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INTRODUCCION 

El ácido láctico es un compuesto químico de uso muy variado en 

la industria mexicana. Se utiliza en la industria alimentaria, farmacéutica, 

textil, curtidurias, tabacaleras, etc. Por su versatilidad, su demanda --

anual aumenta considerableniente y se preeve que contfnue aumentando -

para los próximos años. 

En México aún no se ha desarrollado la tecnología necesaria pa

ra la producción de ácido láctico y su Importación se hace cada dfa más -

necesaria con la salida de divisas que ello lleva consigo. 

Ya desde 1950, Cardan y colaboradores (9), propusieron un m! 

todo para producir ácido láctico a partir de papa, utilizando amllasas fún

gicas que convierten los almidones en azúcares utilizables por lactobacl-

los, los cuales. realizan la fermentación de éstos hasta ácido láctico, que

so recupera como metil lactato, obteniendo rendlmientos de hasta 85% 

En 1984, Maldonado y Garduño (26), empleando papa de desecho 

afirman haber obtenido ácido láctico siguiendo una secuencia similar a la -

propuesta por Cardan, sin embargo, la optimización del proceso continuó 

siendo el problema, al Igual que la caracterización recuperación y purlfic! 

clón del producto. 

Este trabajo tiene por objeto optimizar las condiciones de obten-

clón del ácido 16ctico como lactato de calcio. 
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En la producción de ácido láctico se puede utilizar como fuente de -

carbono una gran variedad de productos, tales como: suero de leche, papa, mie

les incristalizables, maíz, sorgo, trigo, cebada, malta, etc. Se eligió la papa -

por ser fácil de adquirir, su suministro es cont!nuo y su costo razonable. 

Tan sólo en 1985, en el territorio nacional se cosecharon 70,000 hec--

táreas de este tubérculo; que produjeron 840,000 toneladas de las cuales, alre-

dedor de 84,000 toneladas (10% aproximadamente) no tuvieron colocación en el -

mercado, (2,26) 

Este 10% de desecho puede ser bien aprovechado para la producción 

de ácido láctico u otros productos de importancia económica en nuestro País. 

En este trabajo se ha intentado d.ieeiiar un proceso para producir ---

ácido láctico mediante fermentación de hldrollzado de papa por bacterias lácticas. 

La Metodología realizada fue la siguiente: 

a) Obtención de hldrolizado enzimático de papa, utilizando glucoamUasas produ-

cldas por Aspergillus Nlger; 

b) Acondicionamiento del sustrato descrito para la obtención de ácido láctico por 

fermentación con bacterias lácticas. 
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OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la producción de ácido láctico n partir de papa de dese--

cho. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS. 

- Selección de cepas de A. Nlger productoras de glucoamllasa. 

- Obtención del hldrollzado de papa con la cepa seleccionada. 

- Comprobación de los parámetros recomendados para obtener altos -

rendimientos de ácido láctico a partir del hldrollzado de papa. 

- Determinar In estabilidad del hldrollzado de papa a diferentes perío

dos de tiempo. 

- Extracción del ácido láctico como lactato de calcio. 
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HIPOTESIS 

Si las bacterias llícticas han sido adaptadas a un hidrolizado 

enzima'tico de papa, entonces, al opt:illizar las condiciones de fermenta

ción, éstas deben produciT ácido llíctico como producto final de sus fu~ 

cienes metabÓlicas. 
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CAPITULO II 

GENERALIDADES 



- 10 -

2.1 DATOS GENERALES DE LA PAPA (SOLANUM TUBEROSUM) 

La papa pertenece a la familia de las Solanáceas, su centro de -

origen es en el Perú, entre Cuzco y el Lago Titicaca, donde existe el ma-

yor número de variedades nativas cultivadas y especies silvestres. 

Fué llevada a Europa en 1565, donde se difundió y se llegó a cu!_ 

tlvar en la mayoría de los Países con gran éxito. (7) 

En la República Mexicana, el Valle de Toluca constituye el núcleo 

del sistema de producción de semilla certificada de papa. Es la zona de -

protección, autosuficiente y surtidora. Es zona de protección por estar -

prohibida la Introducción de B<mllla de origen desconocido o proveniente de 

lugares infestados con el Nemátodo Dorado (Heterodera rostochiensis) y --

Pudrición bacteriana (Pseudomonas solanacearum). Es autosuficlente por -

producir su propia semilla. La produccl6n en el Valle de Tatuca se efectúa 

a través de la asoclac16n de productores de semilla, organización que man-

tiene una posición monopólica en su rama, debido en gran parte a las ven-

tajas comparativas del Valle originadas en sus condlcones ecológicas favora

bles al cultivo de semillas de alto riesgo. (4), 

La composición química de la papa es variable, dependiendo del -

clima, fertillzac16n, variedad, almacenaje, etc. , y todas aquellas condicio-

nes que favorezcan la producción de un buen tubérculo. 
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Tabla (1) 

COMPOSICION QUl~IICA APROXIMADA DE LA PAPA (26, 52) 

Carbohidratos Totales 

Azucares Reductores 

Humedad 

O rasa 

Potasio 

Manganeso 

Magnesio 

FC:sforo 

Calcio 

Cobre 

Yodo 

Zinc 

Fierro 

Aluminio 

Sodio 

Vitamina 

Niacina 

Tiamlna 

e 

Rlboflavlna 

18.0 - 20.0% 

o.a - 1.2i 

o.o - 80.0% 

O.l - 1.0% 

430,000 mg/lOOg de papa pelada 

0.253 

20.8 

47 .8 

o.a 

0.6 

0.018 

0.042 

0.88 

0.609 

7 .7 

21.4 

1.4 

52.6 

33.7 



- 12 -

En México no existe producción de papa planeada para emplearla 

como forraje, sin embargo, se utiliza como tal o como desperdicio, papas -

no podridas que no pueden venderse por daños mecánicos o fisiológicos (eE 

fermedades) o por tamafto extremo (papas muy chicas o muy grandes y -

papas deformes). Estos tubérculos y el material podrido es lo que los ---

agricultores consideran "merma". aunque por Jo dicho anteriormente, está -

clero que parte de la merma puede ser utilizada económicamente. 

A manera de ejemplo, podemos citar que, de la cantidad total de 

papa consumida en 1978, aproximadamente 12' fué en forma elaborada (pro

ductos de papa vendidos por Is Industria procesadora, las modalldsdes pri.!! 

clpales son: papas fritas, puré de papa, sopea y tortas lnstantll.neas de -

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

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

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

Los períodos de producción de papa en México, en d!Cerentes es

tados de la Rep6bllca abarcan la mayor parte del año, lo que asegura su -

dlsponlbllldad para usarla como sustrato en la producción de Acldo láctico. 
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Tabla. i 2 1 SUPERFICIE Y PRODUCCION NACIONAL DEL CULTIVO DE PAPA 

PERIODO AGRICOLA 1974 - 1985 (2) 

A ~ O SUPERFICIE PRODUCCION a· RENDIMIENTO 
COSECHADA (miles de toos.) (Kg/Ha) 

(otiles de Has) 

74-76 56 661 11,847 

79-81 78 993 12 ,662 

82 68 941 13,842 

83 74 835 11, 225 

84 70f. 830b. 11,857 

85 70f. 840f. 12,000 

a. Pérdidas del 10% de la producción, equivalentes a 84,000 tons./año 

en 1985. 

b, Dato no oficial. 

f. Estimación de la F.A.O. 

"Anuario F.A.O. de producción", 1985, vol. 39, Roma, Italia. 



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

ESTAUOS PERIODOS DE PRODUCCION VALOR PROMEDIO 

PRODUCCION ANUAL MILES DE PESOS 

TONS. ** * 

MEXICO ENE - FEB 900.000 6. 700.000 

PUEBLA JUN - JUL 

HIDALGO JUN - SEPT. 

H re 11 O A CA N SEPT. - OCT. 

G U A N AJ U ATO OCT. - NOV. 

J A L I se o HAY. - JUN. 

T LA X CA LA MAR. - ABR. 

V!;RACRUZ JUN. - SEPT. 

ARO AGRICOLA 1980. 

** PERDIDAS DEL 10% EQUIVALENTE A 90.000 TONS./ARO. 

ANllARIO P.';TADISTICO DE !,OS E.U.M. (1981) S.A.R.H. 



UlllillIIIIJ 5,000 - 10,000 TONS. 

11111111111 ll,000 - 20,000 TONS. 

~ 21,000 - 50,000 TONS. 

IZ7ZZllliJ 51,000 - 100,000 TONS. 

~ MAS DE 100,000 TONS. 

Esquema (1) 

l'RINCll'Al.ES f.STAIJOS PRUUllCTO~J(S llE l'Al'A 

l'ROllUCClON MEDIA ANUAL 1972 - 1977 ( 4) 
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2.2 GENERALIDADES DEL ACIDO LACTICO 

2,2.1. Características del ácido láctico. 

El ácido láctico o ácido 2-hidroxipro'pionico (C3H603) es un 11--

quido ligeramente viscoso, transparente, incoloro, o débilmente ama-

rillento, inodoro, muy higroscópico, soluble en agua, alcohol o éter 

en todas proporciones. La molécula de ácido láctico tiene un carbón 

asimétrico, por lo cual se prese!J.tan dos isómeros ópticamente activos, 

sin embargo la mezcla racémica es ópticamente inactiva. 

(5, 18, 19, 26, 33, 35, 38) 

COOH COOH 

\ \ 
H- C --OH HO- C -H 

1 1 
CH3 CH3 

D(-) Acido láctico L(+) Acido láctico 

2.2.2. Hétodos de Obtención. 

La producción de ácido láctico se realiza por métodos qulmicos 

por métodos microbiológicos. 

Métodos qulmicos, 

a) Al hacer reaccionar acetaldehído con monóxido de carbono 

0 
a 200°C y 900 atmósferas 

CH3 - ~-H + CO 900 atm 

200ºC 
acetaldehÍdo 

de preshón. 
0 

cttr~ - c-oH 
OH 

ácido 2-hidroxiprÓpionico 
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b) Por hidrólisis de cionohidrina de acetaldehfdo, preparada con etanal-

deh!do y ácido cianhídrico. 

H 
1 

+ HCN ------------ CH 3- ? - CN 

Acetnldehfdo 

Clanohidrina de 

Acetaldehído 

+ 

OH 

Cianohldrlna de Acetaldehído 

~ ,,o 
CH3- 'f - C -OH 

OH 

Ac!do 2-Hldroxlpropiónlco 

c) Por H!dróllals del Acldo Cloro Propiónico, obtenido por clorsción del -

Acldo Proplónlco. 

Acldo Propiónlco 

H O 
1 ,, 

CH 3- 'f - C -OH 
Cl 

+ 

Acldo oc -Cloroproplónlco 

H O ________ !' ____ _ 1 /1 
CH3- y - C-OH 

CI 

Acldo o<-Cloropropiónico 

H O 
1 /1 

CH 3- y -C -OH 

OH 

Acido 2-hldroxiproplónlco 

d) Por la reacción de hidróxido de plata con ácido Bromo Proplónico. 

H O 1 ,, 

cH3- T -e -OH 

H 

Acido Propiónlco 

H O 
1 // 

CH 3- y - C -OH 

Br 

+ AgOH 

Ac!do l>C-Bromoproplónico 

H O 
1 /1 

CH3- y - C -OH 

Br 

Acldo oc-Bromo Proplónico 

l1 11° 
CH3- 'f -C -OH 

OH 

Acldo 2-Hidroxiproplónico 
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Los métodos químicos son generalmente más caros que la ferment! 

ción de productos biológicos y por esta razón no se emplean mucho. (23, 

38). 

Métodos Microbiológicos. 

Con bacterias Jáctlcaa, Ja producción Industrial de ácido láctico -

se realiza por fermentación de glucosa refinada, almidones, suero de leche 

y melazas, desechos de licores sulf!ticos, jugos de cítricos, hidrollzados, -

ácidos de madera, aserrín, paja y mazorca de maíz. (9,21,23) 

El rendimiento teórico producido es el 100% del peso de Ja hexoaa 

fermentada, pero en .la práctica no se obtiene este rendimiento, tomando en 

cuenta que los microorganismos uUllzan .:arbohidratos como fuente de energía, 

industrialmente se considera óptimo un rendimiento del 85%, (23,35.50). 
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2.2.3. Métodos de Extracción. 

La tecnología de la extracción del ácido hictlco del l!quldo de -

fermentación varia según la calidad del ácido que se desea obtener, los -

métodos más conocidos se mencionan a continunci6n 

B) Extracción como lactato de calcio 

b) Extracción como lactato de metilo 

e) Extracción como lactato de zinc 

d) Extracción con Eter lsopróplllco 

e) Extracción con Destilación al vaclo 

a) Extracción como Lactato de Calcio 

Al término de la fermentación el mosto se pasa por un tamiz de

malla fina, con el objeto de eliminar residuos sólidos y micelio. Al filtrado 

se adiciona carbonato de calcio hasta ajustar el pH a 10 y se calienta a -

82º C, este procedimiento sirve para matar las bacterias, coagular las pr~ 

ternas del medio y convierte todo el ácido a lactato de calcio, en seguida

s e filtra para eliminar el exceso de carbonato de calcio. 

La solución se calienta y se le agregan pequeñas cantidades de

carb6n activado para eliminar color e impurezas. Posteriormente se proce

de a concentrarlo al vacro hasta 32% del volúmen original, el producto oJ:! 

tenido se deja en refrigeración durante toda la noche para que cristalice 

el lactato de calcio. (5,19,21,23,32,33,39) 
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b) Lactato de Metilo 

El ácido láctico crudo se deshidrata para obtener una solución 

con un contenido elevado de ácido, y esa solución se esterifica después 

con metanol. La esterificación puede realizarse calentando la mezcla a r~ 

flujo en presencia de ácido sulfúrico, o bien se hace pasar vapor de m_! 

tanol a través del ácido láctico. calentado a 100° C. Este método da ren

dimientos más altos de lactato de metilo, ya que el equilibrio se despla

za favorablemente por eliminación del lactato de metilo volátil con una -

corriente de vapor de agua. 

El lactato de metilo puede fraccionarse o no, y después hidl'2 

llzarse completamente por ebullición en exceso de agua con eliminación -

continúa del metanol regenerado. La solución acuosa residual proceden

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

c) Lactato de Zinc 

Este método es poco utilizado debido a la poca solubilidad de

la solución de zinc. 

Al fermentado se le agrega óxido de zinc y se deja reposar -

durante ocho días, después se concentra la solución por calentamiento

Y ae cristaliza la sal en agua caliente. (5,19,23,33) 

d) Extracción con eter lsopropruco 

El ácido láctico se extrae del líquido de fermentación por me

dio de este disolvente y de la solución etérea se extrae el ácido láctico 

con agua (5,23,33,35,39) 
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e) Destilación al Alto Vaclo 

Este procedimiento no se utiliza comercialmente debido a que el -

punto de ebullición relativamente alto del ácido láctico, ocasiona la autocs

terlficaclón con la formación de pollésteres volátiles (5,23,33,39) 

2.2.4. Usos 

Los usos del eéido láctico pueden dividirse en dos categorias C,2 

mestlbles e Industriales. 

Las propiedades del ácido láctico hacen que sea apropiado en -

gran vnrlcdad de productos alimenticios: 1) sabor ácido suave que contra,! 

ta con el sabor picante de otros ácidos; 2) no oculta ni domina con otros

sebores ¡ 3) en algunos productos alimenticios impide su alteración. 

El ácido láctico crudo se usa en la industria de los cueros para

desencalar las pieles y pera remojar e hinchar el cuero para suelas. 

Es la materia prima para preparar los lactatos de : metilo, etilo

y n-butilo que se usan como disolventes, esta calidad también se utiliza P! 

re tintura ácida de la lana y otros textiles. Otros usos: en adhesivos, f6! 

mulas para limpieza y pulimento, en galvanoplastia y electropulimiento, en

lnsectlcidas fungicidas y reveladorea litográficos, 



Tublu (4) 

USOS DEL AClDO LACTICO 

1° GRADO CRUDO 22\ 2º ORADO COMESTIBLE 30 ORADO PLASTICO 4° GUADO U.S.P. 

----------- ____ 4_4_\_y_s_o_'----------~SO~'~-- _____ _ill___ 
sedes 

Teñido de 
len na 

Prl!parnción de Cueros 

Dosocudo de Pieles 

Encurlido de vegetales 

Fuente en pn!itns de soldar 

Adhesivos 

LlmpiodorL'S y pulidores 

Blcct rodcpostclón 

H.cvelndorcs Utogrlificos 

Tintos ospcclnles 

Sotvontcs (óstcroa de metil, 

ctil. n-butil - 1octnto ) 

Acidulan te 

Confiterlas 

lnhlbldor de bacterias 

en le fermentación 

Manufactura de cerveza 

Fabricación do levadura 

Ajustar pH en aguaa duras 

Saborizante 

Productos do panadería 

Pobricaclón de bebidas 

cíorvoccntcs 

Preservador ( sopas, frutas 

dulces, pepinos agrioaumos, 

cornea extr11ctoa 1 quesos ) 

DERIVADOS DEL ACIDO LACTICO : 

Industrie de p1Astlcos FarmoclP 

Comcallblea 

Ploallficontu 

Cetallzador do resines 

aldehido - fonóllcos '., 

Lactato do calcio en calcioterapta; lactoto do fierro en tratamiento do anemias; lactato de aluminio como antipcra
plrante; lactato do cobro en elcctrodcposlción¡ lactato de antimonio en tintorerías; lactato do sodio en ploatlfican 
tos y humcctontcs; lactato de ctllo, n-butilo en lubricantes y solventes. (21, 23. 28, 33, 40), -
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El ácido láctico no se produce a nivel nacional, lo que origina 

la necesidad de importarlo en grandes volúmenes. 

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

1982 - 1987 

ARO 

82 

83 

84 

85 

86 

87 

VALOR DE IMPORTACION EN DOLARES 

ACIOO LACTICO LACTATO DE LACTATO DE 

CALCIO LAURILIO 

119,000 17,000 

194,000 26,000 1,000 

545,000 34,000 1,000 

462,000 135,000 130,000 

927,000 73,000 4,000 

850,000 20,000 60 

Subdirecci6n de Investigaciones Económicas y Bancarias. 

"Importaciones de Fracciones Arancelarias y Paises de Origen 11 

Banco de México, S. A. D. F. 1982-1987, 

(43, 44, 45, 46, 47, 48). 
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2. 3 CARACTERIST!CAS GENERALES DEL GENERO Aspergil!us. 

2. 3 .1 Características Morfoló~cas: 

El género Aspergillus es uno de los hongos más importantes den 

tro de la micología desde el punto de vista industrial, su nombre proviene 

de la forma de sus órganos asexuados de reproducción que son parecidos a -

un "aspersorioº (latfn aspergillus-aspersorio o hisopo). Como sinónimo de 

éste género debemos citar el de " sterigmatocystis", usado todavía por al-

gunos autores. 

Las características de la especie niger son: 

Las colonias jóvenes son de color blanco ligeramente amarillentas 

sobre las que van apareciendo puntos negros, cabezas aspergilarcs obscu-

ras típicamente radiadas y globosas, que pueden alcanzar hasta 1 mm de -

diámetro, esterigmas en una serie, conidióforos de tamaño variable, vesícu

las globosas, de paredes delgadas comúnmente de 20 a 50 micras de diáme

tro, excretores globosos superficiales (no son producidos por todas las --

cepas). En algunos estudios conviene tener colonias gigantes en las que -

se debe observar los siguientes aspectos: forma, tipo de crecimiento, su--

perficie, tamafio, zonas, desarrollo sectorial, color, aspecto anverso y re-

verso. 

Aspergillus Niger se caracteriza por tener un habitat trpicamente 

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

parasitaria y causar otomicosis. ( 1, 26, 51) 
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2.3. 2. Características taxonómicas : 

Los mohos del género Aspergillus se clasifican dentro de los ase_!? 

micetcs al igual que el género Penicllllum, y como estos. son igualmente ---

abundantes. Forman masas de conidios negros, cafés, o verde olivo¡ los -

esterigmas de Aspergillus están formados como proyeccciones de un engro-

snmlento en In parte distal del conldlóforo. 

Lo clase ascomicetcs se caracteriza por presentar esporas sexua

les contenidas en una estructura en forma de bolsa llamada 11asca"; genera!_ 

mente tienen ffiicelio septado y en la mayorla de los casos se forman conidios 

asexuales en el ápice de las hitas especializadas. 

En el género Asperg!llus dado que los conldióforos y las conldlss 

se producen en forma abundante, su color es el predominante en la colonia. 

Por esto las colonias de Aspergillus pueden verse negras, cafés. amarillas o 

verdes. El color depende de la especie y del medio en el cual el hongo e!_ 

tá creciendo. Por ello el color de la colonia es uno de los criterios para su 

clasificación y no se puede sobre enfatizar la importancia del uso de un me

dio de crecimiento estándar o de composict6n química conocida y condiciones 

estándar para el crecimiento del Aspergillus. 

La producción de pigmentos en el género Asperglllus es profunda

mente influída por la ausencia o presencia de cantidades muy pequeñas de -

los llamados elementos traza; y estos hongos son tan sensibles que se ha us!. 

do a Asperglllus Niger para detectar cobre en suelos y otras sustancias en -

cantidades tan pequeñas que sólo son detectadas por métodos químicos: 2. 5 

millonésima de gramo de cobre es suficiente para inducir una pérdida de co-

lor en este organismo; cuando el cobre contenido por el medio es menor a -

ésta cantidad el color del conidio es proporcionalmente más luminoso y en ---
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completa ausencia de cobre e 1 conidio posa de un color negro o café obscuro 

a amarillo. (1, 26). 

2. 3. 3. Importancia del Género Asperglllus : 

El ascomiceto Aspergillus Niger y otros del mismo género se utilizan 

para producir la enzima glucoamilasa en escala comercial; dicha enzima d~ere 

los almidones en azúcares simples y estos son fermentados por otros microor-

ganismos produciendo alcohol u otro producto de fermentación. 

Asperg!Uus Nlger produce también un antibiótico llamado asperg!llna, 

que es soluble en éter y en alcohol, estable a 70º C y que es activo contra -

bacterias gram positivas y gram negativas pero no contra bacilos esporulados. 

Los aspergllos también se utlllzan para producir cantidades industriales de -

ácido cítrico (mediante un proceso más económico que si se extrajera directa

mente de los limones) asf como otros ácidos orgánicos como el glucónico. ita-

cónico y el fumárico, todos ellos componentes comunes de los plásticos. (1, 

26, 51). 

2.3.4. Actividad Enzimática 

Corman y Langlyke estudiaron la acción de ciertas enzimas amilolí-

tlcas de filtrados de cultivos de A. Niger que producen la sacarificación del 

almidón y establecieron que la acción hldrolítlca se debe a la o<·amllasa y a -

una enzima glucogénlca. La eficiencia de ésta sacarificación fue posterior--

mente correlacionada con la enzima glucogénica mejor que con la actividad -

de la o<·amllasa y se le denominó glucoamllasa. (1, 26) 

Investigadores de los Estados Unidos y Japón han demostrado que 

muchos microorganismos pueden producir glucoamilasa, pero al mismo tiempo, 

tienen también una producción considerable de transglucosidasa, enzima de -
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importancia que reduce los rendimientos de dextrosa del almidón, pues prodH 

ce glicosacárldos no fermentables con enlaces. o< (1-6) (26). 

A fin de tener una mejor comprensión de la acción de estas enzi-

mas sobre la molécula del almidón, recordemos que éste es un polisacárido -

compuesto por amilosa y nmilopectinn. La amllosa es una fracción lineal for

mada por moléculas de glucosa en enlaces o( (1-4); mientras que la amUopeE_ 

tina son cadenas laterales formadas por moléculas de glucosa en enlaces --

o< (1-6). Se sabe que existe una cadena lateral por cada 25-30 unidades -

de glucosa en la amilopectina, y que cada tipo de enlace tiene diferente ve-

locldad de hidrólisis. (1, 37) 

Cuando se hidroliza el almidón con agua y un catalizador adecuado 

las moléculas de agua se añaden a las moléculas de almidón, por consiguien-

te, una cantidad de almidón produce más de una cantidad de productos de -

hidrólisis. En nuestro trabajo lo que Interesa es la conversión del almidón -

al producto final glucosa, en el cual, 162 unidades de almidón reaccionan con 

18 unidades de agua para producir 180 unidades de glucosa. 

Cuando la hidrólisis del almidón no es completamente se obtienen -

productos intermedios, como maltosa y algunos ollgosac4ridos, con los que se 

dificulta determinar el rendimiento. Sin embargo la hidrólisis por enzimas 

de Asperglllus como la glucosldasa generalmente es completa. (26) 
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2.4 CARACTERISTICAS GENERALES DEL GENERO 

LACTOBACILLUS 

2, 4. l. Caracterfstlcas Morfológicas : 

Los lactobacillus forman un grupo de bacterias clasificadas como -

bacilos gram positivos, normalmente no esporulados1en la especie ~

eckil, los bacilos miden de O. 5 a O. 8 micras de ancho por 2 o 9 micras de -

largo, tienen extremos redondeados y pueden aparecer solos o en cadenas -

cortas. por tinción con azul de metileno revelan granulaciones internas. 

No móviles, originan colonias normalmente ásperas y no pigmentadas cuyo -

crecimiento y desarrollo en medio sólido se aumenta frecuentemente por en_! 

eroblósls y presencia de co2 de 5 a 10%. Su rango de temperatura de -

crecimiento es de 2ºC a 53ºC ¡ pero es generalmente óptimo a los 30º - 40º 

e (24). oo, 20, 41) 

2.4.2 Características Taxonómicas : 

Para la clasificación de los lactobacilos se aplican los métodos ---

taxonómicos modernos, con los que se determina la proporción de bases gu!, 

nina y citosina contenidas en su D.N.A. y se relacionan las propiedades -

fenotípicas. 

La especie L. delbrüeckii presenta un porcentaje do bases G+G --

49-51%/mol. Su pared celular contiene ácido telcolco y glicerol, el peptldo

gllcano es del tipo L-Uslna-D-aspartnto. 

Debido a Ja gran similitud genotípica y fenotípica entra las dife-

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

y L. Leichmanni, ambas, son consideradas como L. delbrüeckii subespecic -

lact!s y la especie L. bulgar!cus como L. delbrüeckll subespecie bulgar!cus. 

El nombre delbrüeckli, adoptado para e Stas a sido tomado de la P.! 

labra Delbrück, apellido del bacteriólogo alemán M. Delbrück, quien trabajó 

con estos microorganismos. (25, 41). 

2. 4, 3. Importancia del género Lactobaclllus 

Los Lactobacillus son microorganismos que pueden encontrarse en -

artículos de uso diario, gramíneas, agua potable, aguas residuales, cervezas, 

vinos, frutas y jugos de frutas, vegetales picados, leche y productos lac--

teos, son asr mismo sapr6fitos de la boca, del intestino y vagina de muchos -

animales homotermos, inclufdo el hombre, más no son patógenos. (25) 
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LA FORMACION DE ACIDO LACTICO POR LAS BACTERIAS 

L. delbrücckkl SIGUE LA VIA EMBDEN-•IEYERHOFF-PARNAS (EMP) 

Glucosa 

(ATP• 
ADP 

Glucosa - 6 - Fosfato 

! 
Fructosa - 6 - Fosfato 

[c .. 
Fructosa 1, 6 Dlfosfato 

/ ----Dlhldroxleccton•fosfato ~ a::·~:~r~do - a - Fosfato 

./ N~DH+H+_.'l PI 

Acido Láctico 

J 
NADH+H+ , 

l. 3 Dlfosfogllccrato 

C
ADP 

ATP 

3 - Fosfogllcernto 

2 - Fosfogilccrato 
¡ 

"''~~::: 
.__·~=~·_,, _______ Acido Pirúvico 

(11, 22, 24, 36, 50) Esquema (2) 
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2.4.4. Capacidad de Fermentación 

Las cepas de L. delbrüeckil a partir de glucosa y otros carbohi-

dratos forman ácidos sin gas. Fermentan la maltosa (aunque pueden apare

cer variantes maltosa negativas susceptibles de aislar), son típicamente ho-

mofermcntadores 1 producen D(-) ácido láctico, generalmente producen tam-

blén amoniaco a partir de a~ginina y no acidifican la leche. 

Se les considera generalmente bacterias acidúricos, su pH óptimo 

está usualmente entre 5.5 y 6.2 y pueden desarrollar a pH 5.0 6 menos. 

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

gada hasta la detención del crecimiento. 

En cuanto a factores del crecimiento, estas bacterias requieren -

ácido pantoténico y niacina en forma esencial. Riboflavina, ácido Cólico, vi

tamina B-12 y timidina solamente son necesarias para algunas cepas, mien-

tras que tlamtna, piridoxina, biotina y ácido para-aminobenzotco no son ne

cesarios. (12, 41). 

A continuación se presentan las características fermentativas que 

distinguen a la especie L. delbrüeckii de otros lactobac!llus 

Lactobaclllus delbrüeckii ATCC 9649: AL(leichhmann 1896) Weiss, 

Schlllnger and Kandler 1984,270 VP (effective publlcation : Weiss, Schlllen-

ger and Kandler !983b, 556). Esta cepa es aislada principalmente de plantas 

y materiales fermentados a altas temperaturas (48-53º C). 
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Notas: 

AL: Slgnlflca la Inclusión de éste nombre en "The approved of lista 

of bacterial names". 

VP: Significa que este nombre ha sido publicado con validez en la -

revista oficial 11 lnternational Journal of Sistematic Bacteriolo--

gy" (41). 

Tabla. PATRON DE CARBOHIDRATOS FERMENTABLES DE LA ESPECIE 

L. delbrüeckll. 

Amigdalina 

Arabinosa 

Celoblosa 

Escullna 

Fructosa 

Galactosa 

Glucosa 

Gluconato 

Lactosa 

Maltosa 

Manito! 

Manase 

Melecltosa 

Mellblosa 

Rafinosa 

FERMENTACION 

+ 

d 

+ 

+ 

d 

+ 
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Cont. 
CARBOHIDRATO FERMENTACION 

Ramnosa 

Ribosa 

Salicina 

Sorbitol 

Sacarosa 

Trehalosa 

X!losa 

Símbolos: (+) Positivo para el 90% ó más de las cepas. 

(-) Negativo para el 90% ó más de las cepas. 

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

Tabla 7. 

+ 

d 

Características fisiológicas y bioquímicas de L. delbrüeckll. 

Tipo de peptidoglicann (b) Lys-D-Asp 

Ac!do Telcolco Glicerol 

Movilidad electroforétlca (c) 1.5 

% de G+G mol 49-51 

Isómero (d) D(-) 

Crecimiento a 1s0 e (-) 

Amoniaco de argin!a +/-
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Notas: b. Abreviaturas usadas por Schlelfer y Kandler (1972). 

c. Determinada en electroforésis de discos de gel de pollacrila-

mlda pH 7.5. 

d. El Isómero tiene esa conflguracl6n en 90% 6 més de su total. 

+/- De 11 a 89% de cepaa positivas. (41) 
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CAPITULO 111 

PARTE EXPERIMENTAL 
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La obtención de ácido láctico se realizó en dos procesos secuenci! 

les, una fermentación amilolÍtica, fase 1 , donde se hidrollzaron los almido--

nes a glucosa mediante glucoamilasas fungicas de A.niger y una fermenta-

ción láctica,fase 11, donde se fermentó la glucosa obtenida de la fase 1, has 

ta ácido láctico mediante L. delbrüeckU. 

Los microorganismos empleados fueron : 

1) Una cepa de Aspergillue nigcr seleccionada de un grupo de 6 

cepos, existentes en el ceporio de la Facultad de Químico, U.N.A.M. por -

presentar Ja mayor capacidad fermentativa en el menor tiempo posible (cua--

dro Número 1 ) 

2) Una cepa de Lactobacll!us delbrüeckll ATCC-9649 obtenida del 

laboratorio de colección de cepas del Departamento de Biotecnologfa y Bloing~ 

niería, CINVESTAV, I.P.N. caracterizada como una cepa productora de ácido 

láctico. 
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FASE 1.- FER.'IENTACION AMILOLITICA. DIAGRAflA DE TRABAJO 

CEPAS 

COMPROBACION DE LA PUREZA 

ACTIVACION DE LA CEPA 

CULTIVO 

BASE 

._ __ s_E_L_Ec_c_r_o_N_D_E_L_A_c_EP_A ___ ~1------,_ ____ __, 
PREPARACION DEL INOCULO 

HIDROLISIS ENZIMATICA 

HIDROLIZADOS CON SOLIDOS 
Y BIOMASA 

Esquema (3) 

-'----1 HlDROLIZADO CENTRIFUGADO 1 



3.1. 

FASE l.-
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FERMENTACION AMILOLITICA. 

Las 6 cepas de A. niger se sembraron cada una en tubos inclina

dos con medio de Agar Sabouraud y se incubaron durante siete días a 28°C 

en todas ellas se verificó su pureza mediante microcultivos y observación de 

las características macroscópicas de las colonias. Para su conservaci6n los 

cultivos se mantuvieron en refrigeración. 

Con el fin de comprobar la actividad amilolítica de las cepas, estas 

se activaron mediante la siembra en 50 ml de medio de Agar Sabourand -

contenidos en matraces Erlenmeyer de 300 mi. Después de 1 días de incu

bación se preparó una suspensión de esporas con solución de Tween 80 al -

l % ; ajustando el número total de esporas aproximadamente 80xlo6 esporas J 

mi utlllzand:> para ello la cámara de Neubauer (pág. 90). De cada suspen-

slón ae adicionaron 4 mi a matraces Erlenmeyer de 300 mi que contenían 100 

mi de medio de papa (pág. 77), el cual se incubó durante 24 horas a 28ºC 

con agitación de 200 rpm para obtener el inóculo, de éste lnóculo al medio -

de papa se le adicionó un in6culo del 10% v/v de cada cepa de A. nlger y 

se Incubó a 28ºC con agitación 200 rpm obaerv6ndose la actividad enzimáti

ca del hongo , mediante la cuantificación de la glucosa liberada en el medio 

cada 12 horas. La cepa seleccionada Cue aquella que produjo mayor cantl--

dad de glucosa en el menor tiempo. 



'JhhJa. R R~:SULTAIJOS DE LA SELECCION DE CEPAS Im A. NIGER. 

T l E M I' O 11 R S. CONCEN'l'RACION DE GLUCOSA I,IllERADA " / 100 mi 

CEPA s 

5 6 8 

o 

H 0.55 0.28 0.29 0.41 0.23 0.41 "' "' 
17 2.07 1.36 1.07 0.84 0.27 0.78 

22.5 2 .27 2.00 1.57 1.50 0.33 1.03 

26.5 Di 2.17 1.90 ~ 0.42 1.40 

32.0 2.06 2.00 2.00 1.68 0.61 1.62 

38.5 1.15 1.12 1.10 0.68 0.25 l. 50 

48 0.37 0.24 0.62 0.10 0.20 1.44 



¡¡ 
o 
o .. 
¡ 
6 
.g 

~ ¡ 
8 
8 

Ora'nca 
2,5 

2.0 

1.5 

1.0 

0.5 

'º -
l Selección de O?pas de A. nlger 

,,,,,,. .. , 
/ ' 

... ""' ',, 
,' .···'\ 

/ /·~;~.· ' 
I " '·,, \ 

,' ' \ 
/ I \ ~ 

I . .' /./\;'-.. ~. 
_/I 

I 
I 

/' / 1 
// \ 

:/ / 
I ,¡" ¡' 1 

,' / 
/ / 

I / 
I .~l 

I l.' 

/ .~/ / 
I /,-' .·· 

¡•-' / 

/'./ 
/¿/ 

.1 ... 

/ 

/ 
/ 

/ 

.·\ 
,,'' '· 

IJ{ ,,,. ' ' 
I 

.¡ 

12 17 22 26 32 

1 

\ 
' 

CBPA 
(2) 
(3) 
(5) 
(6) 
(7) 
(8) 

., 
\ 

1 
\ ·, 

38 

1 

\ 

1 
\ 

\ 

Tiempo ( h 

1 
1 

1 
1 

\ 

LINBA 

·-···-

\ 
\ 

\ 
\ 

1 
1 
\ 
\ 

' 1 1 

48 



- 41 -

FASE II. FER.'IE.XTACIOS LACTICA. DIAGRAMA DE TRABAJO. 

c..¡., de L. delinu.ckii 
F. Q, 

¡------ l'reinradoo del lrlcuto _

1 
1 

Femntaci!lo ""I hldrolliado 
cmtrtfugado. J 

1 

n.niimiento 

1 

Femmtacioo = 
hidrolliado sin 
cmtrlfugar y ccn coo disnira.ci.én 
nutr:lnB"ltos e9:!fr de C3C.D:¡ 
dale;. 

rmdimimto 1 

c..¡., de L. delbruocldi 
Am::-lht9 

Femmtacién ccn 
IW!rolliado -
centrlfugtvio. 

Fernmtaclén con 
hldrollzndo sin 
centrifugar y -
connutri""1tos 
""""""'1es. 

Fernan:.ac.i.6n -
con d!aninucloo 

de ClíD:l· 

G..lltivo ~ f---------1 Sclo::c.iál de neiios 
de cultivo e irá:ulo 

Esquema (4) 

volurrn de 
in6culo 

cantidnd de extrncto 
d<? levadura 

útrncc.iln del 6ddo láctico e.aro lactato 

de calcio. 
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3.2. 

FASE 11. FERMENTAClON LACTlCA 

La segunda fase del trabajo consistió en fermentar los azúcares 

obtenidos en la fase 1 hasta ácido láctico mediante la acción metabólica de 

las bacterias lácticas. 

Se compararon 2 cepas de lactobacillus delbrüeckii, una procedente 

del ceparlo de la Facultad de Química U.N.A.M. utilizada en un trabajo pre

vio y una cepa de colección ATCC-9649, con estas cepas se prepararon los -

respectivos in6culos y se realizaron las fermentaciones del htdrollzado de --

papa, de acuerdo con las condiciones establecidas en el trabajo anterior (26). 

Como no se obtuvieron resultados satisfactorios se modlfic6 la composición -

del medio original. El hldrollzado de papa no fue centrifugado, se usó con 

el total de sólidos incluyendo la blomasa se le agregaron los nutrimentos ne

cesarios para el desarrollo de los lactobacllos y se redujo la cantidad de 

Caco3 , debido a que la cantidad establecida de esta sal Incrementaba el pH 

en el curso de la fermentación lo que provocaba Inhibición en el metabolismo 

de las bacterias 16ctlcas, encontrándose como cantidad adecuada un 2\ de -

Las condiciones utllizadas en estas fermentaciones fueron las si---

gulentes: Temperatura 45°C, pH inicial 6.0, pH durante el proceso 4.5, -

lnóculo 20%. 

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

brüeckil ATCC 9649, 
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Tabla (9) CUADRO DE RESULTADOS EN LA COMPARAClON DE CEPAS 

DE L. Delbrucckli FQ. Y ATCC-9649 

CEPA GLUCOSA 

INICIAL 

(g/100 mil 

GLUCOSA 

FINAL 

(g/100 mi) 

ACIDO 

LACTICO 

Cg/100 mi) 

RENDIMIENTO 

(%) 

Condiciones de fermentación: Tº 45°C, pH Inicial 6.0, pH proceso 4,5, ---

lnóculo 20% 

OPTlMlZACION DEL PROCESO 

Con el fin de optimizar las condiciones de fermentaci6n se reall--

zaron las siguientes variaciones: disponibilidad de volumen de aire, dismin,!! 

clón de la cantidad de extracto de levadura. 

Para establecer cada uno de estos parámetros se realizaron fer--

mcntaciones por triplicado bajo las condiciones indicadas en cada caso con -

la valoración de glucosa y ácido láctico formadas. 

Los valores encontrados se reportan como promedio de las tres -

determinaciones. (Tabla No. 10), 
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DISPONIBILIDAD DE AIRE 

Para disminuir la columna de aire y así bajar su dispontbWdad,-

las fermentaciones se realizaron en matraces Erlenmeycr de 125 ml canto--

niendo 100 ml de medio. 

Tabla ( 10 ) Dleponlbllldad de Aire 

Medio Matraz ln6culo Ext. de GhJcoen GluooM Ackb 

!mil (mi) (\) Levadum lnklaJ l'lnal IAotlco to, (\) 

(\) Cg/IOOml) (g/IOOnl)(g/IOOmO 

100 300 20 2,0 5.31 2.9 2.31 43.63 

100 125 20 2.0 5.31 2.5 2.71 53.08 

OrAflca 2 Producción do 'cldo 14ctico a distinta disponibilidad de airo. 

'ii -----·--- ... -· 
~ 
~ 2 

j 
/ 

~ 1 

/ , , 
.¡¡ / 

/ 

1 
, 

'/ , , 
48 96 120 144 168 

Tiempo (h) 
a. Fermentaci6n en matraces Erlcnmeycr de 300 mi con 100 ml de medio, 
b. Fermentación en matraces Erlenmeyer de 125 mi con 100 ml de medio. 0 ---
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CANTIDAD DE INOCULO 

Se hicieron fermentaciones probando 20, 10 y 5% de in6culo. 

Tablo C 11 ) Cantidad de in6cuio 

-Cmll 

100 

100 

100 

Matraz 

(mi) 

125 

125 

125 

1nlcuh Ex!. de 

e%> Levadura 

20 

10 

2.0 

2.0 

2.0 

G1uooea 

Inicial 

(g/100 mi) 

3.48 

3.48 

3.48 

GhJa:&l Acli> 

Final Léctm 

Cg/100ml) (g/lOOml) 

1.97 

1.40 

1.25 

1.49 

2.06 

2.21 

Rendimiento 

(%) 

42.0 

60.0 

64.4 



C. J..f !CA 

1 

o <4 4f 

- .f6 • 

J. trociucci6n de ~ciuo l¡l:ctico con ci1erente~ concentre
ciones <le inoculo. 

1 

72 96 120 144 

A 
e 
1 
d 

10 r. 

O 24 4é 72 96 12C. H4 

2 

tiempo (h) tiempo ( h ) 

A 20 ~-
e 
1 
d 

L 

e l 
o 

o 21, 4f 72 ::;b l'º l.cjl 
tiempo ( h ) 
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CANTIDAD DE EXTRACTO DE LEVADURA 

La cantidad óptima de extracto de levadura se determinó rcali-

zando fermentaciones en las que se varió la concentración de esta en 2.0;-

1.5; 1.0 y 0.5%. 

Tabla ( 12 ) 

Medio Matraz 

(mi) (mi) 

100 

100 

100 

100 

125 

125 

125 

125 

Cantidad de extracto de levadura 

Ext. de 

levadura 

(%) 

o.s 

J.O 

1.5 

2.0 

Gluoosa Glual6a 

Inicial Final 

(g/100ml) (g/lOOml) 

2.99 

2.99 

2. 99 

2.99 

2.77 

0.43 

0.37 

1.03 

Acldo 

Láctial 

(g/100ml) 

0.21 

2.46 

2. 70 

1.92 

Renditñento 

(%) 

7 .31 

85.80 

90.59 

64.40 
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PRODUCCION DE ACIDO LACTICO Y CONSUMO DE 
GLUCOSA A DISTINTAS CONCENTRACIONES DE 
EXTRACTO DE LEVADURA. 
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DISPONIBILIDAD DE LA ESTABILIDAD DEL HIDROLIZADO DE PAPA A 

DIFERENTES PERIODOS DE TIEMPO 

Con el fin de conocer si es posible mantener el hidrollzado de -

papa inalterable para su uso en una fermentación posterior se determinó su 

estabilidad a 30, 60 y 90 días de almacenamiento en refrigeración. Para --

ello el hidrollzado enzimático de papa se dividlo en tres lotes y se sometió

ª los tratamientos siguientes 

Matraces Erlenmeyer de 300 mi almacenados por 30 dfas 

Matraces Erlenmeycr de 300 mi almacenados por 60 días 

Matraces Erlenmeyer de 300 ml almacenados por 90 días 

A cada uno de estos lotes se le detirminaron concentraciones de -

glucosa iniciales y finales, nitrógeno, pH, color y esterilidad al tiempo O -

y al tiempo final de su almacenamiento. Después el contenido de cada lote

se utlllzó para preparar el medio 4-11 (Pég. 80) el cual rué colocado en m! 

traces Erlenmeyer de 125 mi con 100 mi de dicho medio. Las condiciones -

de fermentación que se sometieron fueron iguales inóculo del 5\ concentr! 

clón de extracto de levadura 1.5%, pH Inicial 6.0 y pH durante el proceao 

4.5. 

Tabla ( 13 ) Fermentación del hldrollzado de papa almacenada a diferentes 
Intervalos de tiempo. 

Tlerp> de Glucosa Glucosa A e Ido Rendimiento 
Amlcenanlento Inicial Final L6ctlco (\) 
(días) (g/100ml) (g/100ml) (g/100ml) 

2.5 0.35 2.14 85.8 
30 2.5 0.90 1.58 63.2 
60 2.5 1.36 1.13 45.3 
90 2.5 l. 73 o. 77 32.6 



Tabla 14. 

- so -

ESTABILIDAD DEL HIDROLIZADO DE PAPA A DIFERENTES 

PERIODOS DE AL'IACE~A.'IIE~TO 

I. Valores de glucosa. Concentración (g/100 rnl). 

II. 

O Días 

3.95 

3.95 

3.95 

TIEMPO DE AL'IACE~Al'IIENTO 

30 dias 

3.83 

3.86 

3.83 

60 días 

3. 71 

3. 73 

\'alares de :\itrógeno. Concentrac16n (mg/100 ml) 

TIEMPO DE ALNACENAl'IIENTO 

O Días 30 días 60 dias 

15.96 16.00 

15.96 15.96 15.97 

15.96 15.96 15.97 

90 días 

3.44 

90 días 

15.97 



III. Valores de pH 

o· días 

6.0 

6.0 

6.0 
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TIEMPO DE ALNACENAllIEXTO 

30 días 

6.0 

5.9 

6.0 

60 dias 

5.9 

5.9 

90 días 

5.9 
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IV. Apariencia y color. 

E.n el transcurso de la experimentación se observó que el hidro

lizado de papa varia según el ti pn de papa utilizada, sin embargo. en 

los matraces almacenados no se presentó ningún cambio aparente en aspecto 

o color. En todo el tiempo de almacenamiento el hidrolizado conservó 

siempre su consistencia gelatinosa y su color café claro caracteristico. 

Tabla. (IS) CONPARACIOX DE RESULTADOS POR LOTE 

TIENPO DE 

AL'IACl:';A'l!D10 

(dias) 

o 
30 

o 
30 

60 

o 

30 

60 

90 

GLUCOSA 

(g/100 ml) 

3.95 

3.83 

3.95 

3.86 

3. 71 

3.95 

3.83 

3. 73 

3.44 

NITROGENO 

(g/100 ml) 

15.96 

16.00 

15.96 

15.96 

15. 97 

15.96 

15.96 

15.97 

15.97 

pH 

6.0 

6.0 

6.0 

5.9 

5.9 

6.0 

6.0 

5.9 

5.9 

APARIENCIA 

COLOR 

sin cambio 

sin cambio 

sin cambio 

sin cambio 

sin cambio 

sin cambio 

sin cambio 

sin cambio 

sin cambio 



Tabla. (1(1) RESUMEN DE RESULTAIXJS 

FP.RMENTACION RENDIMIENTO EN AC. LACJ'ICO (%) 

CONDICIONES RECOMENDADAS 43.63 
Condiciones aerobias 

20% de inóculo 

2% de extracto de levadura 

II DISPONIBILIDAD DE AIRE 
condiciones aerobias 43.63 

. Condiciones microaerobies 53.08 

III CONDICIONES MICROAEROBIAS 
VOLUMEN DE INOCULO 20% 53.08 

"' 10% r.o.oo "' 
5% 64.40 

IV CONDICIONES MICROAEROBIAS 
5% DE INOCULO 

.Jt;- % DE EXTRACTO DE LEVADURA 2.0 04.40 
l. 5 9ü.'59 
1.0 H5.80 
0.5 7.31 

V CONDICIONES SELECCIONADAS 90.59 
Condiciones microaerobia.s 
5% de in6culo 
1. 5% de extracto de lev:iduro 
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3.3 EXTRACCION DEL ACIDO LACTICO COMO LACTATO DE CALCIO 

Pal'a extraer el ácido láctico como lactato de calcio, el medio íerme_!! 

tado se calentó a baño maria a GOºC y se filtro al vacío, lavando los sólidos -

retenidos en el papel con pequeños porciones de agua caliente, que se unie-

ron al primer líquido filtrado, luego de lo cual se eliminaron los sólidos. Po! 

teriormente se ajusto el pH a 5-6 usando unas gotas de ácido láctico Q.P. 

Con el propósito de decolorar la solución, se mantuvo caliente en -

baño maria y se le adicionaron pequeñas porciones de carbón activado, agita_!! 

do luego de cada adición, al final se filtró para eliminar el carbón. (3,31) 

SI el filtrado presentaba algún color se ajustaba el pH a 7-8 por la

adición de pequeñas cantidades de CaC03, después se añadía mils carbón act!_ 

vado en pequeñas porciones agitando constantemente el medio, posteriormen 

te se filtró para eliminar el carbón y el carbonato, el proceso se repitió hasta 

que el filtrado no presentó color. 

Una vez decolorado el filtrado, se concentró al vacío utilizando un -

rotavapor. hasta obtener una concentración de 15º ~se paso a un cristaliz! 

dor, dejandose toda la noche en refrigeración para la cristalización del lactato 

de calcio. (3, 15) 

Los cristales de lactato de calcio se lavaron 2-3 veces con pequeñas 

porciones de agua destilada frla, estos lavados se guardaron para una segun

da concentración al vacío y los cristales así obtenidos fueron unidos a los PI! 

meros, ya juntos se lavaron nuevamente con pequeñas porciones de aguo des

tilada y de acetona. estas aguas de lavado se desecharon. Los cristales de la_c: 

tato de calcio se secaron a 30-60°C durante una hora y se molieron a polvo -

fino. 

Los cristales así obtenidos se les siguieron los ensayos para lactato 

de calcio siguientes : apariencia, solubilidad, acid~z. valoración como lactato

de calcio, coloración, metales pesados y estabilidad, según las especificaciones 
de la U.S.P. XV. También se le determinó su punto de fusión. 



baño 

marta 

Esquema (5) 
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SISTENA AL VACIO PARA LA EXTRACCIOX DEL ACIDO LACTICO 

baño de 

hielo 

trampas de vacio 

vaclo __. 
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DIAGRAMA DE FLUJO DE LA OBTBNCION DE LACTATO DE CALCIO 

Nos to 

Concentrar o 15º 
Bé al vacio 

si 

Filtrado el vado 

Sobrenadan te 

Refri eraci6n 

Filtrado 

Ajustar pll a 5-6 
con ác. láctico 

Adicionar carb6n acti
vado con a itaci6n 

~!E!!!:..!-2!!:'.!i..~~J----.¡ Moler e polvo 
fino 

Guardar pare 
su análisis 

Esquema (6) 



1'oblo. (17) ENSAYOS DEL J,ACTATO DE CALCIO. (49) 

PllUEUA 

1. Apariencia 
2. Solubllidad en aguo frío al 20\ 
3. Solubilldod en agua coiten te al 

20\ 
4. SolubiUdad en alcohol f'r{o 
5. So lubllidad en alcohol caliente 
6. Solución acuosa 20\ calentado 

ligeramente 
7, Solución acuoso 20\ más renolf. 
B. Metales pesados 

a) Soln. Aq. 20\ + Acético dU. 
b) Soln. Aq. 20\ + Na28 

9, Soln. Aq, 20\ + H2S04/Ba (N03)2 
10, Saln. acuosa 20\ + ferrlclanuro -

de potasio 
11. Acldéz. Titulación do solución 

Aq. 20\+(cnolrtolefna. 

12. Soln, Aq. 20\ + HN03+ AgN03 
·(soln.) 

13 Arsénico. 1 g de lactato 
+ 3ml lllpofosfito de sodio. 
15' B.M. 

14. Punto do fusión 

ESPECIFICACION U .S.P. RESULTADOS DE LA MUESTRA 

- Polvo cristalino blanco 
- Poco soluble 

- Polvo cristalino bllnn lfg. amarllblto 
- Poco soluble 

- Soluble - Soluble 
- Poco soluble - Poco soluble 
- Algo soluble - Algo soluble 

- Solución transparente 
- Solución t ranaparente 

- Solución transparento 
- Solución transparente 

- La aoluclón no se altera - La solución no so altera 
- La solución no so altera - La solución no so altera 
- La solución no se altero - Lo solución no so altera 

- Lo solu~ pormanooo transparente - La solución permanece tranaparcnte 

- Se necesitaron 0.5 mi de NaOI 0.1 N - So necesitaron 0.5 mi do NaOH 0.1 N 
pura cnrojoccr la solución para enrojecer la solución. 

- La solución no 80 enturbia - La solución no 80 enturbia 

- La solución no se enturbia - La solución no so enturbia 
- lOOºC - 113ºC 

Loe datos anotados son resultado de tres dcterminoclonoa hechos por triplicado. 
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DISCUSION D ll RESULTADOS 
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DISCUS!ON DE RESULTADOS 

1. - Selección de cepas de A. niger 

Todas las cepas de A. niger ensayadas. presentaron la mayor -

actividad amilolitica entre las 26. 5 y 32 h de fermentación. Se selcccion6-

la cepa No. 2 por ser la mejor productora de glucoamilasa en el menor ---

tiempo como se aprecia en la gráfica No. l • Esta cepa fué utilizada para 

realizar las subsecuentes fermentaciones amilolíticas. 

2.- Resultados de fermentación de L. delbrüeckli ATCC-9649 en un-

medio de composición conocida y en un hidrollzado enz!matico de papa. 

Al comparar la fermentación láctica del hidrolizado de papa y un 

medio de referencia, se observó que aunque Jos rendimientos de ácido ---

láctico son comparativamente bajos respecto a lo reportado en la literatura-

cientrfica, la diferencia entre ellos no es significativa, Jo que indica que -

el hidrollzado de papa es un buen sustrato p.~.ra realizar la fermentación -

láctica pero que en esas condiciones a6n no se han alcanzado las condi---

clones 6ptimas de fermentación. 

3. - Disponibilidad de Aire 

Esta fué la primera varlaci6n hecha al sistema de fermentación -

láctica con el fin de optimizarlo. Al disminuir Ja disponibilidad de aire, Jos 

rendimientos en el ácido I.ictico se incrementaron al favorecer el metabolls-

mo microaeroblo de las bacterias. 

4.- Disminución de la cantidad de inóculo 

Al disminuir la cantidad de in6culo a 5% Jos rendimientos en áci -

do láctico aumentaron. 



- 60 -

S.- Cantidad de extracto de levadura 

Se demostró que las necesidades de los lactobacilos por el extraE 

to de levadura tienen un punto óptimo, que para estas condiciones fué de-

1.5% como lo sugiere también Ohleyer et. al. (30), y que este nutrimento

ª concentraciones altas o bajas de su punto óptimo origina Ja inhibición del 

metabolismo de la bacteria. 

6 .- Resumen de resultados 

La fermentación en las condiciones recomendadas nunca dió ren-

dimientos mayores al 50% • Variando esas condiciones y seleccionando las -

óptimas en : microaerófilia, de inóculo 5% y de extracto de levadura l. 5% -

se lograron rendimientos en ácido láctico hasta el 90%. 

1.- Fermentación de hidrolizado almacenado en diferentes per!odos de 

tiempo. 

El hidrolizado de papa es afectado por el tiempo de almacenamieE 

to, los rendimientos de ácido láctico se vieron disminuí dos conforme aumen

t6 este tiempo. 

8. - Estabilidad del hidrolizado de papa a diferentes períodos de alma

cenamiento. 

El hidrolizado de papa obtenido de la fermentación amilolitica y -

almacenado por diferentes períodos de tiempo presentó disminución de la -

concentración de glucosa que se acentuó con el tiempo de almacenamiento,

con una consecuente variación en los valores de pH del orden de decimas

de unidad ( apenas perceptible ) • ~Uentras que Ja concentración de nitróg,! 

no no tuvo variación. 
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9.- Ensayo de lactato de calcio 

Los resultados obtenidos en los análisis del lactato de calcio son 

congruentes con los reportados en la literatura (19,49). El punto de fu-

si6n llgeramen te elevado sugiere la presencia de alguna impureza en la -

muestra. 
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RESC~IEN 

La papa se hidrollzó mediante la acción de glucoamilasa produci -

da por Aspergillus niger • Se seleccionó la mejor cepa productora de la -

enzima. 

El hldrolizado se enriqueció con extracto de levadura e in6culo -

con Lactobacillus delbrüeck.ii, procediéndose a variar ciertos parámetros de 

la bios!ntesis tales como el pH, la disponibilidad de aire, concentraciones -

de extracto de levadura e in6culo, a fin de optimizar el rendimiento de ác!_ 

do láctico, el cual se cuantificó por el mótodo de Nanni-Baldini y se sepa

ró en forma de lactato de calcio. 

El rendimiento de glucosa en la hidrólisis del almidón de papa, -

fluctuó alrededor del 85%. El mayor rendimiento de ácido láctico fue de 90%, 

bajo las siguientes condiciones de fermentación : pH inicial 6.0, microaeró

filia, concentración de extracto de levadura I.5% y concentración de tnócu

lo 5.0%. 
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 
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CONCLCSIONES 

De acuerdo con los resultados obtenidos, se concluye que : 

El hidrolizado enzimático de papa es un buen sustrato para la -

obtención de ácido láctico. El proceso de fermentación láctica debe ser al -

término de la hidrólisis enzimática pues su almacenamiento no reportó los -

resultados deseados. 

Las condiciones óptimas encontradas para la fermentación láctica

con este trabajo son : cepa : Lactobaclllus delbrüeckii ATCC-9649 

volumen de inóculo : 5% v /v 

extracto de levadura : l. 5% 

carbonato de calcio : 2.0% 

disponibilidad de aire: condiciones microaer6bias 

azúcares iniciales 3-4 g/100 ml 

azúcares residuales : O.OS-0.09 g/100 ml 

temperatura : 4SºC 

pH inicial : 6, O 

pH proceso : 4. S 

La extracción del lactato de calcio por el método empleado en e_! 

te trabajo fué adecuada, dada la sencUlez y buen rendimiento del método. 
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RECmlENDACIONES 

1.- Se recomienda ampliar los estudios sobre los métodos de extr_! 

cclón del ácido láctico. 

2.- Por el foteres industrial que este trabajo puede presentar, se 

recomienda escalar el proceso a volumenes mayores a nivel laboratorio y planta 

piloto y ampliar los estudios sobre el uso de levadura de cerveza de desecho

como posible sustituto del extracto de levadura en la fermentación láctica. 

3 .- Para la fermentación láctica se recomienda hacer pruebas del -

proceso en cultivo continuo. 
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ME D 1 O O E P A P A 

Suspensión de papa 100 mi. 

Na l\03 0.364 g. 

KH2P04 0.109 g. 

MgSO.¡ 7 HzO o.102s 8 • 

KCJ 0.0057 g. 

FeS04 HzO 0.0027 g. 

Zn50.¡ HzO 0.00024 g. 

CuS04 HzO 0.00021 g. 

~1nc1 2 H20 0.00019 g. 

SUSPENSION DE PAPA 

300 g de papa previamente lavada y cortada en cuadritos chicas 

se pasa a un recipiente, se agregan 800 ml de agua destilada, se deja en 

t.>bullición a !uego lento hasta obtener una suspensión homogénea, a contl -

nuación se determinan carbohidratos totales por el método de antrona ajus-

tanda l!ntre 4 - 5%, (26,28,31) 
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1Jedio de cultivo Xo. 3 (26) 

Extracto de levadura 2.0 g. 

Glucosa 2.0 g. 

Sol. "A" de sales o.as ml. 

Sol. "B" de sales o. 74 ml. 

H20 destilada 100.0 ml. 

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

5.5 - 6,0 1 se esteriliza a 120°c durante 15 minutos. 

MgS04 

FeS04 

NnS04 

H20 

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

71120 !O.O g. Acetato de sodio 12,5 g 

71120 0.5 8 Tween 80 0.6 g 

4H20 0.5 g. 1120 100.0 ml 

100.0 ml 

Medio de cultivo No. 26 (6) 

Leche descremada (skim milk) 

Jugo de tomate 

Extracto de levadura 

Anua destilada 

100.0 8 

100.0 g 

5.0 g 

1000.0 ml 

Filtrar el jugo y dejar toda la noche a 10º C¡ ajustar el pff a -

7 .O y esterilizar a 15 lb/15 minutos. 
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MEDIO DE FER.llENTAC!ON No. 3 (26) 

Glucosa 4. o g 

Extracto de levadura 2. o g 

CaC03 2.0 g 

Sol. "Au de sales minerales 0.88 mi 

Sol. 11511 de sales minerales o. 74 ml 

Se disuelven Jos ingredientes en agua y se ajusta el pH entre 

s.s - 6.0, se esteriliza a 120º e durante 15 minutos. 

MEDIO DE FERMENTAC!ON No. 4 

Hidrolizado de papa centrifugado 

Extracto de levadura 

CaC03 

100.0 mi 

2.0 g 

5,0 g 

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

pH 5.8 - 6.1, se cstt:erilizaal20°C durante 15 minutos. 
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}ledio de Fermentación Xo. 4-I 

Hidrolizado de papa con sólidos 100.0 ml 

Extracto de levadura 2.0 g 

CaC03 5.0 B 

Sol. "A" de sales minerales 0.88 ml 

Sol. 118 11 de sales minerales O. 74 ml 

Se disuelven los ingredientes en el hidrolizado y se ajusta 

el pH entre 5 - 6 con ácido sulfúrico diluido al 25%, se esteriliza du

rante 15 minutos a 120° e 

Medio de Fermentación No, 4-II 

Hidrolizado de papa con sólidos 100.0 ml 

Extracto de levadura 2.0 

CaC03 2.0 

Sol. "A" de sales de minerales 0.88 ml 

Sol. 118 11 de sales minerales O. 74 ml 

Se disuelven los ingredientes en el hidrolizado y se ajusta 

el pH entre 5 -6 con ácido sulfúrico diluido al 25%, se esteriliza a 

120° e durante 15 minutos. 
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METODOS 

OETERWNACION DE CARBOH!DRATOS TOTALES. (28) 

Método de antrona 

Fundamento : 

A. Hidrólisis de Jos polisacáridos a monosacáridos. 

B. Deshidratación y rearreglo de los monosacáridos a Ja forma fur-

furali a partir de pentosas o hidroximetiJfurfural a partir de hcx.e_ 

sas. 

C. Reacción del furfural o hidroximetilfurfura1 con el desarrollador

de color, para formar un compuesto colorido que se determina -

cspe ctrofotométricamen te. 

Los carbohidratos dan un color verde caracter!stico con antrona 

y calentando en una solución de ácido sulfúrico. El color es debido a la -

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

azúcares en ácido caliente, La forma antronol es Ja que reacciona. 

REACTIVOS : 

l. Solución patron de glucosa ( 1.0 mg/ml en una solución al 0.15% de -

ácido benzoico), es estable por largos períodos de tiempo a Oº C. 

2. Solución base de ácido sulfúrico (75% v /v), añadir 750 ml de ácido -

sulfúrico a 250 ml de agua destilada. 

3, Reactivo de antrona : se agregan 5 ml de etanol absoluto a 200 mg -

de antrona. se llevan a 100 mi con la solución base de ácido suJfúrioo, 

se agita para su disolución; este reactivo se p1·epara cada día, el et_! 

nol sirve para estabilizar el color. 
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AGUA 

Macerado de papa con 5% 

de carbohidratos totales. 

(cliluclón 1 : 1000 ) 

Solución estándar de glucosa 

1 mg/ml (clisolución 1:20) 

BLANCO 

LO mi 

PROBLEMA ESTANDAR 

LO mi 

LO mi 

BAl'IO DE HIELO 

Reactivo de antrona agregar 

lentamente con agitación 5.0 mi 5.0 mi 5.0 mi 

NOTA 

Baño de agua en ebullición durante 10 minutos 

Enfriar en baño de hielo y leer a 625 nm. 

Se lee el problema y el estándar contra un blanco de agua para

tener mayor especificidad y evitar la interlerencia de sustancias. 

Los disacáridos y polisacáridos dan cuantitativamente el mismo -

valor de color por mol de glucosa. 

CALCULOS : 

O.O. del problema 

O.O. del estándar 

X concentraci6n de carbohidrat.os 

totales en g/100 mi. 
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CUANTIFICACION DE GLUCOSA (29) 

Fundamento : 

La glucosa forma con la orto-toluidina en solución de ácido acéti

co caliente una substancia de color verde, que puede determinarse por es

pcctrofotométria. 

Reactivos : 

l. Acido tricloroacético al 3%, funciona como agente desprotein!._ 

zante. 

2. Solución patron de glucosa 1 mg/ml. 

3, Reactivo de orto-toh.ñdina. Pesar las siguientes substancias 

0.5 g de tiourca. Conservador 

9. O ml de orto-toluidina. Formador del color. 

100.0 ml de ácido acéUco. Desprotcinlzador y estabilizador -

del complejo colorido. 

Preparación : 

Disolver la tiourca en un poco de ácido, calentando muy ligera

mente, adicionar la o-toluicilna y mezclar cuidadosamente, posteriormente -

adicionar ácido acético hasta la marca del aforo. Guardar en !rasco ámbar. 

El reactivo '.?S estable por 2 meses. 

TECN!CA CON DESPROTEINIZACION 

PROBLEMA Sol. Std. de glucosa BLANCO 

Ac. Tricloroacético 1.0 mi LO mi 1.0 mi 
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Problema ( dil. l: 20 ) 0.1 ml 

Es tan dar O.l ml 

PROBLEMA Sol. Std. de glucosa BLANCO 

Mezclar y Centrifugar 

Sobrenadan te 0.5 ml o.s ml 0.5 mi 

Reactivo de color 2.0 mi 2.0 ml 2.0 ml 

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

en seguida pasar a agua frla. La absorbancla se lee contra blanco de re,! 

tivos a 525 mm. 

CALCULOS 

D.O del problema 
D. O del estáñdar 

concentración de glucosa en g/ 100 mi 
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CROMATOGRAFIA EX CAPA FINA DEL ACIDO LACTICO (8,34,42) 

Principio : 

Los ácidos orgánicos solubles en agua son separados e identific!!_ 

dos por cromatograf!a en capa fina. El eluycnte usado es éter dietilico --

ácido fórmico en relación 7 a l y la detección se hace ya sea con un ind!_ 

cador de pH o con molibdato de amonio. 

Material 

Plac~s: Se utiliza una placa de vidrio de 20 x 20, sílica gel 11 H 11 
-

aplicador ajustable. Las placas se secan durante 3 - 4 --

horas y se guardan en un desecador hasta ser usadas, l_! 

subsecuente activación por calor es innecesaria. 

Eluycnte; Eter dictOico saturado con agua y ácido fórmico . al 88% 

se mezclan en proporción 7 ; 1 por volúmen en un embudo 

de separación, se agregan pequeñas cantidades de agua -

destilada con agitación hasta que se observa saturación. 

La capa acuosa inferior es desechada. 

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

suelven en etanol al 96%. 

Procedimiento 

Eluyente: La cámara de cromatograffa se llena con el eluyente hasta

cubrir un centímetro de profundidad, tapandola con una placa de vidrio y

seUando con vaseHna, Dejar saturar la cámara por 24 horas. 

~lucstras : Con ayuda de un tubo capUar se coloca una pequeña ca12_ 

tidad de muestra {aprox. 10 /{ l ) conteniendo aprox. 30)fg de ácido (o -
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su sal ) se aplican en solución etanólica a 2. 5 cm del fondo de Ja placa y

con una separación de 2 - 3 cm entre sr. 

Oespúes del desarrollo del cromatograma y para prevenir Ja dis

minución de cetoácidos, las placas se secan al aire por 4 horas apróximad!!, 

mente hasta evaporar el ácido fórmico y el éter. 

Revelado: El indicador se rocía con un atomizador sobre Ja placa, Jos 

ácidos aparecen como puntos amarillos sobre un fondo azul obscuro. 

Rf de ácido láctico: 0,6. 



TABLA No. 

).tuestra : 

Método : 

Placas : 
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DETECC!ON Cl!ALITATIVA DE ACIDO LACTICO (8,34) 

Mosto fermentado del medlo 4-lV 

Cromatografía en capa fina 

Placas de vidrio de 50 x 200 m.m. recubie!. 

tas con gel de silice, 

Cantidad de muestra utilizada ; 10 .J' l. 

Eluycntc : Dietil éter - á.cido fórmico 7 : 1 

Indicador : Azul de bromofenol - rojo de metilo 

Identi!icaci6n ~lanchas amarillas en fondo azul 

Rr Estándar 0.6Z 

RF Problema O. 62 

í 
200 mm T 

137 mm 
.···. 

f--- 50mm --1 

f---¡ 
30 mm 
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CUANTIFICACION DEL AC!DO LACTICO 

( Método de Nanni y Baldini ) • ( 29 ) 

Principio : 

La muestra desproteinizada se trata con CuS04. SHzO y con 

Ca(OH)z para eliminar el piruvato interferente. Así eJ CuS04.SHzO se añ! 

de junto con HzS04 concentrado el cual bajo la influencia del calor convie! 

te el ácido láctico en acetaldehfdo. Este reacciona con Para-hidroxidifenilo

produciendo un cromoforo violeta. que tiene su máxima absorción a 568 nm, 

Reactivos : 

l. Solución patrón de ácldo láctico. O .2133 g de lactato de litio seco se disuehen 

en 100 ml de agua destilada, junto con l ml HzS04, se lJeva a un volúmen 

final de 1 litro con agua destilada, quedando una concentración final -

de 20 mg/100 mi. 

2. Solución de para-hidroxidifeniJo: 150 mg de para-hidroxidifeniJo, se -

disuelven en 10 ml de etanol absoluto. 

3. Solución de sulfato de cobre : CuS04. SH20 al 20% (w/v). 

4. Solución de sulfato de cobre CuS04. 5H20 al 15% (w/v). 

5. Hidroxido de calcio Q. P. 

b. Acido sulfúrico concentrado. 

Método : 

La derminaci6n se realiza con la solución patrón, muestra prob1i:._ 

ma y blanco simultaneamcnte. 

1 ml. de solución libre de proteínas conteniendo de 10 a 200 mg

dc ácido láctico se colocan en un tubo de 15 x 110 mm. Se agrega un mi

de sulfato de cobre al 20% y se lleva a un volúmen final de 10 ml con agua 

destilada, 
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Se agrega un gramo de hidróxido de calcio, los tubos se tapan

y se agitan vigorosamente, por períodos de 30 segundos a intervalos de 5-

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

Un ml del sobrenadan te se pipetea en un tubo de 15 x 180 mn., 

se coloca en un baño de hielo y se añaden O. 05 ml de sulfato de cobre al 

15% seguido por 6 ml de HzS04 concentrado que se añade lentamente con 

agitación contínua, goteando de una bureta. 

Cuando todo el ácido se ha añadido, los tubos se agitan vigoro -

samcntc, se tapan y se transfieren a un baño de agua a 60 .! 1° C por -

30 minutos, se enfr!an de B a 10° C y se agrega 0.1 de para-hidroxifcnilo 

y se agita vigorosamente. 

Los tubos se colocan en un baño de agua a 29± 1° C por 30 mi-

nutos, seguido por 90 segundos de baño de agua en ebullición, con este -

tratamiento se elimlna el exceso de para-hldroxiclifenilo, 

Inmediatamente despúcs de este tratamiento, los tubos se enfrían 

en baño de hielo y se mide Ja extinción de 568 nm contra blanco de rea-

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

( Método de Ja cámara de Neubaucr ) 

Material : 

Pipetas de Thoma para glóbulos rojos, 

Boquilla 

Cámara de Neubauer 

Microscopio óptico 

Gradilla 

Muestras de esporas en suspensión. 

Procedimiento : 

l. Llenar con muestra homógenea la pipeta de Thoma hasta la rmrc:a de 0.5 

z. Con una gasa limpiar la parte externa de la pipeta, 

3. Dlluir con solucíón de Tween 80 al 2% 

4. Agitar durante 3 minutos para mezclar perfectamente. 

5. Colocar el cubreobjeto sobre la cámara de Neubauer, 

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

uno de los bordes del cubreobjetos. 

7. Dejar que el líquido penetre lentamente entre la cuadr!cula y el cubr! 

objeto hasta que la plataforma de recuento esté cubierta, 

8. Dejar reposar de 3 a 5 minutos sobre 1a platina del microscopio. 

9. Con objetivo de 40X se cuentan las esporas contenidas en 80 cuadros 

pequeños, un central y cuatro de Jos extremos (del cuadro central - -

de l >11m2 ), 



- 91 -

Cálculos : 

Si se considera que el retículo central tiene 400 cuadritos. se -

realizará el siguiente cáJculo : 

N X 200 X 10 X 400 

80 
N X 10 ººº 

N = Número de esporas con ta das. 

200 Factor de dilución. 

cantidad de esporas por mm3 

10 Corrección por la altura de la cámara. 
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