50% TS0 85%
I~ .o ) sedas . . - .
Fabhricacion de teilido Acidulante Industria de plasticos Farmacia
lanas
Preparacion de cucros - Confiterias Comestibles
Desecado de pieles Inhibidor de bacterias en la Plastificante
fermentacion
Encurtido de vegetales Manufactura de cerveza Catalizador dc resinas,
aldehido - fendlicas,
Fundente en pastas de soldar Fabricacion de levaduras
Adhesivos Ajustar pH en aguas duras
Limpiadores y pulidores . Saborizante
E]cclrodcposicién Productos de panaderia
Reveladeres litogrificos Fabricacion de bebidas
' ‘ clervecentes.
Tintas especiales Preservador (sopas, frutas,
dulces, pepinos agrios, zumos,

Solventes (ésteres de metil, carnes, extraclos, quesos)
etil, n-hutil Iactato)
DERIVADOS DEL ACIDO LACTICO:
Lactato de calcio en calcioterapia; lactato de fierro en tratamiento de anemia; lactato de aluminio en antiperspirante; lactato de
cobre en clectrodeposicion; lactato de antimonio en tintoreria, lactato de sodio en plastificante y humectante; lactato de etilo,
n-butilo en lubricante solvente, -

e

Bibliogratia (L1, 13, 18, 20, 31, 32, 34, 35,37).




Hidrblisis enzimdtica del almidbn:

£l almiddn es un polisacArido, estd compuesto de amllosa,
una fraccidn lineal, la cual a su vez esth compuesta de n-mo-
léculas de glucosa enlazadas en la posicidn & (I-4), y amilo-
pectina, brazos laterales (también compuestos de moléculas de
glucosa) enlazados en la posicifn o (I-6) (5, 22, 23).

‘. EXTREMO
\_no RepucToR . 00‘,06,

CH,OH ‘o
0 0y

. %
o
0\ \Q{ ('H‘, 0“ ‘_Q,
THYOH CHa <, 0 h@ ot
-‘QL -4:,/L JC,)L ")

EXIREMO
RSpuctoRr

€l contenido de almidén de vegetales varia con la por---
cibn de la plenta, madurez, variedad y.condiciones de creci--
miento, los almidones de diferentes fuentes tienen diferentes

proporciones de amilosa y amilopectina.

Hay elrededor de una cadena lateral por cada 25-30 unida
des de glucosa en la amilopectina.
Existen muchas hipdtesis acerca de los dos principales tipos-
de enlace, tienen diferentes velocidades de hidrolisis.
Los resultades llevan a la conclusidn gue desde el punto de -
vista practico, las velocidades no son lo suficientemente di-
ferentes para afectar significativamente la naturasleza de los
productos formados. (22, 23).



Cuando se hidroliza el almidbn can agua y un catalizador
spropiado, las moléculas de agua se afiaden a les moléculas de
almiddén. Esto significs que una cantidad dada de almidon debe
"producir mis de una cantidad de producios hidroliticos. E} ca
so extremo es la conversifn del almidén al producto final gly
caosa. (5, 22, 23)

( CgHqnls Jn + nHo0 e n ( CgHq20g )

almidén glucosa

Diagrama esquemdlico de-
una molécula de amilosa-~
caon sels unidades de gly

cosa por vuelta.

Diagramu esquemdtico de-
una molécula de amilopec
tina con seis unidades -

de glucosa por vuelta.

Una vuelta de una molécy
la de almidbn de seis --
unidades de glucosa enla,

zadas en las posiciones-~

A -(I-b).

10



Por ejemplo en la hidrdlisis del almiddn, 162 unidades -
de almidbn reaccionan con 18 unidades de agua para producir -
180 unidades de glucosa.

Cuando no ocurre hidrdlisis total, se obtienen productos
tales como la maltosa y otros polisacéridos, esto impide de--
terminar el rendimiento, por lo tanto se debe encontrar un mg
todo que permita llevar a cabo la hidrdlisis del almidén en -
la forma més completa posible. (22, 23)

La hidrdlisis dcida del almidbn se efectla utilizando cg
mo catalizador un &cido mineral diluido (H,504, HC1), aqua, -

calor y agitscifn mecanica.

El rompimiento de los enlaces glucosidicos ocurre al ~--
szar, dando como productos de hidralisis: monosac@ridos, disg
caridos y polisacaridos de cadena corta. No ocurre hidrélisis

total a monosacéridos.

En el transcurso de la hidrolisis 4cida se producen cam-
puestos del tipo Furfurai,‘polisacéridos no almidones, des---
truccién de la dextrosa, también se forman compuestos que dan
un efecto perjudicial en el sabor y color de los productes. -
(5, 22, 23),

Corman y Langlyke estudiaron la accibén de enzimas amnilo-
1{ticas de filtrados de cultivos fingicos que produzcan la sa
carificacidn del almidbn, vy establecieron que la accidn hidro-
- litica se debe @ la o< -amilasa y a una enzima glucogénica. -

(2).

"Este sistema de enzimas actla sobre la maltosa, dextri--
nas y almiddn, produciendo glucosa.’La eficiencia de la saca-
rificacién fue correlacionada con la enzima glucogénica, me--
jor que con la actividad de eo&{ -amilasa. (2, 16, 24, 30, 33,-
37).

1



Kits reconocid en el hongo del koji una enzima gque prody
cla glucosa directamente del almidbén. (35, 37).

Kerr y colaboradores reconocieron la presencia de enzi--

mas de este tipo en la amilasalfﬂngica comercial en la produc
cion de jsrabes, a la enzime glucogénica se le denomind glucg
amilasa.
Investigaciones en muchos laboratorios, particularmente en Eg
tados Unidos y Japdn, demostraron gque un considerable nimero-
de microaorganismos puerden producir glucoamilasa, pero también
es importante su praduccidn simulténea de apreciables cantida
des de transglucosidasa, ya que esta enzima reduce los rendi-
mientos de dextrosa de la hidrolisis del almiddn a causa de -
la produccion de oligosacédridos no fermentables, conteniendo-
enlacese{~(1-6) , (16, 24, 39).

Cepas de Rhizopus delemar y Rhizopus niveus, producen --

glucoamilasa libre de transglucosidasa. (30, 34).

Las desventajas de los cultivos de Rhizopus, Bs gue no ~
dan rendimientos satisfactorios de glucoamilasa en cultivo sy
mergido y las propliedades son algo inferiores comparada con -
la glucoamilasa de Asperpillus niger, como se observa en la -

siguiente tabla:

12



. A

Microorganismos Acnerailles Rhizonos Endomviees
Nombre comercial Diazina Sumizima Matulasa
ol-amilasu E4B/g. 30 500 25

Unidades de glucoami-
lasa 31 50 95

1, 6 glucosidasa % de

hidralisis. 5.8 1.6 0.1

PH dptimp (3.5-5.0) (L.,5-5.5) (L.8-5)

Temperatura dptima °C (5G-60) (50~55) (50-55)
. )

Las enzimas dan evencizlrmenie lav micsmas cenversiones -
de almiddn o glucosn cuands 22 uwsas bajo sus comdiciones Gptl

mas de pH v temperstura. (16, 33, 3%)

MICROORGAR]ISHMOS PRODUCTGRES DE EINZIMAS AMILOLITICAS

Microorganismos A ~amilasa Glucpamilasa o ~arnilasa
productores de..

B.suhtilis
B.ctincroter-
Bacterias monhylyue,
B.amvlplicue-

faciens

A.nigry R.niger A.niger
A.alliscrus Rhizpnus Hhizopus
A, footidus {niomyces

Hongos A, weptii

Rhizapus
‘ucor

tionilia

Fuente: (2,16, 19,24,30,31,33, 39) 13



Accifn y caracteristicas de la nlucocamilasa:

La glucoamilasa fué caracterizada.desde 1951, y es eg---
trictamente una exoenzima, la cual hidrolisa enlaces glucosi-
dicos &N (I-4) en el almiddn y separa unidades sucesivas de -
glucosa de la parte final de la cadena no reductora.

Actda principalmente sobre cadenas largas y también hidroliza
enlaces o (I-6) y oA (I-3). Aunque mas lentamente que los -
enlaces o (I-4), asl ésta enzima es capaz de convertir el al-
midbn completamente a glucosa. (2,16,24,30,33,34),

La glucoamilasa convierte cpantitativamente el almidébn a glu-
cosa en soluciones de baja concentracion. (39)

Las conversiones son menos completas cuando las concentracio-
nes de almiddn se incrementan. (39)

Se ha demostrado que la glucoamilasa pura causa cierta polime
rizacién de la glucosa, ésta accidn se incrementa con altas -
concentraciones de enzima. Esta reaccion de polimerizacidn --
provoca la acumulacidn de oligosaciridos no descables caon en-
laces o{ (I-6), tales como isomaltosa e isomaltotriosa. Esto-
conduce a restringir las concentraciones maximas de almiddn -
para que puedan ser eficientemente convertidas a glucosa. En-
la practica industrial se usan concentraciones de almidén aba
jo del 40%, cominmente en #l rango de 30 a 35 con un nivel op
timo de glucoamilasa, obteniéndose la maxima produccidon de --
fglucusava las 48-96 horas., (is, 33, 39)

Pu} lo expuesto anteriormente se eligid al Aspergillus niger-

productor de glucoamilasa para llevar a cabo la hidralisis del
almiddn de papa, de ésta forma se obtienen buenos rendimien--
tos y se evité la formacibn de productos indeseables.

€1 hidrolizado de almidén de papa, se utilizard para producir
.Acido lactico por fFermentacibn.

U



Fermentacién léctica:

Las bacterias lébticas, se caracterizan por su cepacidad
de producir 4cideo léctico a partir de glucosa y otros azlca--
res.

E) &cido lactico se forma como producto final del ciclo cono-
cido de Embden-Meyerhof, el cual se describe a continuacidn -
13, 17, 21, 31).

N

Mﬁ++ fosfnhexu-
; isomerasa.
GLUCOSA » GLUCASA-6 P __ -~ FRUCTOSA-6 P
Hexorcinasa : Mg++
//’”‘\\ Fosfofrugc ATP
ATP ADP+P} tocinasa. CHDP+P1
4
Gliceraldehido-3 P FRUCTOSA-1, 6 di-P
deshidrogenasa
Nagis——//9AD+
1,3 difosfogliceratoe—Gliceraldehido-3 P
Mg++ fosfoglice
ratocinasa. Fosfotriosa
isaomerasa.
ADP+pi : A S
ATP. » Fosfato de dihidroxiacetonas

2-Fosfoglicerato

3-Fasfoglicerato

Ho0 Piruvatocinasa
RDP+Pi ~ ATP
Fosfoenolpirhvato = Plruvato

C;NRDH
NAD+
Lactato deshidrogenasa

ACIDD. LACTICO

15



Las bocterias del 4cido lactico obtienen su energia por-
-fermentacidn parcial de azdcares, sin la utilizacidn de oxige
no libre. Utilizando cantidades considerables de aszdcar para-
obtener relativamente pequefias cantidades de energis para su-
crecimiento, y al mismo tiempo se producen grandes cantidades
de productos finales de fermentacidn. Asi las especies pueden
ser parcialmente identificadas por los productos fimnales de -
fermentacibn.

Las especies homofermentativas producen 4cido léctico co
mo pfoductu nrincipal, vy las cantidades varian del 85 al 95%-
en base o la hexcsa fermentada, ademds se producen pequefias -
cantidades de didxido de carbono y adcido acético.
A partir de pentosas. se producen céntidades equimoleculares -~
de écido léctico y Acido acéticn. (14, 31, 32, 38).
Las especies heterofermentativas convierten arriba del 50% de
glucosa en &cido lactico del 20% al 25% en CO, y el 25% en al
cohol o &cido acético.

Las hacterias del f4cido lactico no son putrefactivas, --

son poco proteoliticas y no son fuertemente lippliticas.

El Acido pirdvico es un importante intermediario en la -
formacibn del &cido lactico por bacterias homofermentativas, -
éste es reducido por la deshidrogenasa y lo convierte en aci-
do léctico. E1 cambio total se expresa por la siguiente ecua-
cién. (14, 31, 32, 38).

CgH420g ~———w2 CH3CHOHCOOH

16
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Microorganismos utilizados:

Los microrganismos que se pueden utilizar para la produg

citn de Gcido lactico por fermentacidn son:

Lactobacillus delhrueckii,

Lactobacillus bulnaricus, -

Lactobocillus pentosus, Lectobocillus casei, Lactohacillus -~

leichmannii, Lactobacillus plantarum Streptococus lictis, -
) y

todos éstos microorganismaos son homofermentativos. (3,14,31,-

32,38).

£l sigulente cuadro muestra los sustratos sobre los cua-

les éstos microorganismos pueden actuar.

Sustrato Leche Glucosa Hidrolizado
que b y de
Fermenta Suerao tialtosa Almiddn
L.bulaaricus L.plartarum L..delbrueckii
Micro- L.casel L.delbrueckii L.plantarum
organismos “GStr.lActis: L}gentusus L.bulgaricus
L.leichmannii Str.lactis
\_ v

Materias primas para la fermentacidn lictica:(3,14,18,31,32,38)

Glucosa
Sacarosa

Lactosa (suero de leche)

Hidrolizado de almidin de maiz

" Hidrolizado de papa

Xilosa

Melazas

Licores sulfiticas

Trigo
Cebada

17



Requerimientos nutritivos:

Las requerimientes nutritivos de las bacterias del &cido
.léctico son algo complejas, se requieren varias vitaminas del
complejo B y ciertos aminodcidos. (14, 18, 31, 38).

Vitaminas y factores de crecimientn:

Acido para amino benzoico
Biotina

Acide folico

Acido nicotinico

Acido pantoténico
Riboflavina

Tiamina

Vitamina Bg

Vitamina B4,

El extracto de‘levadura se puede utilizar como fuente de
estas vitaminas y factores de crecimienfo, ademas de fuente -
de aminoacidos. (14, 18, 31, 38).

"Sales minerales:

Fosfato-monobésico y dibésico
Cloruro de sodio

Clorurc de manganeso

Cloruro de potasio

Cloruroc de magnesio

(3, 14, 18, 31, 32, 38)

Temperatura de fermentacion:

La fermentacidn del dcido léctico se lleva a cabo a tem-
perasturas opiimas, reportadas en la literatura para cada mi--
croorganismo. El Lactohacillus delbrueckii de 459C, Lactobaci
llus bulnaricus de 45 a 5000, Lactobaclllus pentosus, Lactoba

18



cillus casei vy Lactobacillus lactis a 309C; Lactobacillus ---
plantarum s 379C,.

La temperatura 6ptima'de trabajo debe ser determinada'experi—
mentalmente para cada tipo de fermentacian. '

Concentracidn de azlcares:

Se ajusta la concentracién de azlcares entre 5 y 20%, de
pendiendo de la naturaleza de la materia prima y de las condi
ciones del proceso. (14, 31, 38).

Aporte de oxigeno:

Las bacterias utilizadas para producir &cido léctico, in
dustrialmente son microserdfilas & anaerchias. (14, 18, 31, =
32, 38). :

"EH":

El pH, ern el cual se realiza la fermentacion lactica en-
condiciones 6btimés; estéd en el valor de 5.0 a 6.0 (9.
El CaCl3 que se agrega al medio de fermentacién, actia coma. -
amortiguador manteniendo al pH en el'yaldf dé 5.8 a 6.0, parsa
un_cbntrol7contindo de pH se utiliza NH3. (NHy)2C03 6 mezclas
de cérbnhato de sodio, potasio y amonia. Las ventajas del con
trol continuo del pH en la fermentacién lActica, son la obten
cidn de altos rendimientos y velocidades de produccion incre-

mentadas. (14, 18, 31, 38).

Duracidn de la fermentacifn:

La fermentacifin puede ser completa entre uno y seig ----
dias, dependiendo del proceso wutilizado.

Rendimientos:

. Se abtienen rendimientos del 85 - 90%veh procesos conirg
lados. (31, 32, 38). ' '
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51 MATERTIAL

Agitador rotatorio

Agitadores de vidriao

Asa bacterioldgica

Asa micolbgica

Autaclave

Balanza analitica

Blalanza granataria

Bureta de 500 ml,

Camara de cromatograflia
Campana de flujo laminar
Cuchillo

Espatula

Estufa de 30°C a 4OOC

Gradilla

Jarra tde anaerobiosis esténdar
Licuadora

Matraces Erlenmeyer de 25 ml.
Matraces Erlenmeyer de 300 ml.
Matraz aforado de 25 ml.
Matraz aforsdo de 100 ml.
Matraz aforado de 500 ml,

~ Matraz aforado de 1000 ml. ‘
Matraz bola de fondo plano de 3 litros
Mecherogs -
Piedras de ebullicitn
Pibetas de 0.1 ml.
Pipétas de 1 ml.
Pipetas de 5 ml.:
Pipetas de 10 ml.
Pipetas de 50 ml.
Probeta de 50 ml.
Refrigerador
Termémetro hasta 1100C



Tubos de cultivo Pyiex de 18 x 150
-Tubos de cultivo Pyrex de 16 x 150
Tripié

Vidrio de reloj
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5.2 REACTIVOS

Acido acético

Acido benzoleo

Acidao clorhidrico
Acido férmico

Acido oxalico

Acido sulflrico
Acide tricloroacético
Acetato de sodio
Agar

"Agua destilada
Anilina

Azul bromofenol
Carbonato de calcio
Citrato de amonio
Cloruro de potasio
Etanol absoluto

-Eter

Eter dietilico
Extracto de levadura
Ektracto de carne
Fosfato monopotésico
Fosfato dipotésiéo-
Gaspack

| Glucosa .

‘Hidréxido de calcio

Isopropanol

Nitrato de sodio

Molibdato de amanio

Para-hidroxidifenilo

Peptona

Reactivo de antrona

Reactivo de Orto-toluidina,

Rojo de metilo

S5ilica gel "H"

Sulfato de cobre penta-
hidratado.

Sulfato ferroso hepta-
hidratado.

Sulfato de magnesio hepta-
hidratado.

Sulfato de manganeso tetrg

S hidratado.

Sylféto de zinc hepta-

,'l hidratado.

Solucibn esténdor de acido

lactico 100 mg./100 ml. &

(lacteto de litioc seca)

Tiourea

TweenFBD

Vaselina




5.3 METODOS

- DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS TOTALES

Método de antrona: (28)

Fundamento:

aj Hidrblisis de los polisacAridos a monosacéridos.

b) Deshidratacion y rearreglo de los monosacéridos a la for-
ma furfural, a partir de-pentosas it hidroximetilfurfural-
a partir de hexosas.

c)' Reéccién el furfural o hidroximetilfurfural con el desa-

rrollador de color, para formar un compuesto colurido que

se determina espectrnfotometrlcamentp.

Los carbohidratos dan un color verde caracteristico con-

antrona y calor en une solucibn de acido sulfirico.

£l color es debido a la condensacidn con antrona de los deri-

vados de furfural formados de los azlcares'en acido caliente.

Le forma antronol es la que reacciona,

oo : oy
REACTIVOS: ANTRONOL

1-"

’310 -

Solucidn estédndar de glucosa (1.0 mg./ml. en una solucidn
al 15% de &cido benzoico, es estable por largos periodos-
a 0°C.

Solucidn stock de dcido sulfirice (75% v/v), ahadir 750 -
ml. de acido sulflrico a 250 ml. de agua destilada.
Reactivo de antrona: se sgregan 5 ml, de etanol absoluto-
a 200 mg. de antrona, se llevan & 100 ml. con la solucidn
stock de acido sulfﬁrico. se agita hasta disolver. .

J”Este reactivo se prepara cada dia, el etanol sirve’ para -

eetabilizar el colur.
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~
8LANCO PRDBLEMA ESTANDAR
AGUA 1.0ml. | meeem | eeaee
Suspensidn de masa
de papa con = 5% =~
de carbohidratos -~ | = ~e-e- 1.0ml. | =eme-
totales.
(Dilucidn 1:1000)
Esténdar de glucp
sa 100 mg/100 ml. | = m=e== ] ceeeee 1.0 ml.
(Dilucidn 1:20)
Bafio de Hielo
Reactivo de antro-
na agregar lenta-- 5.0 m1. 5.0 ml. 5.0 ml,
mente con agitacidn
Bafio de agua en ebullicidn 10 minutos
Enfriar en bafio de hielo y leer a 625 nm.
: _/

NDTA:'Se lee el problema y el estdndar contra un hlanco de --
agua para tener mayor especificidad y evitar las sustancias =

interferentes:

Los disachridos y polisaciridos dan cuantitativamente el mis-

mo valor de color por mol de glucosa.
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CUANTIFICACION DE GLUCOSA

Fundamento: (28)

La glucosa forma con orto-toluidina en solucifn de 4cido

acético caliente una substancia de colar verde, que puede de-
terminarse fotométricamente.

Reactivos:

1.~ Acido triclorpacético al 3%
2.- Solucién estdndar de glucosa 100 mg./100 ml.
3.- Reactivo de color (reactiveo orto-toluidina)l.
0.5 g. de tiourea.
9.0 ml. de orto-toluidins

100 ml. de é&cido

acético

-

st

TECNICA CON DESPROTEINIZACIOWN

2.0 ml,

Problema | Solucitn 8lanco

estandar de

glucosa 100mg/ G0 ml.
Acido tricloroacético 1.0 ml, 1.0 ml, 1.0 ml.
Problema 0.1 ml. -——— ———
Estandar ———— D.1 ml. ————

Mezclar y Centrifugar

Sobrenadante 0.5 ml. 0.5 ml. 0.5 ml.
Reactivo de color 2.0 ml., 2.0 ml.

Mezclar y poner en'baﬁo de agua hirviendo 10 minutos,
e -en eeguida pasar a aqgua fria.

La absaorbencia se lee cuntfé blanco de reactivos a 625 nm.
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CROMATOGRAF1A EN PAPEL

Material: (28)

Cémara para cromatografia ascendente

Papel Whatman. N2 1

Solvente desarrollador

Isopropanol: acido acético: agua (3:1:1)

Reactivo revelador

Anilina-4cido-oxalato

Afiadir 0.9 de &cide oxalico en 200 ml. de agua, més 1.8 ml. de

anilina.

Se utilizd uma solucidn estdndar de glucosa al 1% como patron
de referencia, para comparar el Ry de este con la muestra pro
blema. '

Método:

Se aplican aproximadamente 5 41. de la muestra problema-
y de labsoluciﬁn estandar de glucosa con una separacidn entre
muestra y muestra de 2 cm. , '
f.as muestras se aplican a los 3 cm. del fondo del recipiente,
y deben estar separadas a 1 cm. del eluyente (fase méQil).

La cromatografia se suspende antes de que el frente del-
disolvente llegue a la parte final del papel. 5e marca el ---
frente del disclvente y se pone a secar el papel. Se rocia --
con el reactivo revelador, se seca al aire 10 - 15 minutos y-
después se coloca en la estufa a 1009C durante 10 minutos.

Las hexosas dan un color café.
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CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DEL ACIDO LACTICO

Principio: Los Acidos orginicos solubles en aqua son se-
parados e identificados por cromatografia en capa fina. E1 --
solvente usado es 4cido formico-éter dietilico en relacién -
7 a 1y la deteccidn se hace, ya sea con un indicador de pH o
con molibdato de amonio. (28)

MATERIAL:

Placas: Se utiliza una placa de vidrio de 20 x 20, sili-
ca gel "H" un aplicador ajustable. Las placas se secan 3-4 hp
ras y se guardan en un desecador hasta ser usadas, la subse--
cuente activacidn por calor es innecesaria.

Solvente: Agua saturada con éter dietilico y Acido formico se
mezblan en relacidn 7 a 1 por volumen en un embudo de separa-
cibn.

Indicador: Azul de bromofenol al 0.3% y rojo de metila al ---
0.1%, se disuelven en etanol al 9%.

Procedimiento:

‘Solvente: A una profundidad de 1cm., la cémara se sella con -
una placa de vidrio con vaselina.

Muestras: 10 @l conteniendo 3U‘JW9 de &4cido (o su sal) se --
aplican en solucidn etandlica a 2.5 cm. del fondo de la placa
y 2-3 ctm. de separacidn.,

Después del desarrollo de las placas se secan al aire (evapo—
racién del éter) y entonces se calientan a 80°C psra evaporar
‘el 4cido férmico.

Para prevenir la disminucitn de cetoécidos, las placas se pug
den secar al aire por aproximadamente 4 horas hasta eliminar-
las trazas de acido férmico.

Reveladb: El indicador se rocia como spray sobre la placa, -=
los‘éciﬁps aparecen como puntos amarillos sobre un Tnndo azul

v

0BCUTD,
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CUANTIFICACION DEL ACIDO LACTICO

Método de Nanni y Baldini (1964) ... (28)

Principio: 1la muestra desproteinizada se trata con -----
CuS0y .5H,0 y Ca(OH), para eliminar el piruvato interferente.
Asi el CuS04.5Ho0 se afiade junto con HpS0, concentrado, el --
cual bajo la influencia del calor convierte el &cido léctico-
a acetaldehido. Este reacciona con Para-hidroxidifenilo para-
producir un cromdforo violeta, teniendo un mdximo de absor---
cién a 568 nm.

Reactivos:

Solucidn esténdar de acido lactico, 0.2133 g. de lactato
de litio seco se disuelven en 100 ml. de agua destilada, Jjun-
to con un ml. de H,50, concentrado, se lleva a un volumen fi-
nal de 1 litro con agua destilada, ésta sclucifn se diluye al
valor apropiado de calibracidn.

Solucién de Para-hidroxidifenilo: 150 mg. de Para-hidroxidife
nilo se disuelven en 10 ml. de etanol absoluto.
Soluciones de sulfato de cobre: CuSO4.5H20 al 20% (w/v) y al-

15% (w/v). Hidrdxido de cslcio, dcido sulfirico concentrado.

Método:

Un ml. de solucién libre de proteinas conteniendo 10 a -
200 Mg. de acido léctico, se colocan en un tubo de 15x110 mm.
Se agrega un ml. de sulfato de cobre al 20% y se lleva a un -
volumen final de 10 ml. con agua destilada.

Se agrega un g. de hidréxido de calcioc, los tubos se tapan y-
se agitan vigorosamente, por pgriodns de 30 segundos a inter-
valos de 5 minutos por 30 minJ%os. se centrifugan los tubos.
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Un ml, 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%, sequida por 6 ml. de HZSUA concentrado que -
se afiade lentamente con agitacidn continua, goteando de una -
bureta.

Cuando todo el acido se ha afiadido, los tubos se agitan vigo-
rosamente., Los tubos tapados se transfieren a un baifio de agua
a 60 + 19C por 30 minutos, se enfrian a 8-100C y se agrega --
0.1 ml. de Para-hidroxidifenilo,y se agita vigorosamente.

Los tubos se colocan en un bafio de agua a 29 + 19C por 30 mi-
nutos, seguido por 90 segundos de bafio de agua en ebullicidn,
con este tratamiento se elimina el exceso de Para-hidroxidife
nilo.

Inmediatamente después de este tratamiento, los tubos se en--
frian en bafio de hielo y se mide la extincidn de 568 nm. con-

tra blanco de reactivos.,

Inbculo de Lactobacilos:

En tubos de cultivo de 22x150, se adicionan 5 ml. de me-:
dio N@ 3 més D.25 ml. de cultivo de 48 horas de Lactobaciles,
y se incuban a 379C durante 48 horas. '
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5.4 HIDROLISIS ENZIMATICA

La hidrdlisis enzimhtica se realizd en una suspensidn de

papa, utilizando el honqo Aspergillus niger. La cepa fué pro-

porcionada por el ceperio de la Facultad de Quimica de la ---
U.N.A.M.,'y se le hiclieron las siguientes pruebas de identifi
cacidn:

{lhservacion macroscdpica:

En la superficie del medio desarrolla un micelio blanco,

y sobre éste los conididforos y conidios de color negro.

Observacifn microscopica:

Hifas tabicadas hialinas muy ramificadas, micelio con -~
abundantes conidiaforos, en cuyo extremo se encuentra una ve-

sicula & (cabeza) rodeada de conidios de color negro.

CONIDIOS . HIFA MULTINUCLEADA

ESTIGMA
SECUNDARIO

VESICULA CELULA PIE

CONIDIOFORO

FIGURA NQ@ 1




Disefio del medio de cultivo:

Se disedd un medio de cultive para realizar la hidroli--
sis, baséndose en ls composicidn guimica del Aspergillus ni--

ger.
La composiclén quimica del Aspergillus niger en g./100 y. de-

células es la siguiente: (1)

C ouevene ceerensrnaans L8 g

N .. teeaee tesaneasen . 6.00g

P et e 2.5 g

S=MgQ cineiivenann seene 1.0 g

K-Ca cerdrisice e en g.1 e 0.5 g.

Ma.~FB v.ueievveesenes.. 0,012 0.7 0.

In-Cu-Mn ....evvvoevevss. 0.001 a 0.01 qg.

Para obtener un gramo de células de Aspergillus niger en

100 ml. de medioc de cultivo, se requieren las siguientes subs
tancias. '

(Suspension de papa con 4-5%
de carbohidratos totales) seseeeessecesienoss. ... 100 m1.

NaNBg coevaernneasesnenncsorsansnsansas vesesseess 0,364 g.
T PP « PR [ I
MgS0, »7Ho0 wivvneiiiiiiinieiiiiiiieiiasieneneenee 01025 g.
KEL wevseresensieneeencessannnsersoneecensneeesa. 0.0057 g.
FeS04eTHo0 vvvvennneenns e ... D0.0027 g.
ZNS0," 5Hp0 «eeenevranenensenneieaesineeianeiens.  0.00024 g.
CUSO = THpl +evvrseereeeasseeannnesonasseananeeses 0.00029 g.
MNC1p" BHAD «veevnnennssrneessnenensannenensssens, 0.00019 g.
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S¢ ajustd el pH a 5.5 y se esterilizd a 120°C durante -~
20 minutos. (E1l medio disefiado se denomind MIP),
La suspensibn de papa contiene de 4 a 5% de carbohidratos to-
tales, de los cuales el hongo utiliza 1.2% para nutrirse. (6,
33).

Suspens idn de papa:

Se pesaron 250 g. de papa sin pelar, se cortaron en pe--
quefios trozos, se pasaron a un matraz Erlenmeyer de 2 litros,
y se agreqgaron 800 ml. de agua destilada, se mantuve a ebulli
cibn con fuego lento una hora, se dejd enfriar y se sometid a
una agitaciﬁn intensa en la licuadora hasta tenmer una suspen-
sidn homapénea, y se llevd a un volumen de 1000 ml.

A esta mezcla se le deterpinaron carbohidratos totales por el
método de Antrona; y se le ajustd la concentracidn entre 4 vy
5%. (6, 33).

Preparacidn de §nbdculo:

Se sembraron las esporas de Asperqgillus niger en cinco -

tubos de 22 x 150 con medioc de cultivo MIP, se incubaron en -
tre 28 y 309C durante 7 a 8 dias, observandose abundante desa
_;rulln y esporulacidn. Del desarrollo obtenido de los tubaos,-
sevpreparé una suspencidn de esporas con una solucidn al 1% -
de tween 80, ajustandose aproximadamente 80 millones de espo-
ras por mililitro.

En un matraz Erlenmeyer de 300 ml., conteniendo 100 ml. de me
dio de cultivo MIP, se adicionaron 4 ml. de la suspencidn de-
esporas, se incubd a 3009C con agitacién de 200 rpm. durante -
24 ‘horas. (26, 27, 33).

Al medio MIP, se le adiciond un 10% de inbculo, y se incubb a
300C con egitacibn de 200 rpm., se cuantificd la glucosa cada
20 horas por el método de Orto-toluidina, y se hizo la croma
tografi{a en papel del hidrolizedo al finasl de la fermentacion.
(27, 29, 33)
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5.5 FERMENTACION LACTICA

Cepas:

Para el {rabajo experimental, se utilizaron las cepas de
Lactobacillus plantarum v Lactobacillus delbrusckii, les cua-

les fueron proporcionadas por el cepario de la Facultad de --
Quimica de la U.N,A.M.

Activacidn de cepas:

Las cepas liofilizadas de Lactobacillus se hidrataron en
splucidon salina estéril, y se sembraron en los siguientes me-
dios de cultiveo 2, 3, 4y 5,

Mediog M0 2 M.R,5, (25)

Peptona ..ceeveirenneciannasesses 10 g,
EXtracto de CBTNE veevesaesasanse 10 G.
Extracto de 1evadura «..oeessees. 5.0 Q.
GlUCOSD +eveeceravvencacncennseass 20 Q.
Tween B0 .ovevivesscecronsaecanss 1.0 g,
BZHPDL sessssesssscscsansssveancss 2.0 0O
Acetato de s0di0 cevieeeessvensees 5.0 g,
Citrato triamlnico .cceeeecseeesss 2.0 Q.
'Mgsuu'vuzo tesesssvessassassenass 0.2 Q.
MnSOLr 4HoO wevveniacevneernneees 0.2 g,
Rgua destilada .eeeeecnnecsesesss 1000 ml.

Se disuelven los ingredientes en agua y se ajusts el pH 8 ---
6.8, se esteriliza a 120°C durante 15 minutos.

Medio N2 3 Sustrato nutritivo N@ 20 (17)

Extracto de levadura ...eceeeveee 2.0 Q.
GluCDSG .cc-‘o.l..o'otl'c.on.n"na 2-0 go
‘S0l., "A" de sales minerales ..... 0.88 g.
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Sol. "B" de sales minerales ..... 0.74 ml.
Agua destilada s.ieieeaesvocasss.. 100 ml.

S5pl. "A" de sales minerales Sol. "B" de sales minerales

Mg504+ 7Hp0 .0 v ve . 10,0 go Acetato de sodio......12.5 g.
Fes0, 7Hp0 .ovvvv..s 0.5 g. Tween 80 ....... seeees 0.6 9.
MnS0g« 4HO wueevee 0.5 go Hp0 destilada ........ 50 ml,
Ha0 destilada ...... 50 ml,

Medio NQ 4 "medio basal" (9)

GlUCOS® sesessvssvecsscness 9.0 Q.
Extracto de levadura ...... 3.0 g.
Spl. "A" de suoles minerales 0.29 ml.
Spl. "B8" de sales minerales 0.8 ml,

hgua destilada ..cevveesess 100 ml,

Medio N® 5 "galdo pars microindcula": (7)

 Extracto de levadiura ...... 0.2 g.
Peptona ceecesceesceeennses 0.5 g.
GlUCOS58 eesescessesssassess 1.04g.
KHoPO) teeveevcsnnnsnesnees 0.2 9.
Tween B0 ceeeseseosssseesss 0.1 g,
Agua destilada ..eseeessass 100 ml.

En los medios de cultivo 2,'3, 4 y 5, los lLactobacilos se de-
sarrollaron en el fondo y' en la pared de los tubos de ensaye -
~con los siguientes resultadaos:

Microorganisinaos Medio Medio Medio Medio
NG 2 NG 3 NQ 4 Ne 5

Le Elantarum +4+4 1 +++ +++ +

L. delbrueckii +444 +++ P o+




De acuerdo con los resultsdos del cuadro anterior, los -
medios en que hubo mayor desarrollo de los lactobacilos fue--
ron los medios N@ 2, 3 y 4, Se selecciond el medio NO 3, va -
que presenta los requerimientos minimos necesarios para un --
buen desarroclleo, y es de menor costo.

La conservacion de céda una de las cepas, se llevd a cahbe en-
el medio N@ 3 por resiembras.

Para observar el comportamiento de Lactobacillus plantarum y-

Lactobacillus delbrueckii en cultive estdtico y agitado, se -

utilizaron matraces Erlenmeyer de 300 ml. con 45 ml. de medio
de cultivo N@ 3, adicionado de 5 ml. de inbculo de lactobaci-
los preparados segin (Pag. 30), y se llevaron a 370C durante-
48 horas, obteniéndose los siguientes resultados de desarro--
110 (6, 9, 25, 31, 38).

Microorganismas Cultivo agitado Cultivo estatico
a 200 rpm,

L. plantarum + + 4+ + + + + o+

L. delbrueckii. + + 4+

Estos experimentos fueron realizados por triplicado.

Los cultivos de Lactobacillus plantarum, dieron abundan-

te desarrollo, tanto en el cultive estético, como en el culti
vo agitado, sin embargo, el Lactobacillus delbrueckii did ~--

buen desarrolloc en el cultivo estédtico, y poco desarrollo en-
el cultivo agitado

38




Adaptacidn al hidrolizado de papa:

El hidrolizado de la suspensidn de papa (MIPH) se centri
.fugb y se utilizd el sobrenadante para la adaptacidn de Lacto
bacillus plantarum y Lactobacillus delbrueckii. La serie de -

matraces "A" ge trabajd sOlo con el medio M1PH, la serie "B"-
se trabajo con medio M1PH mis extracto de levadura, como se -
observa en el sigulente cuadro:

Matraz Medios Inéculo

"Ag M1PH S% cultivo de 48 hrs.
’ de L. delbrueckii.

u Rp ™ M1PH 5% cultivo de 48 hrs.

de’' L. plantarum.

" gy M1PH mAs 5% cultivo de 48 hrs,
0.2 g. de Ext. QE l. o delhruecgii.

de levadura,
" By " M1PH méas 5% cultivo de 48 hrs,
0.2 g. de Ext. de L. plantarum,

de levadura.

Incubados a 379C durante 48 hrs.

Observaciones del desarrollo del cuadro anterior:

Microorgaﬁismcs Matraz " A " Matraz " B "
L. delbrueckii + + + + +
L+ plantarum o + + 4+ + +

De scuerdo con los resultados anteriores en el experimenta -
"B " sgse observd nmayor desarrollo compaiadd con el experimen
to™ A "} lo cual demuestra que el medla‘M1PH no contiene los
reque:imientos nutricionales necesarius,paré un buen desarro-
- ‘1lo, y ademds se observd qué'db'hubu sustancias inhibidoras -
_ para dichos lactobaciles. (9, 25, 32, 38). =
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Fermentacidn:

A matraces de 300 ml. se les agreqd 100 ml. de medip ---
M1PH, con una concentracidn de 3 a 4¥ de glucasa, y se les ~-
adiclond 2% de extracto de levadura y 5% de CaCOs3, se ajustd
el pH entre 5.8y 6.1, y se esterilizaron a 1200C durante 15-
minutos. A este medio se le denomind MA1PHE.

El1 matrez "A" se inoculd con L. delbrueckii, y el matraz

"8" gon L. plantarum, y se sometieron a las sigulientes condi-
ciones:

Matraz Inbculo Cultivo

LI I 5% de cultivo de Estatico
48 horas de
L. delbrueckii

“g " 5% de cultivo de Agitado
' 48 horas de

L. plantarum

Se incubaron a 379C durante 96 hrs.

Estos experimentos se realizaeron por triplicado.

Se cuantificd la glucosa cada 24 horas por el método de-
la orto-toluidina, se considerd el final de la fermentacjdn -
ctuando la concentracifn de glucosa llegd al orden de 50 a 150
mg./100 ml., finalmente, se corrid una cromatografia en capo-
fina para comprobar si hubo produccién de 4cide lictico & ---
otros subproductos, posteriormente se cuantifich el Acido léc
tico por el método de Nanni y Baldini,
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RESULTADOS

Hidrdlisis enzimatica:

Cuantificacién de la glucosavpor el métondo de la orto-tg
luidina,

Horas Cero 19 24 48
"mg. Glucosa 200 3280 4060 2144
par 100 ml.

Esto corresponde al promedio de seis experimentos procesados-
por triplicado cads uno. (Ver gréafica N9 1).

Cromatonrafias del hidrolizado:

El Rf del hidrolizado de almidbn fué de 0.33
E1 Rf del patrén de glucosa Q.P. Fué de 0.33

Produccidn de Acida lictico:

Se cuantificd el consumo de glucosa cada 24 horas por el
método de la orto-toluidina.

Glucosa mn./100 ml,
\

Matraz Cero Hrs. 24 Hrs..| 48 Hrs. 72 Hrs, 96 Hrs.

“ A 3700 3400 1500 200 55

ng" 3100 16400 365 110 105

Nots: el matraz "A" (L. delbrueckii), el matraz "8" (L. plan-
tarum). (Ver figura N@ 2),
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Rendimiento de la produccidn de Acidn léetico:

\
Matraz Glucosa Glucosa Glucosa Acido Rendimiento
inictal final consumida lactico en %
mg/180m) | mg/100ml ma/100m} mg / 100m1
L 3700 55 36L5 2811.5 78.46
QB " 3100 105 2995 2467.0 79,81

/

Trum

——

Nota: Matraz "A" es L. delbrueckii y Matraz "B" es L. planta-~
um,

Estos resultados corresponden a seis experimentaos realizados-

por triplicado cada uno.

Cromatografia del 5cido lactico:

zr

El Rf de la solucidn esténdar de é;idu lactico fué de 0.72
El Rf de la muestra problema fué de Cetieerereeasneee D72




GRAFICA No. |

PRODUCCION DE GLULUSA POR HIDRDLISIS CNZIMATICA
DEL ALMIDON DE PAFA

glucosa g /00 mi.

&

18 24 TEMPO HORAS = 48




g- de glucosa /100ml.

GRAFICA No.2

CONSUMO DE GLUCOSA EN LA OBTENCION DE ACIDO LACTICO.

{ A)LACTOBACILLUS DELBRUECKII
{B) LACTOBACILLUS PLANTARUM

TIEMPO HRS.

24

a8 72

96
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CoONCLUSITONES

Hidrdlisis enzimatica:

£1 Asperqgillus niner se adapté satisfactoriamente al medilo
de cultivo M1P,

£l inbculo de cultivo agitadno de 24 horas del Asgpergillus-
niger, fué el adecusdo para la hidrdlisis enzimitica.

El pH de 5.5, la temperatura de 28 s 308C, y la agitacidn-
de 200 r.p.m., fueron las condiciones utilizadas para lle-

var a cabho la hidr6lisis del slmidén.

La mdxima producci@n dec azlcares se llevd a cabe en un in-
tervalo de 22 a 26 horas.

Fermentacidn lactica:

Después de analizar los resultados aobtenidos, se seleccio-
nd el medio MNP 3, ya que al menar tiempo que se cbtienen -

resultados favorables, el costo de este medio es menor.

£l Lactobacillus nlantarum se desarrolld satisfactoriamen-
,te en cultivo agitade y estdtico, y fermenta la glucosa --
mas rapidamente que el Laciobacillus delbrueckii, éste (1~

timo se desarrolla adecuadamente solo en cultivo estéltico.

£1 hidrolizado de papa na cumple con los requerimientos nuy
tricionales para los lactobacilos, ya que gstos microorga-
nismos son muy exigentes; fué necesario agregar exiracto -
de levadura.

El rendimiento obtenido, alcanzd centidades ligeramente in
feriores a los valbres proredio reportados en la literatu-
ra. Los resultados uhfénidos indican la necesidad de efec-
tuar otros estudiosvpara afinar las condiciones estableci-
das; y hacer un estudio socioc-econémico muy cuidadeso para
evéluar gque “tan conveniente puede resultarkel uso del hi=--
,drblizédn de paps como fuehte de carbona, -
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