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I 

I N T R o D u e e I o N 

El ácido lictico tiene gran importancia por su consumo y 

diversidad de aplicaciones, no habiendo producci6n en Mfixico, 

el abastecimiento del mercado depende de la importación; lo -

que significa una fuerte salida de divisas. (C~udro NC 1) 

El ~cido lictico se obtiene de cualquier producto que 

nos proporcione almidón o azúcares como fuente de carbono, ca 

mo por ejemplo, el suero de leche, mieles incristalizables, -

licores sulflticos, maíz, trigo, cEbada, malta, papa, etc. 

En este trabajo se utiliza papa, porque es fácil de ad-­

quirir y el suminiatro es continuo, y de costo relativamente­

económico. Por lo tanto el uso de desecho de papa es una al-­

te~nativa digna de tomarse en cuenta y con bastante posibili­

dad de éxito industrial. 
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II 

O 8 J E T 1 V O 

Producir ácido láctico a partir de papa clasificada como 

desecho agrlcolu. 

Adecuar las condiciones de pH, medio de cultivo, inócu-­

lo, temperatura y agitaci6n para obtener el mayor rendimiento 

de azúcares del hidrolizado de papa. 

Adaptar las bacterias lácticas al medio seleccionado pa­

ra llevar a cabo la fermentación láctica. 
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I II 

J u s T I F I e A e I o N 

En Mixico, durante el aAo de 1982 se sembraron 68,014 

hectfireas de papa con una producci6n de 941,483 toneladas, de 

esta producci6n el 10% no tiene ubicaci6n en el mercado, lo - . 

que corresponde a m~s de 90,000 toneladas de papa de desecho. 

Se considera que la producci6n nacional de papa lleg6 a­

un punto de equilibrio entre oferta y demanda; un exceso en -

la producci6n ocasionarla una tendencia a la baja de precios, 

siendo éste un inconveniente para los productores de popa, d~ 

bido a esto se busca diversificar su uso para apo~ar otros 

proyectos para la fabrjcación de galletas y tortillas de lrnri 

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

Fresco ..... • .............. . 
Semilla .................. . 

Industria ................ . 

68% 

16% 

6% 

Esquimos (desechos) ••••••• 10% 

El 10% de desecho del dato anterior puede ser aprovech~ 

do, no sólo para la producci6n de ácido láctico, sino para 

otros productos de importancia para la econom!a nacional •. 

Para esta investigación se utilizó papa de la variedad -

"Greta", proporcionada por la S.A.R.H. de Toluca, Edo. de Mk­

xica. Es importante mencionar que el contenido de carbohidra­

tos en las variedades de papa existentes es muy similar. 
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Compooici6n qulmica aproximuda de lo papa: 

e¡¡ r b oh id r '3 tu~¡ to 1; al e 5 • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 1 EJ - ~o 

Az6ca~Rs rc~uctcreo •••• : ••••••••••••.••••••.•• 0.8 - 1.2 % 

tiur:12dad •••••••••••••••••••••••••• • • • •• • • • • • • • • - fü1 

Grél~1u •••••••••••••.••.••••••••••••••••..•••••• 0.1 - 1.0 ~~ 

Potasio .................... 1130 rr.g./100g. de ;:i<1p¡1 pelmJd 

~¡ t! :-- ~ :i ~: e 1 
• .; ~J • • • • • • • • • • • • • • • • • • 0.253 mQ. I ;::::r:_i. L1P ; ! n r• ·: ~1f~l.JCJ3 

¡\•, 2 ~-~ rl 1.; .1 : O , , , ,~ • , , , , , , 1 , , , , , , , ?n A 11 ......... ._, 

¡~::fcro ................... . 47 ,8 " 
Colc:1o •••.••••••••••••••••• 0.8 11 11 

Coc :- E •••••••••• , • '. •••••• : •• D.ó 11 

o. n1s 11 11 

Zinc 0.042 11 11 " 
Fierru . , .................. . 0.68 " " " 
Aluminio ••••••••••••••••••• 0.509 11 11 

Sodio .••................ ·, ... ?.7 
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C_U_A_D_R_0--.-1----.---•; ..................... ... 

IMPORTACION DE ACIDO LACTICO EN DJF'ERE1"TES PAISES DURANTE 1981, 1962Y1983 

PAISES 1961 • 1982 1933 1961 1962 1983* 

' KGD KGD KGB Dlls." Dll!i. Dlls. 
" 

AU:MANIA OCC. 13,064 1J02 4,293 21,i43 1,559 9,684 

fll{i\SIL - i50 5,040 - ·1,085 6,908 

ESPA~A 2 19,003 127,639 15 23,441 1 iJ,973 

f:.E.U.U. 116.293 220,386 s,:;oo 320,644 494,326 10,8;)9 

llOJ,ANDA J 600 178,089 JO 2,275 391;248 

JAl'ON 16,IOO · 128,800 - 26,303 189,952 -
SUIZA 400 - - 1,402 - -

TO'fAJ, AC. J,ACTICO 456,261 656,629 323,558 761,541) 1,118,G JO 592,672 

PESOS PESOS PESOS 
$ 114,237,000 s 167,776,000 $ 88,900.00 

FUENTE: íllDLIOTECA DP.!, IMCE (2:>.16 a 0002) 

•EQUIVALF.NTE lr.r. TRJMESTltE 108.'J. 

KGB • KILOGRAMO BRUTO. 

VI 
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IV 

G E N E R A L I D A D E S 

E 1 ácido l á c ti c o ( á c • 2-h id ro xi pro pión i c o, ó c(-h id ro xi p r g_ 

piónico) CH3CHOHCOOll, es un ácido que está ompliamente di~tri­

buido en la naturaleza, es un constituyente ácido del suero de 

la leche (de aqul deriva su nombre), y un constituyente normal 

de la Sílngre y tejido muscular de los animales. 

Scher.le lo aisJó e identificó en el suero d~ la leche en-

1780. El Gcido láctico contiene un ~tomo de r.ílrbona asim6trico, 

existe en dos formas 6pticamente activas y una modificación ro 

cémica, todas solubles en aguo. (3,10,12,1~ 1 31,34,35) 

CDDH 
1 

H-C-llH 
1 
CH3 

D(-) ác. láctico. 

CODH 
1 

HO-C-H 
l 
CH3 

L(+) ' élC • lár. tic o. 

El D(-) ác. láctico posr.e la configuración D y es levorr2 

tatorio, el L(+) ác. l<lclico posee la configuroción L y es dex 

trorrotatorio, sin embargo los sales del éc. L6ctico D(-) son 

dextrorrotatorias y las sales del ác. láctico L(+) son levorr2 

tatorias. 

El ácido que se produce comercialmente por fermentación -

es la forma Ópticamente inactiva. (3,18,31,34,35) 

Es un 11quido siruposo, transparente, incoloro o débil~e~ 

te amarillo, casi inodoro de sabor ácido, soluble en agua, 31-

cohol o 6ter en todas proporciones, es insoluble en cloruformo, 

éter de petr6leo y disulfuro de carbono, es muy higroscópico y 

tiende a descomponerse con la ebullición. (12,32,27) 
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Peso molecular ••.................••..•.•.. 41. 90. 08 

Gravedad espec!fica •.• •• • • • • • •• •• • • • • • • • • • • • • 1.249 

·Indice de refracción no10 ................... 1.4414 

Punto de ebullic16n 14mm.Hg .................. 122.0°c 

( 18, 35 ). 

El ácido láctico comercial es una mezcla del ácido con -
agua a diferentes concentraciones y grados de pureza. 

Existe como una mezcla de ácido láctico libre, ác. lac-­

til-láctico y otros ésteres intermoleculeres. 

CH3- CH-COOH 
1 . 
O- C-CH-CH3 

H ~H 
ácido lactil-láctico 

La composición de soluciones·diluidas de ácido láctico,­

conteniendo aproximadamente el 20% de ácido láctico correspo!!. 

~~n esencialmente al ácido láctico monom~rico y agua. (18, -
34, 35). 

las soluciones de alta concentración son más complejas a 
' cause de la propia esterificación que sufre el ácido láctico, 

formando los ácidos polilácticos. 

Ciertos derivados del ácido 16ctico tienen un alto poder 

solvente debido a la presencia de los siguientes grupos fun-­

clonales: hidróxilo 1 6ster ó eter. (35) 
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lo. GRAUO CRUDO 
22X , 44% y 50X 

F b . 'ó d 'd {sedas a r1cac1 n e teih o 
lanas 

Preparación de cueros · 

DeRecado de pieleR 

Encurtido de veget;.les 

Fundl'nle en pastas de soldar 

Adhesivos 

Limpiadores y pulidores 

Ell'r.trodepo~ición 

Revellld?rea litográficos 

Tintas e~peciales 

Soh·ente11 (•~~!eres de metil, 
etil, n-hutil lnctato) 

USOS DEL ACIDO LACTICO 

2o. GRADO COMESTillLE 
44% y sox 

Acidulan te 

Con fil e ri rui 

lnhihidor de bacterias en la 
rermcnlación 

Manufactura de cerveza 

Fabricación de levaduras 

Ajust:lr pH en aguas duras 

Sal1oriz:mle 

Productos de pana<_lería 

Fabricación de bebidas 
efervecentes. 

Preservador (11opa11 1 frutas, 
dulce~, pepinos agrios, wmos, 
carne~, extracto~, 11ucsos) 

3o. GRADO PLASTICO 
SOY. 

lmluslria de plá~ticos 

DEIUVADOS UEL ACJDO LACTICO: 

4o. GRADO u.s.r. 
85Y. 

Farmacia 

Comestibles 

Plastifican le 

C:italizador de reeina.q, 
aldehído · fcnólica~. 

Lactato de calcio en calciotcrapia; lactato de fierro en tratamiento de anemia: lactato de aluminio en antipcrspirantc; hctato de 
cohre en elcctrodcpo~idón; lactato de antimonio en tintorería, lactato de sodio en pl:istificante y lmm!'r.l:mte; lactato de etilo, 
n·hutilo en luhric;mtc mlrnnle. 

llil1lio~rafia ( 11, 1 :>, 18, 2q, :11, a2. :H, :JS,a7). 



Hidr611sio enzimática dP.l almidón: 

El almid6n es un polisacár~do, está compuesto de amlloG~, 

una fracción lineal, la cual a su vez está compuesta de n-mo-

1 é cu las de g 1 u cosa en 1 a z ad as en l a pos i c i ó n ol. ( I - 4 ) , y a mil o -

pectina, brazos laterales (también compuestos de moléculas de 

glucosa) enlazados en la posici6n ~ (I-6) (5, 22, 23). 

El contenido de almid6n de vegetales varía con la por--­

ción de la planta, madurez, variedad y .condiciones de crecí-­

miento, los almidones de diferentes fuentes tienen diferentes 

proporcionEs de nmilosa y amilopectina. 

Hay alrededor de una cadena lateral por cada 25-30 unid~ 

des de glucosa en la amilopectina. 

Existen muchas hipótesis acerca de los dos prinr.jpales tipos­

de enlace, tienen diferentes velocidades de hidrólisis. 

Los resultados llevan a la conclusión que desde el punto de -

vista práctico, las velocidades 110 son lo suficientemente di­

ferentes para afectar significativamente la naturaleza de los 

productos formados. (22, 23). 
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Cuando se hidroliza el olmid6n can agua y un catalizador 

apropiado, las moléculas de agua se afiaden a les mol~cul~s de 

almid6n. Esto significa que una cantidad dada de almid6n dabe 

·producir m5s de una cantidad de productos hidrolítlcos, El c~ 

so extremo es la conversi6n del almid6n al producto f lnal gly 

cosa. (5, 22, 23) 

c6H 10o5 )n + nH 2D----... 

almidón glucosa 

Diagrama esqu~m~tico de­

una molócula de amilosa­

con seis unidades de gl~ 

cosa por vuelta. 

Diagramu esquem~tico de­

una molécula de amilope~ 

tina con seis unidades -

de glucosa por vuelta. 

Una vuelta de una molóc~ 

la de alrnid6n de seis -­

unidades de glucosa enl~. 

zadas en las posiciones-

,/.. -(I-4). 

10 



Por ejemplo rn le hidr6lisis del almid6n, 162 unidades -

de Almid6n reaccionan. con 18 unidades de ogua para producir -

180 unidades de olucosa. 

Cuando no ocurre hidr6lisis total, se obtienen productos 

tales como líl maltosa y otros polisacáridos, esto impide de-­

terminar el rendimiento, por lo tanto se debe encontrar LJn mi 

todo que permita llevar a cabo la hidr6lisis del almid6n en -

la forma más completa posible. (22, 23) 

La hidrólisis ácida del almld6n se cfect6a utilizando co 

mo catalizador un ácido mineral diluido CH 2SD4, HCl), ariuri, -

calor y agitaci6n mecánica. 

El rompimiento de los enlaces glucos1dicos ocurre al --­

azar, dando como productos de hidrólisis: monosac~ridos, dis~ 

ciridos y polisacáridos de cadena corta. No ocurre hidr6lisis 

total a monosacáridos. 

En el transcurso de la hidrólisis ácida se producen com­

puestos del tipo furfural, ·polisacáridos no almidones, des--­

trucci6n de la dextrosa, tambibn se forman co~puestos que dan 

un efecto perjudicial en el sabor y color de los productos. -

(5, 22, 23). 

Corman y Langlyke estudiaron la acci6n de enzimas amilo-

11ticas de filtrados de cultivos f6nyicos que produzcan la s~ 

carificaclón del almidón, y establecieron que la acción hidro­

l!tica se debe a la o(..-amilasa y a una enzima glucoaénlca. -

( 2). 

Este sistema de enzimas actúa sabre la maltosa, dextri-­

nas y almidón, produciendo glucosa. La eficiencia de la saca­

rificación fue correlacionada con la enzima glucogénica, me-­

jorque con la actividad de o(.-amilasa. (2, 16, 21,, 30, 33,-

37). 

11 



Kita reconoció en el hongo del koji una enzima que prod~ 

c1a glucosa d irectarne.nte del almidón. ( 35, 37). 

Kerr y colaboradores reconocieron la presencia de enzi-­

mas de este tipo en la amilaRa f6ngica comercial en la produE 

ción de jarabes, a la enzima glucog~nica se le denominó gluc~ 

ami lasa. 

Investigaciones en muchas laborotorios, particularmente en E~ 

tados Unidos y Japón, demostraron que un consideroble n6mero­

de microorganismos pued~n producir glucoamilasa, pero tarnbi6n 

es importante su producción sirnult~nea de apreciables cantid~ 

des de transglucosidasa, yo que esta ¿nzima reduce los rendi­

mientos de dextrosa de la hidrólisis del almidón a causa de -

la producción rl~ oligosac&ridos no fermentables, conteniendo­

enlaceso(-(1-G). (1G, 211 1 '39). 

Cepas de Rhizopus delemar y Rhizopus niveus, producen -­

glucoamilasa libre de t.ronsglucosidasa. (30, 34). 

Las d es ven taja s de 1 os c u 1 ti v o s d e íl'h i z o p u s , e s que n o -

dan rendimientos satisfactorias de glucoarnilasa en cultivo s~ 

mergido y las propiedades son algo inferiores comparada con -

la glucoamilasa de Aspergillus niger, como se observa en la 

siguiente tabla: 

12 



Microorgani smof• A s p F :- :: i J l ~! ~ Rhizo~th E nQE.!'.:.Y...CE.:.:. 
··-

NoinbrP. comr:-cial O i az i mu Suni::ima Ma tul ns¡_¡ 

o(-ami l a~;u ShB/g. 30 500 25 

Unidades t1 e g l uc o ar.ii-

laG3 31 50 95 

1' 6 glucosldasa % de 

hidrÓligi:-;. 9.8 1. 6 o. 1 

Pll Óp ti 1:10 0.5-5.[:) (1. .5-5.5) (L~ .8-5) 

Temperr.turu Óptima ºe (50-60) (50-55) (50-55) 

Las en2ir1as can e:.•r::ncialr:Pnir: lJ:· ri~:::rn.:is :::rnversioncs -

d r! ti l m i d ó n n r, l. u r: o '' '1 e u un ll r. c. e u s a•-, ;, <1 j o su~• e o ricJ i e i o n es ó ;-¡ t l 
mas de pH y tr:nper;;; tur¡:¡. ( 1G, 33, 33) 

MI CR OOH[i!\f,! l SMOS pr~ JDU C TGRE S [1[ t:r~zrr;As AiJ,ll.Li~ITlCAS 

Microorganismos rÁ,.-ar::i lasa Glucoamílasa .,.( -f'!milasa 
productores de •• 

f3.subt.i 1 is 

B • t~ t.~ t:· ro t e -:- -

Bacterias mo¡ihlt'. lu::. 

O.amvloli::u~-----· ------
f ac i En~; 

A .n ir.e;· g. ni r~ e~ r ±'..:.._ni r_¡rr 

A. Hl 1 .i '1C:E'11S F\.'"1!:or:u;: :¡h i z 012u:.; 

E...:...J:..n r t i r1 l..! s fnd~m!:lces 

Hongos A. wcntii 
' Rt1i1anu~ ___ ..___ 

Mur.or ---
~ia 

Fucnt!!: (?.,16,í9,24,3D,31,33,:•<J) 13 



Acción y características de la nlucoamilasa: 

La glucoamilasa fué caracterizada .. desde 1951, y es es--­

trictarnente una exoenzima, la cual hidrolisa 8nlaces glucosi­

dicos °"(I-4) en el almidón y separa unidades sucesivas de -

glucosa de la parte f)nal de la cadena no reductora. 

ActGa principalmente sobre cadenas largas y también hidroliza 

enlaces o({I-6) y ot....(I-3). Aunque más lentomente que los -

enlaces cio<.(I-4), así ésta enzima es capaz de cunv8rtir el al­

midón completamente a glucosa. (2,16,24,30,33,34). 

La glucoarr.ilasa convierte cuantitativamente el almidón a glu­

cos8 en soluciones de baja concentración. (39) 

Las converuiones son menos completas cuando las concentracio­

nes de almidón se incrementan. (39) 

Se ha demostrado que la glucoamilasa pura causa cierta poliriE_ 

rización. de la glucosa, ésta acción se incrementa con altas -

concentrac)ones de enzima. Esta r~acción de polimerización -­

provoca lo acumulación de oligosacáridos no deseables con en­

laces o(,.(I-6), tales como isomaltosa e isornaltotriosa. Esto­

conduce a re~tringir las concentraciones máximas de almidón -

para que puedan ser eficientemente convertidas a glucosa. En­

la práctica industrial se usan concentraciones de almidón ab~ 

jo del 40%, comúnmente en el rango de 30 a 35 con un nivel ÓR 

timo de glucoamilasa, obteniéndo8e la máxima producción de 

glucosa a las 48-96 horas. {16, 33, 39) 

Po~ lo expuesto anteriormente se eligi6 al Aspergillus nigPr­

prcductor de glucoamilasa para llevar a cabo la hidrólisie del 

almidón de papa, de ésta forma se obtienen buenos rendirnien-­

tos y se evita la formación de productos indeseables. 

El hidrolizado de almidón de papa, 8e utilizar6 para produclr 

ácido láctico por fermentaci6n. 

14 



Fermentación láctica: 

las bacterias lácticas, se caracterizan por su capacidad 

de producir ácido láctico a partir de glucosa y otros azúca--

res. 

El icido láqtico se forma como producto final del ciclo cono­

cido de Embden-Meyerhof, el cual se describe a continuaci6n -

(13, 17, 21, 31). 

Fosfohexo-
isomerasa. 

GLUCOSA GLUCOSA-6 P ----- FRUCTOSA-6 P 

F"fof,uo \ :~:• 
t o e i n as o-;- t ( 110 fl + p i 

Hexocinasa 

ATP ADP+F'i 

GlicPraldohido-3 P 
desh idror¡r.nr.wa 

FRUCTüSA-1, 6 di-P 

1,3 

Mg++ 

/ N1~AO+ 

difosfoglicerato' Gliceraldehido-3 P 

Fosfoglice ~ 
ratocinaa~ Fosfotríos~ 

isomerasa. 
ADP+e_l 

ATP.] Fosfato de dihidroxiacetonn 

2-Fosfoglicerato 

t t 
3-fosfoglicerato l "'º Piruvatoclnasa 

ADP+P i ATP 

\_J" 
fosfoenolplruvato Piruvato 

\ e::~: 
Lactato deshidrogenasa 

i 
ACIDO LACTI CD 

15 



Las bacterias del ácido l~ctico obtienen su energ5a por­

fermentacián parcial de azúcares, sin la utilización de axíg~ 
no libre. Utilizando cantidades considerables de azúcar para­

abtener relativamente pequeAao c~ntidades de energ1a para su­

creclmiento, y al mismo tiempo se producen grandes cantidades 

de productos finales de fermentación. Así las e8pecies pueden 

ser parcialmente identificadas por los productos finales de -

fermentación. 

Las especies hornofermentativas producen ácida láctico ca 

mo productu principal, y las cantidadce varían del 85 al 95%­

en base a la hexosa fermentada, además se produc~n pequeílas -

cantidades de dióxido de carbona y 6cido acético. 

A partir de pentosas se producen cantidades equimoleculares -

de ádda 16ctico y íicida acético. (14, 31, 32, 38), 

Las especies heterafernentativas convierten arrib3 del 50% de 

glucosa en ácido láctic~ del 20% al 25% en co 2 y el 25% en a! 

cohol o ácido acético. 

Las bacterias del 8cido láctica no son putrefactivas, 

son poco protealíticas y no son fuertemente lipol1ticas. 

El ácido pirúvica en un importante intermediario en la -

formación del 'cido láctico por bacterias hornoferment~tivas,­

éste es reducido por la deshidrogenasa y la convierte en 6ci­

do 16ctico. El cambio tatíll se expr~sa por la siguiente ecua­

ción. (14, 31, 32, 38). 
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Microorganismos utillzíldos: 

los microrganismos que se pÚeden utilizar para la produ.s 

ción de ácido láctico µor fermentación son: 

Lactoboc!llus delbrueckii, Lactobacillus buloarlcus, 

Lactob;.1cillus ¡JPntosuro, L:,ctobwcillus case!, U1cto~acilluo 

leichmannii, Lacta~vclllus plantaru~ y Streptococus l~ctis, -

todos fistos microorganismos son homofermentativos. (3,14,31,-

32,38). 

El siguiente cuadro muestra los sustratos sobre los cua­

les fistos microorganismos pueden actuar. 

Sustrato Leche Glucosa Hidrolizado 

que ó y de 

Fermenta Suero r·~al tosa Almidón 

L.bulaarlcus L ,p1oritarurn L.delbrueckii 

Micro- L.Ci:lSE'i L.dr.lbrueckii L.plantarurn 

organismos Str.lÍJctis L.t;!entusus L.bul9aricus 

L.leichmannli Str.láct.is 

Materias pri~~s pura la fermentaci6n láctlca:(3,14,18,31,32,38) 

Glucos<J 

Sacarosa 

Lactosa (suero de leche) 

Hidrolizado de almidón de maíz 

Hidrolizado de papa 

Xilosa 

Melazas 

Licores sulfÍticos 

Trigo 

Cebada 
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Regucrimientos nutritivos: 

Los requerimientos nutritivos de las bacterias d~l ácido 

.láctico son algo complejas, se requieren varias vitaminas del 

complejo By ciertos aminoácidos. (14, 18, 31, 38). 

Vitaminas y factores de crecimiento: 

Acido para amino benzoíco 

Biotina 

Acido fálico 

Acido nicotínico 

Acido pantoténico 

Ribof lavina 

Ti amina 

Vitamina s6 
Vitamina s 12 

El extracto de levadura se puede utilizar como fuente de 

estas vitaminas y factores de crecimiento, además de fuente -

de aminoácidos. (14, 18, 31, 38). 

Sales minerales: 

Fosfato-monobásico y dibásico 

Cloruro de sodio 

Cloruro de manganeso 

Cloruro de potasio 

Cloruro de magnesio 

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

Temperatura de f~rmentación: 

La fermentación del ácido láctico se lleva a cabo a tem­

per'aturas óptimas, reportadas en la literatura para cada mi-­

croorgenismo. El Lactobacillus delbrueckii de 45°C, Lactobaci 

llus huloaricus de 45 a sooci Lactobaclllus pentosus, Lactaba 
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cillus casei y Lactobacillus lactis a 30°C; Lactohacillus 

plantarum a 37°C. 

La temperatura óptima de trabajo debe ser determinada experi­

mentalmente para cada tipo de fermentación. 

Concentración de azúcares: 

Se ajusta la concentración de azúcares entre 5 y 20%, d~ 

pendiendo de la naturaleza de la materia prima y de las condl 

cienes del proce'so. (14, 31, 38). 

Aporte de oxígeno: 

Las bacterias utilizadas para producir ácido láctico, i!J. 

dustrialmente son microaerófilas 6 anaerobias. (14, 18, 31, -

32, 38) • 

.'.'.E.!:!.: : 

El pH, en el cual se realiza la fermentación láctica en­

condiciones óptimas, está en el .valar· de 5.0 a 6.0 (9). 

El CaCD3 que se ag~ega al medio de fermentación, act~a coma 

amortiguador manteniendo al pH en el ~alar de 5.8 a 6.0, para 

un control continua de pH se utiliza NH 3 , (NH4)2C03 ó mezclas 

de ca1•banato de sodio, potasio y amonio. Las ventajas del co_!l 

trol continuo del plf en la fermentación láctica, son la obte.Q 

ci6n de altos rendimientos y velocidades de producción incre­

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

Duración de la fermentación: 

La fermentaci6n puede ser completa entre uno y seis ---­

d1as, dependiendo del proceso utilizada. 

Rendimientos: 

Se obtienen rendimientos del 85 - 90% en proceflos contrE, 

ladas. (J1, 32, JB)• 
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P A R T E E X P E R I M E N T A L 
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5.1 MATERIAL 

Agitador rotatorio 

Agitadores de vidrio 

Aoa bocteriol6gica 

Asa micológica 

Autoclave 

Balanza analíticíl 

Oalanza granotario 

Bureta de 500 ~l. 

C&füara de cromotografla 

Campana de flujo laminar 

Cuchillo 

Espátula 

Estufa de 3o0 c a 40°C 

Gradilla 

Jarra de anaerobiosis estándar 

Licuadora 

Matraces Erlenmeyer de 25 ml. 

Matraces Erlenmeyer de 300 ml. 

Matraz aforado de 25 ml. 

Matraz aforado de 100 ml. 

Mdtraz aforudo de 500 ml. 

Matraz aforado de 1000 ml. 

Matraz bola de fondo plano 

Mecheros 

Piedras de ebullición 

PipP.tas de 0.1 ml. 

Pipetas de 1 ml. 

Pipetas de 5 ml. 

Pipe tao de 10 rnl. 

Pipetas de 50 rnl. 

Probeta de 50 rnl. 

Refrigerador 

Term6metro hasta 110°c 

de 3 litros 
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Tubos de cultiva Py l l! X de 18 X 150 

·Tubos de cultivo Pyrex de 16 X 150 

Trip ié 

Vidrio de reloj 

,, , 

22 



5.2 R E A c T r V o s 

Acido acético 

Acido benzolco 

Acido clorhldrico 

Acido fórmico 

Acido oxálico 

Acido sulfúrico 

Acido tricloroacético 

Acetato de sodio 

Agar 

Agua destilada 

Anilina 

Azul bromofenol 

Carbonato de calcio 

Citrato de amonio 

Cloruro de potasio 

Etanol absoluto 

E ter 

Eter diet1lico 

Extracto de levadura 

Extracto de carne 

Fosfato monopotásico 

Fosfato dipotásico 

Gaspack 

Glucosa 

Hidr6xido de calcio 

I sopropanol 

Nitrato de sodio 

Molibdato de amonio 

Para-hidroxidifenilo 

Peptona 

Reactivo de antrona 

Reactivo de Drto-toluidina, 

Rojo de metilo 

511 ica gel 11 H" 

Sulfato de cobre penta­

hidr<Jtado. 

Sulfato ferroso hepta­

hidratado. 

Sulfato de magnesio hepta­

h.idra ta do. 

Sulfato de manganeso tetr~ 

hidratado. 

Sulfato de zinc hepta-

hidratado. 

Sbluci6n. estindar de ~cido 

láctico 100 mg./100 ml. 6 

(lactato de litio seco) 

Tiourea 

Tween 80 

Vaselina 
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5.3 M E T O D O S 

· DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS TOTALES · 

Método de entrona: ( 28) 

Fundamento: 

a) Hidrólisis de los polisacáridos a monosacáridos. 

b) Deshidratación y rearreglo de los monosacáridos a la for­
ma furfural, a partir de·pentosas J hidroximetilfurfural­

a partir de hexosas. 

c) Reacción del furfural o hidroximetilfurfural con el desa­

rrollador de calor, para formar un compuesto colorida que 

se determina espectrofotométricamente. 

Los carbohidratos dan un color verde característico con­

antrona y calor en une solución de ácido sulfúrica. 

El color es debido a la condensación con antrona de los deri­

vados de furfural formados de los azúcares·en ácido caliente. 

La forma antronol es la que reacciona. 

REACTIVOS: 
Oll 

ArJTRONOL 

1.- Soluci6n estándar de glucosa (1.0 mg./ml. en una solución 

al 15% de ácido benzoico, es estable por largos períodos­

ª o0 c. 
2.- Soluci6n stock de ácido sulfúrico (?5% v/v), añadir 750 -

ml. de ácido sulfúrico a 250 ml. de agua destilada. 

3.- Reactivo de entrona: se agregan 5 ml. de etanol absoluto­

ª 200 mg. de entrona, se llevan a 100 ml. con la solución 

stock de ácido sulfúrico, se agita hasta disolver. 

iate reactivo se prepara cada dia, el eianol sirve para -

eetab1lizar .. el color. 
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BLANCO PROBLEMA ESTANDAR 

AGUA 1.D ml. ----- -----
Suspensión de masa 
de papa con = 5º' ,b -
de carbohidratos - ----- 1. o ml. -----
totales. 
(Dilución 1:1000) 

Estándar de C]lUC.Q. 
sa 100 mg/100 ml. ----- . ----- 1.0 ml. 
(DÍluc ión 1: 20) 

Baílo de Hielo 

Reactivo de nntro-
na agregar lenta-- 5.0 ml. 5 .o ml. s.o ml. 
mente con agitación 

Baño de agua en P.bullición 10 minutos 

Enfriar en baño de hielo y leer a 625 nm. 

NOTA: Se lee el problema y el estándar contra un blanco de -­

agua para tener mayor especificidad y evitar las sustancias -

interferentes: 

los disacáridos y polisacúridos 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 solución de ácido 

acético caliente una substancia de color verde, que puede de­

terminarse fotométricamente. 

Reactivos: 

1.- Acido tricloroacético al 3% 

2.- Solución est§ndar de glucosa 100 mg./100 ml. 

3.- Reactivo de color (reactivo orto-toluidina). 

D.5 g. de tiourea. 

9.0 ml. de orto-toluidina 

100 ml. de ácido acético 

~. 

TE CNICA CON DESPROTEINIZACION 

Problema Solución 
estándar de 
glucosa 100rri;:¡/1CO ml. 

Acido tricloroacético 1, o ml. 1.0 ml. 

Problema 0.1 ml. ----
Estándar ---- o .1 ml. 

Mezclar y Centrifugar 

Sobrenadan te 0.5 ml. 0.5 ml. 

Reactivo de color 2.0 ml. 2.0 ml. 

Blanco 

o 

1. o ml. 

----
----

0.5 ml. 

2.0 ml. 

Mezclar y poner en baño de agua hirviendo 10 minutos, 

en seguida pasar a agua fda. 

La absorbencia se lee contra blanco de reactivas a 625 nm. 
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CROMATOGRAFlA EN PAPEL 

Material: (28) 

Cámara para cromatografía ascendente 

Papel Whotman. NQ 1 

Solvente desarrollodor 

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

Reactivo revelador 

Anilina-~cido-oxalato 

Añadir 0.9 de ácidc oxálico en 200 ml. de agua, más 1.8 ml. de 

anilina. 

Se utiliz6 una soluci6n estándar de glucosa al 1% como patr6n 

de referencia, para comparar el Rf de este con la muestrH pr~ 

blema. 

Método: 

Se aplican aproximadamente 5)(::.. de la muestra problema­

y de la solución estándar de glucosa con una separaci6n entre 

muestra y muestro de 2 cm. 

las muestras se aplican a los 3 cm. del fondo del recipiente, 

y deben estar separadas a 1 cm. del eluyente (fase móvil). 

la cromatografía se suspende antes de que el frente del­

disolvente llegue a la parte final del papel. Se marca el --­

frente del diso·lvente y se pone a secar el papel. Se roe ía 

con el reactivo revelador, se seca al aire 10 - 15 minutos y­

después se coloca en la estufa a 100ºC durante 10 minutos. 

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

Principio: Los ácidos org6nicos solubles en agua sari se­

paradas e identificados por cromatografía en capa fina. El 

solvente usado es ácido fórmico-éter dietílico en relación 

? a 1 y la detección se hace, ya sea con un indicador de pH o 

can molibdato de amonio. (28) 

MATERIAL: 

Placas: Se utiliza una placa de vidrio de 20 x 20, síli­

ce gel "H" un aplicador ajustable. Las placas se secan 3-4 h~ 

ras y se guardan en un desecador hasta ser usadas, la subse-­

cuente activación por cal~r es innecesaria. 

Solvente: Agua saturada con éter dietílico y ácido fórmico se 

mezclan en relación 7 a 1 por volumen en un embudo de separa­

ción. 

Indicador: Azul de bromofenol al D.3% y rojo de metilo al --­

D.1%, se disuelven en etanol al 9%. 
Procedimiento: 

Solvente: A una profundidad de 1cm., la cámara se sella con -

una placa de vidrio con vaselina. 

Mu es t ras : 1 O fal c o n ten i en d o 3 O y~ d e á c id o ( o su s a 1 ) s e - -

aplican en solución etanólica a 2.5 cm. del fondo de la placa 

y 2-3 cm. de separación. 

Después del desarrollo de las placas se secan al aire (evapo­

ración del éter) y entonces se calientan a 80°C para evaporar 

el ácido fórmico. 

Para prevenir la disminución de cetoácidos, las placas se pu~ 

den secar al aire par aproximadamente 4 horas hasta eliminar­

las trazas de ácido fórmico. 

Revelado: El indicador se rocía como spray sobre la placa, --
, ; .. 

los eci~os aparecen como puntos amarillos sobre un fondo ozul 
1.¡ 

oscuro• 
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CUANTIFICACION DEL ACIDO LACTICO 

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

Principio: la muestra desproteinizada se trata con ----­

CuS04 .5H20 y Ca(OH) 2 para eliminar el piruvato interferente. 

Así el Cu504.5H2D se añade junto con H2S04 concentrado, el -­

cual bajo la influencia del calor convierte el ácido 16ctico­

a acetaldehido. Este reacciona con Para-hidroxidifenilo para­

praducir un cromóforo violeta, teniendo un máximo de absor--­

ción a 568 nm. 

Reactivos: 

Solución estándar de ácido láctico, 0.21Y3 g. de lactato 

de l i tia seco se disuelven en 100 .ml. de agua destilada, jun­

to con un ml. de H2so4 concentrado, se lleva a un volumen fi­

nal de 1 litro con agua destilada, ésta solución se diluye al 

valor apropiada de calibración. 

Solución de Para-hidroxidifenilo: 150 mg. de Para-hidroxidif~ 

nilo se disuelven en 10 ml. de etanol absoluto. 

Soluciones de sulfata de cobre: CuS04.SH20 al 20% (w/v) y al-

15% (w/v). Hidróxido de calcio, ácido sulfúrico concentrado. 

Método: 

Un ml. de solución libre de protelnas conteniendo 10 a -

200 /(g. de ácido láctico, 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 hidróxido de calcio, los tubos se tapan y­

ae agitan vigorosamente, par periodos de 30 segundos a inter-
~--:x· 

vales de 5 minutos par 30 minutos, se centrifugan los tubos. 
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Un ml. del sobrenadante se pipetea en un tubo de 15 x 180 mm., 

se coloca en un baAo.de hielo y se añaden D.05 ml. de sulfato 

de cobre al 15%, seguido por 6 ml. de H2so 4 concentrado que -

se aAade lentamente con agitaci6n continua, goteando de una -

bureta. 

Cuando todo el ficido se ha añadido, los tubos se agitan vigo­

rosamente. Los tubos tapados se transfieren a un baño de agua 

a 60 + 1°c por 30 minutos, se enfrian a 8-1DºC y se agrega 

0.1 ml. de Para-hidroxidifenilo, y se agita vigorosamente. 

Los tubos se colocan en un baño de agua a 29 ~ 1°c por 30 mi­

nutos, següido por 90 segundos de baño de agua en ebullición, 

con este tratamiento se elimina el exceso de Para-hidroxidife 

nilo. 

Inmediatamente después de este tratamiento, los tubos se en-­

frian en baño de hielo y se mide la extinción de 568 nm. con­

tra blanco de reactivos. 

Inóculo ne Lactobacilos: 

En tubos de cultivo de 22x150, se adicionan 5 ml. de me­

dio Ng 3 más 0.25 ml• de cultivo de 48 horas de Lactobacilos, 

y se incuban a 37oc dura~te 48 horas. 
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H I D R O L I S I S E N Z I M A T I C A 

DISEÑO DE MEDIO 
DE CULTIVO 

SUSPENSION 
DE PAPA 

PREPARACIO~J 

·DE INOCULO 

DESARROLLO DE LA 
FERMENT AC ION 

CUANTIFICACI~ .~· 

31 



5.4 HlDílOLISIG ENZIMATICA 

La hidr6lisis enzim6tlca se realiz6 en una suspensi6n de 

papa, utilizando el hongo Asper9illun nlqPr. La cepa fu6 pro­

porciomida por P.l ceper~o d& la Facult¡¡d de Quimica de la --­

U.N.A.M., y se le hicieron lns siguientes pruebas de idenLifi 

cación: 

ílbs~rvaci6n macronc6pic~: 

En la superficie del medio desarrolla un ~icelio blanco, 

y sobre inte los conidjÓforos y conidios de color negro. 

Observación microscópica: 

Hifas tabicadas hialinas muy ramificadas, micelio con -­

abundantes conididforos, en cuyo extremo se encuentra una ve­

siculo ó (cabeza) rodeada de conídion de color negro. 

CON ID ros HIFA MULTINUCLEADA 

ESTIGMA 
____ _PR !MAR ID 

E~TIGMA 
SECUNDARIO 

VESICULA 

CONIDIOFORO 

FIGURA NO 1 

CELULA PIE 
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Diaeno del medio de cultivo: 

Se disen6 un medio de cultivo para realizar la hidr6li-­

sis, basándose en la composici6n GUÍmica del Aspergillus ni--

~· 
La composici6n química del Aspergillus niger en g./100 g. de-

células es la siguiente: (1) 

e ...................... 48 g. 

N •••••••••••••••••••••• 6.0 g. 

P •••••••••.•••••..••••• 2.5 O· 

S-Mg 

K-Ca 

1. o g. 

0.1a0.5g. 

~Ja.-Fe •••••••.••••.•••• 0.01 a D.1 ~· 

Zn-Cu-Mn ...••.••••••.•• 0.001 a 0.01 g. 

Para obtener un grame de c&!ulas de Asper9lllus niger en 

100 ml. de medio de cultivo, se requieren las aiguientes sub~ 

tancias. 

(Suspensi6n de papa con 4-5% 

de carboliidrritos totales) ..................... .. 100 rnl. 

NaN0 3 •••.••.••.•••••••.•••••••.•..•.••••••••.... 0.364 g. 

KH2PD4 •••••••.•••••••••••••••••••••••••••••.•.•• o .109 g. 

MgS04 • 7H 2D •.••••••••••. • • . • • • • • • • • • • • • • • • • • • · · • • • 0.1025 g. 

KCl ••••••••.••••.•••••••••••..••••••••••....•••. 0.0057 g. 

FeSOtt • ?H20 ••••••••••••••• • • • • • ••• • • • • • • • • • • • • • • • 0.0027 o. 

znso4 • SH2D •••••••• • • • • • • • • • • • · • • • • • • • • • • • • • ' • • • • 0.00024 g. 

CuS04 • ?H 2D ••••••• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 0.00021 g. 

MnC1 2 • 4H20 ••••••••••••• , •••••••••••••••• • • •. • • • • 0.00019 g. 

33 



S8 ajustó el pH a 5.5 y se esterilizó a 120°c durante 

20 minutos. (El media diseñada se denominó MIP), 

La suspensión de papa contiene de 4 a 5% de carbohidratos to­

tales, de los cuales el hongo utiliza 1.2% para nutrirse. (5, 

33). 

Suspensión de papa: 

Se pesaron 250 g. de papa sin pelar, se cortaron en pe-­

quenas trazos, se pasaran a un matraz Erlenmeyer de 2 litros, 

y se agregaron 800 ml. de agua destilada, se mantuvo a ebull! 

ción con fuuga lento una hora, se dejó enfriar y se sometió a 

una agitación intensa en la licuadora hasta tener una suspen­

sión homao6nea, y se llevó a un volumen de 1000 ml. 

A esta mezclo se le determinaran carbohidratos totales por el 

m6toda de Antrana; y se le ajustó la concentración entre 4 y 

5%. (6, .33). 

Preparación de inácula: 

Se sr.mbraran las esporas de Aspergillus 11i9Pr en cinca 

tubos de 22 x 150 con medio de cultivo MIP, se incubaran en -

tre 28 y 30ºC durante 7 a 8 d{as, observándose abundante des~ 

;rollo y esparulación. Del desarrolla obtenido de las tubos,­

se preparó una suspención de esporas con una solución al 1% -

de tweer1 80, ajustándose aproximadamente 80 millones de espo­

ras por mililitro. 

En un matraz Erlenmeyer de 300 ml., conteniendo 100 ml. de m~ 

dio de cultivo MIP, se adicionaron 4 ml. de la suspenEiÓn de­

esporas, se incubó a 3DºC con agitación de 200 rpm. durante -

24 horas. (26, 27, .3.3). 

Al medio MIP, se le adicionó un 10% de inóculo, y se incubó a 

.30°C con agitación de 200 rpm., se cuantificó la glucosa cada 

20 horas por el mitodo de Drto-toluidina, y se hizo la cron~ 

tograf!a en papel dol hidrolizado al final de la fermentación. 

(27' 29, 33) 
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5.5 FERMENTAC!ON LACTICA 

Cepas: 

Para el trabajo experimental, se utilizaron las cepas de 

Lactobar.illus pl;ointarurn y Laclobacillus deltHuP.ckii, las cua­

les fueron proporcionadas por el cepario de la Facultad de -­

Química de la U.N.A.M. 

Activación dP. cr.pris: 

Las cepas liofilizadas de Lar.tabacilluo se hidrataron en 

solución salina est~ri1, y se se~~ruron en los siguientes me­

dios de r.ultivo 2, 3, 4 y 5. 

Medio NO 2 M.R.S. (25) 

Peptona ...•.••..••..•......•• , .. 10 g. 

Extracto de carne •.••••••••••••• 10 g, 

Extracto de levadura •••••••••••• 5.0 g. 

G l uc o o n •••••• ~ • • • • • • • • • • • • • • • • • • 2 O g. 

Tween 80 •••...•.••.•..•.•.•••••• 1.0 g • 

. K 2 HPO~ •••••••••••••••••• , • • • • • • • 2 .O g. 

Acetato de sodio •••••••••••••••• 

Citrato tria~ónico •••••••••••••• 

MgS04 • ?H 2o ..................... . 
MnS04r4H2D •••••••••••••••••••••• 
Agua destilada •••••••••••.•••••• 

5.0 

2.0 

0.2 

0.2 

1000 

g. 

g. 

g. 

g. 

ml. 

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

6.B, se esteriliza a 120ºC durante 15 minutos. 

Medio NO 3 Sustrato nutritivo ND 20 (17) 

Extracto de levadura ............ 2.0 g. 

Glucosa ••••••••••••••••••••••••• 2.0 g. 

Sol. "A" de sales minerales ..... D.88 g. 
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Sol. "B 11 de sal es minerales ••••• O. 74 ml. 

Agua destilada •••••••••········· 100 ml. 

Sol. "A 11 de sales minerales Sol. "8" de sales minerales 

MgS04·?H20 .......... 1D.O g. Acetato de sodio •••••• 12.5 U• 

Fe504•?H20 ......... 0.5 g. Tween 80 .•••••••••••• 0.6 g. 

MnS04• 4H20 ......... 0,5 g. H20 destilada •••••••• 50 ml. 

H20 destilada • , •••• 50 ml. 

Medio NO 4 11 medio basal 11 (9) 

Glucosa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5.0 g • 

Extracto de levadura . . . . . . 3.0 g • 

Sol. "A 11 de soles minerales 0.29 ml. 

Sol. 11811 de salen minerales 0.8 ml. 

flgua destiladi'.l ............ 100 ml. 

Medio NC 5 "caldo para microin6culo 11
: (7) 

Extrae to de levadura . . . . . . 0.2 g • 

Peptona . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0.5 g • 

Glucosa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1.0 g • 

KH2P04 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0.2 g • 

Tween 80 . . . . . . . . . . . . . . . . . . o .1 g • 

Agua destilada ............ 100 ml. 

En los medios de cultivo 2, 3, 4 y 5, los Lactobacilos se de­

sarrollaron en el fondo y: en la pared de los tubos de ensaye -
con los siguientes resultadas: 

Microorganismos Medio Medio Medio ME?d io 
Nt:! 2 Nt:! 3 NQ 4 Nf.! 5 

L. elantarum ++++ +++ +++ + 

L. delbrueckií ++++ +++ +++ ++ 
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De acuerdo con los resultados del cuadro anterior, los -

medios en que hubo mayor desarrollo de los lactobacilos fue-­

ron los medios NQ 2, · 3 y 4. Se seleccionó P.l medio NQ 3, ya -

que presenta los requerimientos m1nimos necesarios para un -­

buen desarrollo, y es de menor costo. 

La conservación de cada una de las cepas, se llevó a cabo en­

el medio NC 3 por resiembras. 

Para observar el comportamiento de Lactobacillus plantarum y­

Lactobricillus dclbrueckii en cultivo estático y agitado, se -

utilizaron matraces Erlenmeyer de 300 ml. con 45 ml. de medio 

de cultivo NQ 3, adicionado de 5 ml. de inóculo de lactoboci­

los preparados seg6n (Pag. 30), y se llevaron a 37DC durante-

48 horas, obteni6ndose los siguientes resultados de desarra-­

llo (6, 9, 25, 31, 38). 

Microorganismos Cultivo agitado Cultiva estática 
a 200 rpm. 

L. plantarum + + + + + + + + 

L. delbrueckii. + + + + 

Eatos experimentas fueron realizados por triplicada. 

Los cultivos de Lactobacillus plantarum, dieron abundan­

te desarrollo, tanto en el cultivo estática, como en el cult! 

vo agitado, sjn embargo, el Lactobacillus delbrueckii diÓ 

buen desarrollo en el cultivo estático, y poco desarrollo en­

el cultivo agitada 
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Adaptación al hidrolizado de papa: 

El hidrolizado de la suspensión de papa (MIPH) se centrl 

.fugó y se utilizó el sobrenadantc para la adaptación de~ 

bacillus olanterum y Lactobaclllus delbrueckii. La serie de -

matraces "A" se trabajó sólo con el medio M1PH, la serie "8"­

se trabajó con medio M1PH m~s extracto de levadura, como se -

observa en el siguiente cuadro: 

Mot.raz Medios Inóculo 

11 A1 " M1PH 5% cultivo de 48 hrs. 
de L. uelbrueckii. 

" A2 
11 M1PH 5% cultivo de 48 hrs. 

de' h.!....E.lantarum. 

11 (] 1 " M1PH m.ás 5% cultivo de 48 hrs. 

D.2 g. de Ext. de l.. delbrueckii. 

de levadura. 
11 82 11 M1PH más 5% cultivo de 48 hrs. 

0.2 g. de Ext. de L. rlontcrum. 

de levadura. 

Incubados a 3?°C durante 4 B hrs. 

Observaciones del desarrollo del cuadro anterior: 

Mic.roorganismos Matraz " A 11 Matraz " a 11 

L. delbrueck i i + + + + + 

L' plantarum + + + + + 

De acuerdo con los resultados anteriores en el experimento 

" B ", se observ6 rnayor desarrollo comparadd con el experimc~ 

to'" A 11 , lo cual demuestra que el medio M1PH no contiene los 

requerimientos nutricionales necesarios para un buen desarro­

llo, y adem~s se observ6 que no hubo sustancias inhibidords -

para dichos.lactobacilos. (9, 25, 32, JB). 

39 

• 



Fermentación: 

A matraces de 300 ml. se les agreg6 100 ml. de medio --­

M1PH, con una concentración de 3 a 4% de glucosa, y se les -­
adicionó 2 % de extracta de levadura y 5% de Caco 3 , se ajustó 

el pH entre 5.8 y 6.1, y se esterilizaron a 120°c durante 15-

minutos. A este medio se le denominó M1PHE. 

El matraz "A" se inoculó con L. delbrueckii, y el matraz 

"B" con L. plantarum, y se sometieron a las siguientes condi­

ciones: 

Matraz In6culo Cultiva 

" A " 5% de cultivo de Estático 

48 horas de 

L. delbrueckii 

" e " 5% de cultivo de Agitado 

48 horas de 

L • Elantarum 

Se incubaron a 37ºC durante 96 hrs. 

Estos experimentos se realizaron por triplicado. 

Se cuantificó la glucosa cada 24 horas por el método de­

le arto-toluidina, se consideró el final de la fermentac~ón -

cuando la concentración de glucosa lleg6 al orden de 50 a 150 

mg./100 ml., finalmente, se corri6 una cromatograf1a en c~pa­

fina para comprobar si hubo producc16n de ácido' láctico ú 
otros subproductos~ posteriormente se cuantificó el 6cido 16E 
tico por el método de Nanni v Baldi~i~ 
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R E S U L T A D O S 

Hidr61isis enzimática: 

Cuantificación de la glucosa por el método de la orto-t~ 

luidina. 

Horas Cero 19 24 48 

ffil]. Glucosa 200 3280 4060 2144 
par 100 ml. 

Esto corresponde al promedio de seis experimentos procesados­

por tl'iµlicado cada uno. (Ver gráfica NQ 1). 

Cromatografía del hidrolizado: 

El Rf del hiJrolizado de almidón fué de 0.33 

El Rf del patrón de glucosa Q.P. fué de 0.33 

Producción de ácido láctico: 

Se cuantificó el consumo de glucosa cada 24 horas por el 

método de la orto-toluidina. 

Glucosa mg./100 ml. 
1 

Matraz Cero Hrs. 24 Hrs •. 48 Hrs. 72 Hrs. 96 Hrs. 

" A 11 3700 3400 1500 200 55 

n B 11 )100 1400 355 110 105 

Note: el matraz 11 A 11 (L. delbrueck i i), el matraz 11 8" (L. plnn­

~). (Ver figura NQ 2). 
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Rendimiento de la praduGci6n de ficido 16ctico: 

\. 
,r 
Matraz Glucosa Glucosa Glucoss Acldo Rendimiento 

inicial final consumida láctica en O' 

"' mg/100ml mg/100ml mg/100ml mg / 100ml 

11 A " 3700 55 36L. 5 2811.5 76.46 

" 8 11 3100 105 2995 2467.D 79.81 

" -

rifota: Matraz "A" es L. delbrueckii 1J Matraz "8" es L. planta-

Entes resultado~ corresponden a seis experimentos iealizados­

por triplicado cada uno. 

Cromatografía del ácido láctico: 

El Rf de la soluci6n estándar de ácido láctico fué de 0.72 

El Rf de la muestra problema fué de ••••••••••••••••• 0.72 



5 

4 

3 

2 

GRAFICA No. I 

P80DUCCIDN DE GLUCOSA POR HIDROLISIS CNZIMATICA 
DEL ALMIDON DE PAPA 

CJIUCOSO g /100 mi. 

I 
,, ' .-·; 

19 . 24 TIEMPO. HOR"S ' 48 



GRAFICA No. 2 

CONSUMO DE GLUCOSA EN LA OBTENCION DE ACIDO LACTICO. 

g. de glllcosa / IOOml. 

4 

3 

2 

TIEMPO HRS. 24 

{ A ) LACTOBACILLUS DELBRUECKll 
( 8) LACTOBACILLUS PLANTARUM 

48 72 96 
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e o N e L u s I o N E 5 

HidrÓJ iRis P.nzirnática: 

El Asporgillus nir¡er se adaptó satisfoctoriamente al medio 

de cultivo M1P. 

El inóculo de cultivo agitaclo de 24 horas del Asperoillus-

~. fué el adecuado para la hidrólisis • , +. • en21m;;,"1cél. 

El pH de 5.5, la temperatura de 28 a 3o0 c, y la agitación­

de 200 r.p.m., fueron las condiciones utilizadas para lle­

var a cabo lo hidrólisis del almidón. 

La máxima producción de 8Z6cares se llevó a cabo en un in­

tervalo de 22 a 26 horns. 

" Fermentación láctica: 

Después de anali~ar los resultados obtenidos, se seleccio­

nó el medio NP 3, ya que al menor tiemµu que se obtienen -

resultados favorables, el costo de este media es menor. 

El Lactobacillu~ plantarum se desarrolló satisfactoriamen­

te en cultivu aaitado y estático, y fermenta la glucosa -­

m~s ripidamente que el Lactobacillus delbrueckii, ~ste 61-
timo se desarrolla adecuadamente solo en cultivo estático. 

El hidrolizado de papa no cumple con los requerim:entos n.!:!_ 

tricianales para los lactobacilos, ya que estos microorga­

nismos son muy exigentes¡ fué necesario agregar extracto -

de levadura. 

El rendimiento obtenido, alcanzó cantidades ligeramente iU 

feriares a los val~res pro~cdio reportados en la literatu­

ra. Los resultados obt~nidos indican la necesidad de efec­

tuar otros estudios para ñfinar las condiciones estableci­

das; y hacer un estudio socio-económico muy cuidadoso paro 

evaluar que tan conveniente puede resultar el uso del hi-­

drolizado de papa como fuente de carbono. 
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