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INTRODUCCION



INTRODUCCION,

Uno de los mayores problemas cue se presenta en nuestro
pafs, para el avance acelerado de su tecnologfa, y oue en los ¥l
timos afios se ha hecho m4s notorio, ha sido la falta de materies
primas para la industria de transformacién. Industrias importan-
tes como la farmacéutica y la de alimentos, actualmente importan
gran cantidad de esta materia prima, lo que trae como consecuen=-
cia un aumento en el costo de los productos ya procesados.

El presente trabajo, tiene como objetivo primordial, ob=-
tener 4cido glucbdnico en forma de su sal de calcio (gluconato),
dcido cue actualmente se importa al pafs y cue tiene amplio uso
en varias industrias como la farmacéutica, de alimentos, textil
y otrase.

Otro de los objetivos es emplear en esta fermentacién
coro materia prima mds barata el almidén, en sustitucidn de la
cldsicameute utilizada glucosa

La metodoloéia usada consistié en una fermentacién por [/
yzuitivo sumergido y a nivel de laboratorio empleando como indcu-
1o, una mezcla de dos microorganismos, uno de ellos es el hongo
Aspergillus niger muy utilizado en la produccién de dcido glucéd-
nico y ademés por su poder de hidrélisis sobre el almidén,el otro,
una bacteria (Acetobacter suboxydans), con alto poder oxidante y
especi{fico para la formacidén de este 4cido; con el propdsito de
obtener en primer lugar la hidrélisis del almiddn a glucosa yten
segundo con la accidén combinada de los dos microorganismos, acor

tar el tiempo clésico cue dura el proceso de obtencién del &cido

glucébnico.
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GENERALIDADES.

El 4cido glucédnico es un polvo blanco,'inodoro, crista-
lino, con un peso molecular de 196,16, un punto de fusién de
131°C. y una rotacidn especffica de [°4zi =647, (24)

7 Es muy soluble en agua, poco soluble en alcohol e inso-
luble cn la mayorfa de otros solventes orgdnicos. En solucidn
acuosa, existe un eguilibrio entre el 4cido glucbnico y sus dos
lactonas, garma y delta, variando su composicibn, segin la con-
centracibn de la solucién y la temperatura,

Es el primer producto de oxidaciébn de la zlucosa y por =-
ello es un 4cido aldénico, una de las formas comerciales m4s am-

pliamente usadas es como su szl de calecio (gluconato de caleio)(12)
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Métodos de Produccidén.- Este 4cido puede obtenerse por: -
A: Métodos Quimicos.
Ayo= Oxidacidn de glucosa en medio alcalino con hipobro=-
mitos.
6 1206+Br2+H20 —)Céﬁl 07+2HBr. '
glucosa Bromo Ac.Glucédnico Ac.Bromhidrico
A,. -- Oxidacién electrolftica de soluciones alcalinas de
glucosa, usando un 4nodo insoluble en presencia de un yoduro so-

luble en agua (9).

B: Métodos Bioldzicos,
Estos métodos consisten en la fermentaciln de soluciomes

nutrltivas contenlendo glucosa, por medio de algunos hongos y bac

terias,

La p?qduccién de este 4cido por microorganismos fué pbﬁg;
vada por primera vez por Boutrox en 1878 péfo lo céﬁfundié con =
dcido lictico, y Molliard'en 1922 lo reporta como otro producto
de las fermentaciones c{trica y ox4lica.

En 1924 Bernhaver descubre una cepa de Aspergillus niger
que produce casi exclusivamente &cido glucdnico en presencia de
carbonato de calcio (10). |

X asi se empiezan a conocer las constantes mis adecuadas
para esta fermentacién,

Otro proceso biolégico utiliza bacterias para la fer?qg
tacién de glucosa, espec{ficamente las del généro Acetobacter,

tales como: Acetobacter qydans, Acetobacter suboxydans, Aceto=

bacter pasterianum etc. (2).
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Las cepas utilizadas en este trabajo fueron: Acetobacter

suboxydans y Aspergillus niger.

Acetobacter suboxydans: Bacteria cuya clasificacién puede

e

-—

verse éﬁ el Cuadro l. Su nombre prqviene_delngt;p; Acet??;?,?i:

ﬁagre, y bacter es decir:forma masculina de bactrum# bgiﬁén. -

Suboxydans significa parcialmente oxidante.
~ La morfologfa de esta bacteria consiste de bastones cor

tos, solos o en cadenas, Inméviles, Gram negativos. Forman en mg
@ios 1fquidos una pelfcula muy delgada y diffcilmente visible,
Las colonias en agar nutritivo son muy pequeiias, ciyculg:gggyréi
é;ramente amarillas,

Producen 4cido de etanol, propanol, glucosa, gli;grolryr
sorbitol. Su temperatura éptima de crecimiento es de 3O°C3

Su caracterfstica distintiva es la oxidacibn parcia;4§g

sustratos, con la subsecuente formacién de cristales de 4cido 5
ggtoglugénico sobre superficies de medios de cultivo cue conten
gan glucosa y carbonato de calcio.

Origen: Fueron aislados de cerveza en descomposicién,.

Habitat: Cerveza, también se encuentran en frutas 4cidas
y vinagregggj.ﬁ

Aspergillus niger: Su posicién taxonbémica se puede ver en

el Cuadro 27y como se dijo antefiormente, existen cepas que pre=-
§§ptan una capacidad muy espeeial para producir alto; rgp@%gigg:
tos de 4cido glucdnico (6, 7, 1:??3

S ‘Esto es debido é ia'presencia) en este hongo de una enzi

ma, una deshidrogenasa, que se pensd primero era una oxidasa,lla



QLASTFICACTON TAXONOMICA DE ACETOBACTER SUBOXYDANS

(Bergey's Manual of Determinative Bacteriology)

DIVISION ( CLASE ORDEN SUB ORDEN FAMILIA GENERO ESPECIE

Schizophycaceae
Rhodobacteriineae

Protophyta < Schizomycetes {Pseudomonadales
lPseudomonadineae Pseudomonadaceae {Acetobacter suboxydans

LMicrotatobiotes

CUADRO 1



DIVISION
Algas
Thallophytad
Liquenes
Hongos 4
(Fungi)
&

(Segn Alexopoulos C, J, 1962)

SUBDIVISION

Mixomycetes

Eumycetes

i

L

CLASE

~

Basidiomycetes

Ascomycetes

Deuteromycetes

CUADRO 2,

ORDEN

Eurotialesy

FAMILIA

-

Eurotiaceae A

Gymnoascaceae

GENERO ESPECIE

Ascosphaeracea

~

Aspergillus {?iger

Penicil lus

-

L
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madg_?glucosa oxidasa", que cataliza la reaccién siguiente:

Glucosa + 02 + H20 —3» Acido Glucénico + HZO2

Ahora se sabe que la glucosa oxidasa o mas bien esta des

.

hidrogenasa, tiene un grupo prostético que es el‘catalizador es=

pecifico para la oxidacidn de la @ -D glucopiranosa. Los produc=
tos de la reaccidn aerobica son @ 4 gluconolactona y peréxido -

de hidrégeno. La lactona se hidroliza ré4pidamente dando el 4cido

el cual, puede, en presencia de carbonato de calcio convertirse 4~

en- gluconato/” (15).

Estas reacciones se sintetizan de la siguiente manera:

CH, OH HoOH
[} o H/ —0\
c —— C :O
H/ LY C_OH H
€ o + FAD <— oW~ C - G + FADH
ORNG _2/@4 H o] "o
H OH
COOH
CH2°H ]
| + HO — HCOH
c—90 2 HOC H
H/ H N -0 ]
C _OH ﬂ/(" HCOH
OHN @ '— € ! H
C T om HCO
CHon

—
FADH, + 0, «— FAD  +H.0,

FAD = Flavin Adenin Dinucleotido.

tétodos de Produccidn,

Los métodos de produccién microbioldgica de 4cido glucéd-
nico, utilizados a escala industrial, han sido los siguientes:

lo.- Un método hacfa uso de bacterias en fermentaciones
aerobias con éuficiente cantidad de oxfgeno Yy a2 concentraciones

de zlucosa variando desde 15 hasta 457, encontrindose su valor -

éo%imo en 257, E1 mosto se adicionaba de sales mineralesyde la =

)

bacteria y se incubaba a temperaturas de 15 hasta 35°C. Por un =
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tiempo hasta de 18 dfas, los rendimientos que se reportaban eran
) i
muy altos, hasta de 937 (19).

20.= Otro método de superficle, utilizaba hongos general

mente Asoergillus nlger cue se inoculaba en recipientes de my -

poco fondo, con gran superficie, en donde podfa crecer el mlcelio

y provistos de tapas para evitar contaminaciones, esto permitia

que el hongo actuara por medio de su enzima sobre la solucién hu

i ———

tritiva estéril que contenfa glucosa, la cual se convert{a en dci
do glucbnico dejindose actuar por el tiempo necesario, durante el

cual, no se debfa mover el cultivo. (6)

30.- E1 método del cultivo sumergido, es el més utiliza-

—_— e —

do actualmente, debido a que la formacién del 4cido glucbdnico es

S

intracelular, la soluc16nnnuuritiva“y los productos de su oxida-
—_— -

cién deben penetrar y salir del mlcelio del hongo por difusi6n,

la avitac16n del sustrato favorecera esta reacc16n presentando -

con ello un mayor rendlmlento, y previniendo con &l uso de carbo

nato de Calcio una acumulacién del 4cido libre con la subsecuen-
%s inkiblolén de Tz actlvidsd de la enzima, y as{ se podr4 tratar
un mayor volumen de solucién y por lo tanto de glucosa, y ademis
ééta agitacién provee una efectiva incorporacién de oxfgeno, lo
oue permite satisfacer la demanda del microorganismo que es ae
robio (15).

\\ﬁéra este método se disefiaron a escala de laboratqrio, di
ferentes aparatos entre los que destacd el del Tambor rotatorio
(1935) en un intento por optimizar las condiciones de esta fer=-
mentacién. Pero en la actualidad se sabe cue en términos generz A

les,fla produccidn de 4cido glucénico a escala industrial debe



cuidar de varios aspectos que son:

- a) Seleccidh del microorganismo adecuado,

b) Su qqxxrség\facriﬁqi en perfectas condiciones,

¢) Propagacién de la semilla para su empleo
en‘el fermentador,

d) Seleccién del sustrato adecuado,

e) Fermentaciénmaeropia
f) Purificacién y concentracién del producto.

Actualmente se emplean en la produccibén industrial de es-
te 4cido, fermentadores que deben reunir ciertas caracterfsticas
como las siguientes: e§Egs recipientes deben ser suficientemente
fuertes para soportar las presiones que ejercen sobre ellos =
los grandes volﬁmengs de medio acuoso; pero al mismo tiempo, los
m;gééiaies con los cuales estén fabricados, no deben sufrir corrQ
sién por el producto de fermentacibén, ni soltar al medio, iones
metdlicos téxicos en el medio de crecimiento, Ya que la mayorfa
de los fermentadores industriales,utilizan cultivos puroé, los =
fermentadores deben estar equipados para el control o la preven-
cién de crecimiento de algin microorganismo contaminante. 51 el
crecimiento del microorganismo es aerobio, entonces el tanque dg
be estar previsto para efectuar una rdpida incorporacién de aire
estéril, de tal manera que el ox{geno de este aire se disuelva en
el medio, y sea ficilmente aprovechable por el microorganismo. Adg
més, el d1éxido de carbono resultante del metabolismo mi-w
crobianodebers ser evacuado del medio adecuadamente.

Debe haber alguna forma de agitacién, tanto para mante-

ner en suspensién al microorganismo en el medio; como para hacer
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que los nutrientes y el ox{geno en el medio, sean m&s accesibles
a cada microorganismo.

El fermentador debe tener un dispositivo antiespumante,
quimico o mecénico segin requiera el tipc de cultivo utilizado o
la economfa. Se debe contar con un control de temperatura para -
mantener una temperatura constante durantc el crecimiento del mi
croorganismo. E1 fermentador necesitari tener una salida para la
toma de muestras del cultivo para su anflisis, as{ como para la
introduccién del inéculo al inicio de la fermentacién.

Se requiere también un mecanismo para medir valores de -
pH y para efectuar ajustes, si es necesario, durante la fermenta
cién, ya sea bajéndolo con algin 4cido o subiéndolo con la adi--
cién de algin 4lcali,

Junto al fermentador debe estar el tanque semilla, que -
actualmente es un fermentador pecuefio, en el cual se desarrolle
el indculo y luego se agregucdirectamente al fermentador evitan-
do problemas de contaminacién.

Pueden reqde;irse otros recipientes para el mezclado de
los constituyentes del medio de cultivo con el aguay

Debe poderse esterilizar este medio. Debe haber también
filtros esgéciales para conectar la fuénte de aire a alta presién
¥y su entrada al fermentador en forma estéril,

Por dltimo debe haber un orificio en la parte inferior del
fermentador o algdn mecanismo que permita la sal ida total del 1f
quido de fermentacidén, ademis de una entrada accesible para que-
pueda ser limpiado correctamente entre cada fermentacidn.

Las varizbles que es necesario vigilar durante la fermen
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tacibn son:

1.- Cantidad de oxfgeno que entre y la que se disuel-
va por la agitacidn y la presién de aire. (19)

2= ngggntracién de glucosa, Hanjsido reportadas como,
éptimaslas soluciones al 203, (11, 15)

3.- Control del pH. Una alta acidez inhibe la fermen-
tacibn. La rei;éién a la cual la glucosa se convierte a 4cido -
glucénico es mis répida en presencia de Carbonato de calcio que
en presencia del 4cido libre, por lo gue se agrega al medio, car
bonato de calcio para mantener un pH alrededor de 5, que es el
dptimo reportado para la produccién del 4cido. (27)

4,- Temperatura.

Como toda fermentacién, en este caso existe una tempera-
tura Sptima que gueda comprendida segin lo reportado en la lite=-
ratura (6,7,10, 13) alrededor de 30°C,

"~ - e
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Almidén.

El almidén es una substancia de recserva de las plantas,
especialmente abundante en las semillas (cereales) y tubérculos
(papas), donde se presenta en forma de granos. La forma y el ta
mafio de los granos de almidén, es caracterfstica de la planta -
que lo contiene, lo que lo hace fécilmente identificable utili-
zando el microscopio. )

Es un polisacdrido compuesto de unidades de glucosa, uni
dos por enlaces glucos{dicos; hidrolizdndolo parcialmente, se ob
tiene maltosa como prinecipal componente, auncue la enzima malta=-
sa la convierte en 2 unidades de glucosa.

El almidén se puede separar en dos componentes: Amilosa
y Amilopectina. Estos pueden ser separados debido a cue la ami=-
losa es soluble en agua y menos viscosa en solucidn que la amilo
pectina. Si los granos de almidén se dejan hinchar en agua a 60°C
-80°C., la amilosa se disuelve y la amilopectina restante en los
granos, puede recuperarse por centrifugacidn.

Otra diferencia entre las dos fracciones es el color for
mado cuando se agrega solucidén de iodo siendo azul obscuro, para
la amilosa y rojo, violeta o café para la amilopectina.

Estas y otras diferéncias entre las 2 fracciones pueden
ser explicadas por la estructura de sus moléculas.

Aunque ambas estdn formadas por cadenas de unidades de =
glucosa, las cadenas, son lineales para la amilosa y ramificadas
para la amilopectina., En la molécula de amilopectina, las ramifi
caciones contienen un promedio de 20 a 25 moléculas de glucosa, =

cada una, asociados en cadenas largas con pesos moleculares entre
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14,000,000 a 6,000,000, Las rames estdn unidas a la cadena princi

pal con enlzces dec&l-é de la siguiente manera

o
CH2
¢ <=0
HoH \H
y v
o-——-J\O e L— 0 — Cadena principal
H ou

En contraste con la amilopectina, la amilosa contiene -
200 a 2,100 moléculas de glucosa en una cadena linecal unida en
enlaces 1,4 glucosidico, con peso molecular entre 40,000 a =
340,000, Auncue estos pesos moleculares, de ambas fracciones, -

varfan con la fuente del almiddn (25)

(|leOH C“HQOH CH’)O“
H % T O g’%—oxﬂ H/%
Cadena j\ OH H/C|‘ o™ %H H, L o 8H H -C \—O Cadena
Principal —© S - OH s Sa OH Principal

Los zranos de almidén forman una suspensién en agua fria,
pero no se disuelve’

Cuando esta suspensién de almidén es calentada a una tem
peratura caracter{stica al tipo de almidén, los granos se hinchan
de improviso. A esto se llama punto de gelatinizacibén o mas co--
rrectamente: rango de gelatinizacién, ya que los granos mayores,
comienzan a hincharse a temperaturas mds bajas gue los granos pe
quefios, por ejemplo: el ranzo es de 64° a 72°C para almidén de -
mafz, Si se continfa el calentamiento la suspensién se torna mas
transldcida y mds viscosa. E1 proceso total, se llama gelatiniza
cibn.

Lxisten en la naturaleza tres tipos de enzimas que reac-
cionan con el almiddns « amilasas, @ amilasas y fosforilasas.

A las alfa amilasas se les llama tambien M™licuificantes"
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o dextrogénicas por su accidén con el almidén, Estdn contenidas
en semillas en germinacién, También se encuentran en la saliva
y jugo pancredtico y las producen algunos hongos y bacterias. En
tre los hongos, los del género Aspergillus se distinguen, y de =

éstos, principalmente Asperzillus oryzae y Asvergillus niger son

los que dan rendigientos més altos de esta enzima, que se obtie=-
ne por medio del método del cultivo sumergido.

Entre las bacterias se puede citar a las del género Baci
llus, como productoras de esta enzima,

La amilasa, ataca los enlaces & 1, 4 glucosfdico de las
moléculas de almidén, con la formacién de dextrinas de pesos mo-
leculares bajose. Es una enzima extra celular, su accibn trae co-
mo resultado una rdpida lucuefaccién y reduccibdn de la viscosidad
del almidén; si la accidn se continda resulta una completa saca=
rificacibn, siendo el producto final maltosa. La maltasa, enzima
cue también contienen estos hongos, convierte la maltosa en glu=-
cosae La primera es una enzima amilolftica, ya cue hidroliza el
almidbh y las dextrinas en compuestos de bajo peso molecular,has
ta glucosa (19).

La @ amilasa es llamada también amilasa sacarificante -
porcue el principal producto de su aceién hidrolftica es la mal=-
tosa, esta enzima ataca tanto los enlaces « 1 = 4 como los &

1 - 6 en su aceibn hidrolftica., Se obtiene casi pura de frijol
de soya en germinacidn aunque también se encuentra en un produc
to (diastasa) extrafdo de la malta de cebada y es mezcla de

Yy P amilasas,
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US0S DEL ACIDO GLUCONTICO.

Usos farmacéuticos.

E1l 4cido glucdnico tiene amplio uso como férmaco. Las sg
les de este éqido, son muy eficientes para introducir los elemepn
tos"traza" en las dietas. E1 4cido glucénico ha sido usado para
el tratamiento de cédlculos renales por su poco poder irritante.
- _El glﬁcﬁnatgiferroso, por sus propiedades no-irritantes
es una excelente fuente de hierro en el tratamiento de anemia nu
tricional y para terapia de hierro, E1 fosfogluconato ferroso ha
sido preparado y se ha encontrado efectivo en el tratamiento de
anemia secundaria. .

El gluconato de calcio ha demostrado se;vngexéelente -
agente terapéutico para el tratamiento de enfermedades causadas
- por la deficiencia de calcio en el cuerpo humano. Tamhbién tiene
amplio uso veterinario en inyecciones para el ganado que necesi
te la urgente introduccibn de calcio (post-parto).

Esta sal ha sido §til como ingrediente en una inyeccién
intramuscular que consiste en una sal soluble de d-tubocurarina
la cual es usada en el tratamiento de nifios espédsticos.

E1l gluconato de caicio y el gluconato de magnesio se han

—_— e ———————————— e
reportado como tiles ingredientes dentffricos. Se ha visto que

el gluconato de magnesio es muy efectivo en el tratamiento de la

dismenorrea.
El gluconato de efedrina, se ha preparado y ha sido re=-
portado como menos irritante gue el sulfato de efedrina, mds co=

minmente usado. Un preservativo para sangre animal y humana usa=-



/,
- 16 =

do para transfusiones, estd hecho de dcido zlucénico y aminas -
terciarias alifiticas. El monoalil ureido del 4cido glucédnico, -

es un efectivo diurético.

Usos en alimentacidn.

La introduccién de pequefias cantidades de dcido glucéni-
co en grasas y aceites, tales como mantequilla, grasa de res, =--
aceite hidrogenado de algodén y otros aceites y grasas vegetales
y animales, trae como resultado productos més estables, los cua=
;es son menos propensos a rancidez, \

La glucono J'-lactona es un agente leudante muy efectivo
porgue su uso, causa una liberacién méds gradual de dibxido de-% T
bono gue cuando se usa 4cido tartirico o sus sales. Por lo quei-
se logra una actividad leudante, trayendo como resultado, produgc
tos de gran uniformidad. E1 uso de sales de calcio en la preven=-
cidn del oscurecimiento de los productos hechos a base de papa -
indica otro uso posible para el gluconato de calcio.

Un suplemento alimenticio para el ganado vacuno cue inclu
ye gluconato de calcio se ha encontrado efectivo en la prevencién
de diarreas o en la cura de éstas, cuando afectan al ganado.

El gluconato de calcio ha demostrado ser una fuente satis
factoria de caleio en la dieta de pollos jévenes y adultos, la -

&calidad del huevo es mejorada cuando es inclufda en la racién.

——

El Departamento de Salud Pdblica y Educacién de los Esta
dos Unidos, a través de la F.D.A. (Food and Drug Administration)
publica listas de aditivos permitidos cuyé inocuidad ha sido com
probada. En estas listas se llaman sustancias GRASS, (generally

recognized as safe) y en la seccidn de agentes neutralizantes in-
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cluye al gluconato de calcic; en la seccidn de secuestrantes tam

bién cueda inclufda esta sal. (26)

Usos industriales en zeneral,

La versatilidad de los derivados del dcido glucénico in-
dica su amplio uso en la industria en general.

_hkgrindustria textil emplea écido”glucép%co,ﬁg;ugqggﬂlgg:
tona y gluconato de amonio, en cantidad considerable como catali
;;aéres dcidos porgue no son téxicos,son estables y tienen ademés
;un bajo promedio de corrosién.

En la industria de colorantes, se usan el gluconato de =
amonio y el 4cido glucédnico para obtener el medio dcido que se -
necesita para la manufactura de estos colorantes., ' 'i_

La necesidad de un catalizador 4cido, inodoro y no téxi-
co para resinas coloidales dcidas usadas en la industria textil,
ha llevado a la amplia aceptacién de la glucono -§- lactona o al
dcido glucbdnico para este propdsito. La accidn secuestrante del
gluconato de sodio, ha sido también de interés para la industria
textil, De valor particular es la habilidad secuestrante de este
material por el fierro en medio alcalino. Esta propiedad indica
un posible uso del gluconato de sodio en la prevencién de la con
taminacién por ficrro en el proceso de mercerizado.

En el canpo de los detergentes se ha hecho considerable
el uso del 4cido glucbnico y sus derivados, particularmente por
su accidén secuestirante en medio alcalino. Se encuentra como prin
cipal inzrediente de muchos limpiadores alcalinos (particularmen

te para el lavado de botellas), cue contienen hidréxido de sodioj
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va que debido a este {ltimo, hay una tendencia a que se forme -

una pelfcula en el fondo de la botella muy dif{cil de quitar, es
pecialmente cuando se usa agua dura. Este problema ha sido con
| trolado por la adicidn de 4cido glucénico o gluconato de sodio,

en pequefias cantidades, permitiendo con esto mayor eficiencia de
\_operacidn.

El 4cido glucédnico es ampliamente empleado en la industria
lechera para prevenir la formacidn de "Milkstone"™, y como un cons
tituyente 4cido en limpiadores de latas de leche., Se han desarro
llado compuestos para el 1impiado_de metales gue contienen dcido
glucénico. Recientemente, se demostrd que este 4cido era efecti-
vo en la prevencidn de beerstone, un problema cue confrontan mu=®
chos cerveceros,

El gluccnato de sodio y la glucono- J.-lactona se utili-
zan en la industria fotogrédfica para el preparado convencional de
mezclas qufmicas, las cuales deben ser estables bajo condiciones
atmosféricas variables. Ademds, la habilidad secuestrante de los
gluconatos, es de valor en la industria fotogrifica poroue prevee
la precipitacién de hidréxidos metdlicos en bafios alcalinos de re
velado. E1 dcido glucdnico o su lactona ha sido también usado en
la preparacién de platos para impresidén litogréfica,.

El 4cido glucdnico y sus derivados, particularmente el =-
gluconato de sodio han encontrado también aplicacién en el trata
miento de aguas para evitar corrosién. Se han desarrollado opera
‘ciones de electroplateado usando dcido glueédnico.

La adicidén de gluconato de sodio a pinturas solubles en

agua para prevenir variaciones en el color, ha sido recomendada
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también, Recientemente, gluconamidas sulfonadas, resultantes de
la reaccién de las glucono § lactona con 4cidos grasos y aninas

se han propuesto como detergentes efectivos,.
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Yo,.~ Azucares reductores total=z., (I)

Para esta determinaciér. se tomaron 20 ml. del medio
problema, se filtraron en embudos de vistago corto, cuande en el
medio de cultivo se utilizd a la glucosa como fuente energética,
del filtrado se tomd un mililitro y se llevd a un matraz aforado
de 100 ml., obteniéndose asf{ una dilucidén 1:100.

Cuando se utilizé almidbn c--: sustrato energético, se -
centrifugaron 20 ml. de medio de fermentacién a una velocidad de
3500 rpm. por 30 minutos y luego se filtraron de la misma manera
descrita antes, un mililitro de este filtrado se ciluyd con agua
destilada a 100 ml. de esta dilucidn se tomaron 5 mle. ¥ Se proce
dié de igual manera que como se describe en el método I de Under
kofler (19). Esta dilucién se escogid tomando en cuenta cue el-
medio tiene 20 de glucosa y si se considera cue toda ella es de
tectable, en 5 ml, habrd un méxrimo de 10 mg. en esta dilucién, -
hubo que diluir ya cue cada mililitro del medio de fermentaciébn
tenfa 200 ng. de glucosa y el método es sensible de 1 a 11 mg. en
5 ml. de problema. Zn el caso del uso de a2lmpiddn, la dilucibn pri
mera del filtrado fue de 1 : 50 y de allf, se tomaron 5 ml. J
procedid de igual modo que para el caso anterior,

50.- Determinaciédn de gluconato de calcio. (II)
Método de Zagzrodzky (23)

pPara determinar calcio soluble comc zluconato de cal
cio, se procedid con la micma metodologfa cue se utilizd para de-
terminacién de azdcares (dil 1: 100), cuando se traté de fermen=-
taciones en las cuales se utilizd la glucosa como fuente de ener

gla para los microorganismos. En el caso de fermentaciones emplean
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do almidén (107%) se hizo una dilucidn 1:50,

Sin embargo para este método se tienme una sensibilidad de
1 a 50 mg. y por eso se tomaron con pipeta volumétrica 25 ml. =-
de la dilucién, ya cue an 25 mle hay un méximo de 50 mg., evi--

tando asf un error por la toma de una alicuota inadecuzda.
60.~ Determinacién de_dcido glucédnigco, (III) ( & )

&n este caso, las muestras se trabajaron segin lo ya
descrito anteriormente en el método (I) hasta llegar a la dilu=
cién 1: 100 (2 mg./ml), de ésta, se tomd un ml, y se 1levé a un
volumen de 5 ml. con agua destilada (O.4 mg./ml). De esta dlti-
ma dilucién se tomaron 2 ml, en donce hay 0.8 mg. como mdximo,
todo esto, debido a que la sensibilidad del método es dé 1 a -
1000 mge en 2 ml, de muestra y la curva estandar se prepard de

esa manera usanco diluciones adecuadas.

70+~ Determinacién de Peso de Micelio,

Cada matraz, después de terminada la fermentacién y-
de haberle extrafdo un volumen (20 ml) que sirve para los andli-
¢is anteriores (4, 5, 6), se esterilizé a 121°C por 20 minutos -
con el objeto de inactivar a los microorganismos.

Se filtrd todo el contenido del matraz en un embudo blich-
ner de 20 cm, de didmetro aplicdndole vacfo y haciendo 3 lavados
con agua destilada de 20 ml, cada uno al matraz y al micelio.

Con el papel filtro y sobre papel aluminio, se secd en es
tufa a 60°C durante una hora, después de lo cual se pesd en ba-
lanza analftica, restando en cada caso, el peso del papel filtro

conocido de antemano.



RESULTADOS



Azdcares reductores

totales Gluconato de Calcio Acido Glucénico
(Underkofler) () (Versenato) (%) (Espectrofotbémetro) (4)
Na.S_.0.0,05N CaCl
27273 2
mg - ml mg ml ng 4 Absorbancia
3 1.1 5 0.7 50 0,068
2 1.9 10 1.25 100 0.1%
3 247 15 .9 250 0.36
L 3.5 20 2.5 500 0.73
5 4.3 25 3.1 1000 1.47
6 5e2 30 3.8
7 6.0 35 L L Condiciones en espectrofotémetvo:
8 6.8 Lo 5ol Nivel grueso 5
9 7.6 L5 5e7 Nivel fino ~v6
10 8k 50 6.3 Diafragnma 0.05
11 9.3 Milimicras 367

TAELA No,1 CURVAS ESTANDAR DE LAS DETERMINACIONES QUIMICAS.



EXPERIMENTO log

Horas de ﬁzgggzgies Gluconato de Calcio Acido Glucénico
Cultivo pH totales
mg/ml gr/100 mg/ml gr/100 mg/ml gr/100
ACETOBACTIR SUBOXYDANS.
2L 6.0 158 79420 23.2 11.36 6.25 3.02
48 5.5 109.0 54,20 80.8 40,16 32.5 16.25
72 5.0 7%.0 37.0 119.6 59.36 47.5 237
168 35 5ol 2,70 901 Wk, 96 12.5 6.25
ASPLRGILLUS NIGER,
2k 6.0 1290 8745 1040 4,76 1.25 0.625
48 5 o3 140.0 70,0 16.4 4,96 7.5 3.75
72 5.5 96.8 43, 61.6 30.56 22.5 11.25
168 365 5.0 2.5 90.4 L4 ,96 32.5 16.25

TABLA No, 2, FERMENTACION DEL MEDIO "A" CONTENIENDO GLUCOSA AL
2054 E INOCULADO CON ACETOBACHER SUBOXYDANS Y ASPERGILLUS NIBER
RESPECTIVAMENTE,



EXPERIMINTO 20,

Azdcares
ggi%ivge pH zﬁiifzgres Gluconato de Calcio Acido Glucédnico
mg/ml gr/100 mg/ml gr/100 mg/ml gr/100
ACETOBACTER SUBOXYDANS.,
36 20.0 10,0 71.2 35.41 87.0 43,5
43 0.5 0.25 87.2 43,41 9,5 47.23
60 6.5 3.25 76 1 38.01 86.5 43.25
72 11.2 5.60 84.0 41,81 82,0 41.0
84 0.0 0.0 76 M 38.01 82.0 41.0
ASFERGILLUS NIGER.
36 118.0 59.0 32,0 15.81 8.5 4,25
%:! 109.0 545 19.6 9.61 12.5 6.25
60 67.0 335 55«2 26.41 103.5 5347
72 47.6 23.8 76 M4 38.01 34.2 17.1
8l 5.0 2.5 36.0 17.81 3h.2 17.1

TABLA 0. 3. FERMENTACION DEL MBEDIO "A"™ CONTENISNDO GLUCOSA AL
2075 & INOCULADO COI ASPERGILIUS NIGER Y ACETOBACTER SUBOXYDANS

RESPUCTIVAMENTE o



EXPLERIMENTO 30,4

Azdcares
Horas de reductores
Cultivo pH totales Gluconato de Calcio Acido Glucédnico
mg/ml  gr/100 mg/ml gr/100 mg/ml egr/100
ACETOBACTER SUDOXYDANS o
24 6,0 17%,0 87.0 24,0 11.80 gé.o 18.0
L2 6.0 135.0 67.5 119,2 59433 2.8 L1 b
.50 5¢5 119.2 39.6 135.2 67.33 107.2 33.6
6Z 5.0 83.0 1.5 97.2 48,33 81.6 0.8
7 5.0 18, 9.% 83,6 41,53 80.k 40,2
138 3s9 15.6 7.4 .8 2g.13 334 16.7
162 3.5 10.0 5,0 2 18,13 25,0 12,5
136 3¢5 14,0 7.0 31.2 15.33 15.4% 77
210 3.5 1.8 0.9 17,2 8433 12.0 6.0
218 345 0.0 0.0 17.2 8.33 4.6 2.3
ASPERGILLUS NIGER,
24 6.0 176,0 88,0 10.83 B a3l L.6 2.3
42 6.0 14,0 72,0 16.71 8.25 9.2 4,6
50 6.0 13040 65,0 20,45 10.12 11,2 5.6
6 5¢5 107,2 5346 26,77 13.28 15.6 7.8
7 549 31.8 15.9 35.23 17.51 13.6 9.3
138 59 10.0 E'O 99,43 49,61 9,0 47,0
162 540 3.0 .0 73.43 36,61 19.6 3.8
186 5.0 6.0 3.0 22,03 10.91 9.l o7
210 35 0.0 0.0 6.63 Y21 1.0 0.5
218 3.5 O+ 0,2 2.03 0.91 0.0 0.0

TABLA No, 4, FURMENTACION DEL MEDIO "A" CONTENIELDO GLUCOSA AL 20%
I IKOCULADO COI ASPLAGILLUS NIGER Y ACETORACTER SUBOXYDANS
RESPECTIVAMENIE,



) safcares EXPERIMENTO L

ggigivge pH zg%glc-ggres Gluconato de Calcilo Acido Glucédnico
mg/ml gr/100 mg/ml gr/100 mg/ml gr/100

8 6.0 155.0 77,8 4.0 1.66 540 2.5

20 6.0 131.0 65.5 20,0 9.66 30.0 15.0

32 545 121,0 60,5 35.2 17.26 42,0 21.0
1 5.0 103.6  51.8 2 22.6 39.5  19.75
56 4.5 96 48,2 113.2 56 .26 79.5 37425

70 . 3.5 47.6 23.8 103.2 51.26 70,0 35.0
78 3.5 13.0 6.5 160.0 79.66 86.5 43.25
ol 35 15.2 7.6 166 4 82,86 775 38.75
160 3.5 3.2 1.6 109.2 54,26 7745 38.75
180 3.5 3.2 1.6 106.,0 52.76 705 36425

TABLA No, 5. FERMENTACION DEL MEDIO "A" CONTENIEIDO GLUCOSA AL 209

INOCULADO COll CULTIVOS ASOCIADOS DE ASPERGILLUS NIGER

Y ACETOZACTER SUBOXYDALS .



EXPERIMENTO 504

Azdcares
gﬁiiivge pH gg%ggggres Glg:ggigo ae Acido Glucédnico Peso de Micelio
mg/ml  gr/100 mg/ml  gr/100 mz/ml  gr/100 gr/100 ml
2 6.0 32,40 16,2 38.8  19.25 1745 8.75 [ £,
48 6.0 60.0  30.0 584 29,05 © 48,7 22.35 5423
72 5.0 79.6 39.8 70.8 35425 42,5 21,25 9.11
96 5.0 10.0 80 29,2 1445 23.79  11.87 10.37
120 4,0 12,6 6.3 4,0  1.85 12.5 6.25 9.06
1l 4,0 12.6 6.3 26,10 12.85 12,25 6.25 10.71
168 3.5 2.0 1.0 16.4 8.05 8.5 4.3 19.18
192 35 2.0 1.0 4.0 1.85 10,0 5.0 11.0
216 3.5 3.0 1.5 6.8 3.25 0.0 0.0 15.30

TABLA No, 6. FERMSNTACION DEL MEDIO "A" CONTEWIEINDO ALMIDON SOLUBLE
AL 207 HIDROLISIS DE ALKIDON POR AGPHIGILLUS NIGER,



EXPERIMELTO 60,

Azdcares
ggi%ivge pH Eg%gg:grés Gluggggzg i . Acido Glucédnico Peso de Micelio
mg/ml  gr/100 mg/ml  gr/100 mg/ml  gr/100 gr/100 ml
24 5.0 7240 36.0 13.6 6.65 5.0 25 1.95
48 5.0 121.0 60.5 36.0 17.85 17,5 8.75
72 5.0 840 42,0  43.6  22.65 35.0  17.5  8.89
96 5.0 69.6 34.8 32.0 15.85 26.25 13.12 7.66
120 5.5 72.0 36.0 6.8  3.25 10.0 5.0 6.86
14 4.5 110.0 55.0 32,0 15.85 740 3.5 7.98
168 5.0  55.0 27.5 32,0 15.85 0.0 0.0 19.78
192 4,5 25.0 12.5 20,0  9.85 17.5 8.75 16.91
216 545 18.0 9.0 10,0 4.85 0.0 0.0 22.0

TABLA No, 7. FERMENTACION DEL MEDIO "B" CONTENIENDO GLUCOSA AL 5%
HIDROLISIS DE ALMIDON POR ASPERGILLUS NIGER.



EXPERIMENTO 70,

Azfcares

g:iiivge " . pH ig%giggres Gluconato de Calcio Acido Glucénico
mg/ml gr/100 mg/ml gr/100 mg/ml gr/100

9 6.5 0 0 13.6 6.8 3.5 175
45 6.0 8.0 4,2 . 3.8 4,87 2,43

96 6.0 13.0 6.5 4.0 240 20.5 10,0
105 640 20.0 10.0 16.0 8.0 101.2 21.85
125 6.0 13.0 6.5 13.6 6.8 8.5 4,25
192 6.0 0.2 0.1 36.0 18.0 0.625 0.312

210 6.0 10.0 5.0 26.0 1340 17.0 845
240 k.5 3.6 1.8 10.0 5.0 9.5 4.75

TABLA No, 8, FERMENTACION DEL MEDIO "B" CONTENIENDO ALMIDON AL 205
INOCULACION ASOCIADA DE ASPERGILLUS NIGER Y ACETOBACTER SUBOXIDANS.



EXPERIMENTO 8o,

Az(cares
ggigivge pH iiigizgres Blanco:4.0g/100 Glug:gg}:g ae Acido Glucénico feso de Micelio
mg/ml gr /100 mg/ml  gr/100 mg/ml gr/100 gr/100 ml
24 a5 30,0 15.0 | 26,0 12.8 18  Of 4,297
48 5.5 550 27.5 58,0  28.8 15.0 7.5 50148
72 55 8.0 4.0 112,k 56 .0 88.5 Wi,25 9.95
96 5.5 1.0 6.5 74,0 36,8 34,75 17.37 11.365
1l 6.5 2.4 1.2 22,0  10.8 34+.0 17.0 23.47
192 70 0.0 0,0 26,0 0.8 21.0 10.5 32,02
216 6.5 0.0 0.0 2.0 0.8 1.25 0.625 35.26
240 6.5 2.k . 0.0 0.0 1.0 0.5 26,97

TABLA No., 9, FERMENTACION DEL MEDIO "C" CONTENIENDO ALMIDON SOLUBLE,
INOCULACION ASOCIADA DE ASPERGILLUS NIGER Y ACETOBACTER SUBOXYDANS,



EXPERIMENTO 90,

Az(lcares
ggi:ivge ~pH iﬁ%giggres Blanco: 25g/100 Gluggggtg ae Acido Glucénico Peso de Micelio
mg/ml gr/100 mg/ml  gr/100 mg/ml gr/100 gr/100 ml
24 59 208,0 104%.0 47,2 23.5 39.0 19.5 6.73
48 4.5 L2k 21.2 86.0 42,9 7745 38.75 7.43
72 o5 50.0 25.0 732 36.5 28,25 14,125 11.23
96 4.8 1.0 045 106.0 53.9 40.0 20,0 12.23
144 5l 0.6 0.3 ¥.0 21.9 25.0 12,5 14,84
192 5.5 0.0 0.0 12.0 5+9 0.5 0.25 16.87
216 549 0.0 0.0 8.8 4.3 0.0 0.0 25.78
240 bed 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 26.97

TABLA No, 10. FERMENTACION DEL ME&DIO "C" CONTENIENDO 1 ML. DE HC1.
INOCULACION ASOCIADA DE ASPERGILLUS NIGER Y ACETOBACTER SUBOXYDANS,



EXPERIMENTO 100,

Azdcares
ggi%ivge pH ig%g;ggres Blanco:1,.%g/100 Glugggiig @ Acido Glucénico Peso de Micelio
mg/ml gr/100 mg/ml  gr/100 mg/ml  gr/100 gr/100 ml
2k 5.5 5746 28.8 5k .8 2740 6.25  3.13 15.1%
48 a5 98,0 49,0 54,8 27.0 6.5 3.38 15,148
72 k.5 68.0 34,0 61.6' 30.4 6.25 313 16.273
9 545 57.6 28.8 71,2 35.2 0.05 0.0 19.51
168 549 10.0 5.0 87.6 43 .4 8.75 3.63 21.68
192 Sl 0.0 0.0 26,0 12.6 575 2.63 2k, 58k
200 545 0.0 0.0 26.0 12.6 0.0 0.0 25.30
216 5«9 0.0 0.0 164 748 0.0 0.0 27.49
240 549 0.0 0.0 164 7.8 0.0 0.0 28.55

TABLA No, 11, FERMENTACION DEL MEDIO "D",
INOCULACION ASOCIADA DE ASPERGILLUS NIGER Y ACETOBACTER SUBOXYDANS,



EXPERIMENTO 1lo0,

Horas de ﬁ:gﬁﬁiiies Gluconato de
Cultivo pH totales Blanco:78g/100 Calcio Acido Glucdnico Peso de Micelio
mg/ml gr/100 mg/ml gr/100 mg/ml gr/100 gr/100 ml
24 5.0 52,4 26.2 78.0 38.6 23.75 8.75 13.8%
48 5.0 72.0 36,0 87,2 43,2 27.5  10.63 16,071
72 5.0 60,0 30.0 96 .8 48,0 27.5  10.63 18.323
96 5.0 47,6 23.8 96.8 48.0 14,0 3.88 19.045
168 53 18,0 9.0 103.2 51.2  124.3 59.13 20.332
192 4.5 6.0 3,0 61.6 30.4 20,0 6.88 25483
200 5.0 042 0.1 ' 38.8 19.0 0.0 0.0 27.90
216 4.5 042 0.1 26.0 12.6 0.0 0.0 32,38
240 55 0.0 0.0 26,0 12.6 0.0 0.0 33.26

TABLA No, 12, FLRMENTACION DLEL MEDIO "E",
INOCULACION AGOCIADA DE ASPLRGILLUS NIGER Y ACETOBACTER SUBOXYDANS.
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MATERIAL Y METODOS.

I.- MATERIAL UTILIZADO,

Cristalerfa en zeneral (matraces erlenmeyer,

embudos, tubos, vasos de precipitados, probetas, etc.

Tubos Pyrex de 25 x 100 mm., (20)

Matraces de 250 ml.bafleados (18)

Autoclave marca Marsh Instrument Co. (160°-1-5Kg/cﬁ
Potenciémetro marca Beckmann. (1 - 1% pH)

Agitador rotatoriq‘marca Leland (24 matraces)l60rpm
Centrifuga marca Wifug (0 =3500 rpm)

Bomba de Vacio marca H.0. Velman.

Estufa Robertshaw (0° - 300%)

Espectrofotémetro )marca Hitashi-Elmer Coleman 631
UV-Vis (190-1000 mK)

II,- MATERIAL BIOLOGICO, N

Las cepas utilizadas/bn este trabajo fueron:
Acetobacter suboxydans ATCC. 621 H

Aspergillus niger., Cepa proporcionada por el

Laboratorio de Microbiologfa de la Facultad

de Qufmica de la UJN.A.M,

III.- MEDIOS DE CULTIVO,

El medio de Conservacién que se usd tanto pa

ra el hongo como para la bacteria,tiene la composicién cufmica -

siguiente:

Glucosa 3 g.

Mg SOy, 7H,0  0.01 g.
2

KH,PO, 0.2 g.

Extracto de Levadura 0.5 g.



Peptona 0.2 g.
CaCO3 0.6 g
Agar 245 go ¥
Azua Cbp 100 ml.
pH 5 -6

Se funde en matraces de 250 ml, a 5 1lbs. 10 minutos. Se
vacfa a tubos, en cantidad de 10 ml, y se esterilizan a 15 lbs.
de presién durante 15 minutos.mLos tubos se incuban en estufa a
28°C. por 24 hs. para el control de su esterilidad.

El medio cue se usé como semilla, (3) tiene la misma com

posicidn quimica cue el anterior con las siguientes modificacio=
nes:

No contiene agar y por lo tanto no es necesario findir en
autoclave, sino solamente calentar hasta disolucidn para luego -
vaciar a matraces los gue son esterilizados.

El carbonato de Calcio debe esterilizarse aparte en tubos
que contienen 0.5 g. de la sal en 20 ml. de agua, incorporéndose
al medio proporcionalmente cuando se hace la inoculacidn ya sea
con el Aspergillus o con Acetobacter.

Medio de Fermentacién (4)

Las cantidades para el medio de fermentacién son:

Glucosa 200 g.
Agua de cocimiento
de maiz, 37 mi.
Mg sok.7H20 0,165 g.
KH PO Oe .
2 4 198 ¢
Urea 0.105 g.
CaCo

3 30.0 g. (Esterilizado aparte)



- PP -

Octadecanol, 10.0 ge.
Agua 1000 ml,

Se ajusta el pH a + 6.0

Se vacfan 100 ml. en matraces bafleados de 250 ml, con
tapones de algodén segin Solomons (18) y se esterilizan a 121°C
durante 20 minutos. Se dejan 24% hs, a 28°C para control de este-
rilidad, antes de proceder a su inoculacién. Este medio fue uti=-
lizado en los primeros experimentos, al probar a la glucosa como
material oxidable,

Otro medio de fermentacién (B) fues

Almidén 200 gr,
Azua de cocimiento
de maiz. 37 ml,
MgS0 7H_ 0 0.165 g.
g q+ 7H2 5
KH PO 0,198 g.
2 4 e
(NHH)ZSOL* 0.50 g.
CaCO3 3040 go (esterilizado aparte)
0 ot p
(NHh)zHP ) 0,422 ¢
Octadecanol 10 z.
Agua 1000 ml.

Se ajusta el pH a + 6.0

Se distribuye en matraces bafleados de 250 ml, poniendo
100 ml. en cada uno con tapones segin Solomons (18) y se esteri=-
liza a 121°C por 20 minutos, se dejan en estufz a 28°C durante -
24 hs, para control de esterilidad antes de irocularlos con la =

S emj:ila .



Otro medio de fermentacidn (C) fue:

Almiddn 100 gr.
Agua de cocimiento de
maiz. 37 ml.
1 0 0.16 .
NgSo, 7H0 .165 g
(NHy,) 250, 0,50 gr.
CaCO3 30,0 g. (esterilizado aparte)
I3 HPO 0422 go
G, o 50 5
Octadecanol 10 g.
Agua ‘ 1000 ml.

Se ajusta el pH a + 6.0

Tambidn se distribuye en matraces bafleados de 250 ml, -
colocando 100 ml, en cada uno, se esteriliza a 121°¢ por 20 minu
tos y se deja en estufa a 28% para control de esterilidad por lo
menos 24 horas.

Zste medio de fermeﬁtacién (C) tuvo dos modificaciones en
la parte final del trabajo las cuales son:

Contiene en un caso los mismos reactivos en iguales canti
dades, pnero estd adicionado de 0.5 ml. de 4cido clorhfdrico con-
centrado en cada matraz, medio que se llamé D, y el segundo caso
o medio de fermentacién E también tiene iguales cantidades del -
medio C, pero estd adiciona&o de 0.7 ml., de dcido clorhfdrico --

concentrado para cada matraz conteniendo 100 ml. de medio de fer

mentacidn.
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IV.~ DETERMINACIONES QUINMICAS.

1.~ "DETERMINACIONES DE AZUCARSS REDUCTORES
TOTALES",

UNDERKOFLER (19)
Reactivos:
- P o
I.- Sol. cue contiene KI al 12,5% y K2C20h. 320 al 25%
- ° S . To
II,- Sol., de H2 01+ 745 N
III.,- Sol. estandar de Na28203 al 0,05 N,

IV.- Indicador de almidén cue contiene almidén soluble al
1% en una solucién saturada de NaCl.

Ve= Reactivo de Underkofler.

Cu 50. 5 B0 37.5 g/1

Sal de Rochelle

NaK chﬁhcs.h HQOQ‘ 125.0 g

Na2 CO3 (anhidro) 53.0 g

KT 1.0 g

Na, SOH (anhidro) 50 ge

KIO3 345665 (exactamente)

Solucién acuosa de NaOH aproximadamente saturada pa=-
ra ajustar el pH-a 9.

Reactivo de Underkofler

Preparacién:

El carbonato de sodio y la sal de la Rochelle se disuel=-
ven en 300 ml. de H,0 destilada despuds de lo cual el sulfato de
cobre disuelég’en 500 ml. de agua, es agregado con agitacidén con
tinua de tal manera cue no se desprenda biéxido de carbono, E1l =
uso de un embudo con la salida bajo la superficie es muy dtil -

(Solucidn carbonato=-tartrato).
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Se agrega el Yoduro de potasio y el tiosulfato de sodio
agitando hasta que se disuelva, se lleva el volumen a 960 ml.con
320 destilada,

Se afiade la solucién de NaOH lentamente con agitacién, -
hasta gue el pH alcance el valor de 9.43.

El pH se determina en un potencibmetro con electrodos de
vidrio a 25°C. Las muestras usadas para tomar el pH siempre se rg
gresan a la solucidén madre,

Esta solucién se calienta a ebullicidén y es hervida suave
mente por 10 minutos en un recipiente cerrado. Se enfrfa a 20°C.

El iodato de potasio pesado exactamente se agrega, se di
suelve completamente y el volumen se afora a un litro en matraz
volumétrico,

El reactivo recientemente preparado siempre contiene ma-
teria suspendida, por lo tanto la solucidén se deja en un frasco
Pyrex por lo menos una semana. Si se deja en recipientes hechos
de cristal blando el &xido cuproso se formari continuamente como
un depdsito alterando la mezcla,

Despuds que la materia suspendida se precipita, la solu-
cidn clara se filtra o se sifonea v se guarda en botella Pyrex.

Asi se evita en lo miximo la autorreduccidn.

Procedimiento,

Sensibilidad: 1 a 10 mg. en 5 ml. de muestra Problema.
Exactamente 5 ml., de reactivo de Underkofler se vacfan a
un tubo Pyrex de 25 x 100 mm. Se agregan 5 ml, de muestra proble

ma y se mezcla azitando., Se coloca un. tapén de hule con un capi-
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lar y se pone a bafio Marfa por treinta minutos.

Se enfrfan a 30°C. en bafio frfo, Se afiade 2 ml, de la so
lucién de Ioduro oxalato de Potasio, se agita para mezclar. Se -
pone un ml., de acido sulfdrico 7.5 N (II) con el tubo inclinado
muy lentamente para que no haya desprendimiento ripido de C02.

Se dejan en reposo para que todo el éxido cuproso se di
suelva y la solucién esté clara. 7

El exceso de I, se titula con la solucibn de tiosulfato
de sodio 0.05 N, usando indicador de almidén cerca del punto fi
nal,

Se corre un blanco usando 5 ml. de agua como muestra ==
prueba.

La cantidad de miligramos de azfcar por 5 ml. de solucidn

se obtiene de una curva estandar preparada de antemano.
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II.- DETERMINACION DE CALCIO SOLUBLE POR EL
METODO DEL VERSENATO (14, 22)

Sensibilidad: 1 a 50 mg.
Alicuota: 25 ml. en 50 ml, de solucién.
Reactivos:
1l.- Solucién amortiguadora
Cloruro de amonio 67+5 ge

Solucidn concentrada de
amonidco 570 g.

Se afora un litro con agua destilada.
2,= Solucién de Verseno:
Sal disédica del 4cido etilen-diaminotetra-acético 3.7g
Cloruro de Magnesio hexahidratado 0.1 ge
Llevar a 1 litro con agua destilada.
3e= Indicador

Eriecromo negro T = 0.5 g. se diluyen en 100 ml. de
etanol o dietil amina.

4.~ Titulante.

Solucién patrén de calcio que corresponde 1 miligra
" mo por mililitro.

Carbonato de calcio anhidro. 1.785 g.
Como precaucidén se seca el carbonato de calcio a
100°C por 2 horas y se disuelve con 75 ml. de 4cido Clorhfdrico =

dilufdo al 5% y se completa a 1 1. con H, O destilada.

2
Procedimiento:

A los 50 ml, del medio problema, se le agrega 1 ml. de sg
lucibn amortiguadora (1) después se afiade un exceso(20 ml) de la
sal disédica del EDTA, se pone el indicador (5 gotas) y se titula



el exceso de calcio con la solucidn estandar de calcio (4)

Una precaucién gue debe tomarse en cuenta al utilizar es
te método es que el indicador ya disuelto, dura muy poco fiempo,
es inestable, dando un vire poco claro, de azul a morado,en lugar
de azul a rojo como es originalmente, por lo tanto, debe preparar
se poca cantidad de este reactivo y guardarlo una semana, como =

miximo, para evitar este problema.
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III.- METODO PARA CUANTIFICACION DE GLUCONATO DE
CALCIO OBTENIDO POR MEDIO DE FERMENTACDN, (%)

Reactivos,

a) Solucidén estandar de gluconato de calcio en agua a
la concentracién de 1 g/ml, Mediante diluciones ade
cuadas, se obtienen las concentraciones de 50, 100,
250, 500 microgramos/ml.

b) Solucién de Cloruro férrico hexahidratado al 0.2% -
en agua destilada, (se prepara para cada determina=-
cidn)

Procedimiento.

En una probeta se ponen 2 ml, de solucién éstandar
de las diferentes concentraciones, se les agregan 4 ml., de agua
destilada y 2 ml. de solucién de cloruro férrico. Cada lectura -
de la muestra problema debe ser hecha contra un blanco preparado
al mismo tiempo, porque el desarrollo del color del cloruro férri
co en solucidm, aumenta continuamente haciendo las lecturas errd
neas cuando se enplea solo un blanco,

Después de que el autor confirmé cromatogrificamente, du
rante la fermentacién, la ausencia de;sustancias que podrfan in-
terferir con el cloruro férrico, propuso este método para la de-
terminacién del 4cido glucénico, de su lactona y de su sal de cal
cio, produéidos por fermentacién, utilizdndolos adecuadamente di
lufdos. En esta determinacién es necesario restar de la densidad
dptica del 4cido glucdnico, la densidad éptica relativa del color

propio del 1fquido de fermentacién. Para esto, de cada medio fer=-
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mentado se toman 2 ml, y se les agrega 6 ml., de agua y se lee en

el espectro-fotémetro a 367 milimicras, con limpara de Tungsteno,
ajustando el aparato con agua destilada. Esta densidad 6ptipa es

debida al color propio de la solucibh. Es de valor minimo y para

cada dilucién problema, debe ser restada del valor de la densidad
8ptica cue se obtenga.

Cuando se prepard la curva estandar, se observ$ cierta va
riacidn en los resultados por el continuo cambio de color del reac
tivo en las muestras, por lo que se decidid controlar el tiempo a
partir de la preparacidn del reactivo.

Con objeto de no preparar los numerosos blancos indicados
en el método, se hicieron pruebas con diluciones conocidas de 4ci
do glucénico pero en agua destilada, 1levando a cabo el método,
con tiempo controlado se vié cue si se lefa en el espectrofotdme
tro, entre 10 a 15 minutos después de preparado el reactivo, no
habfa prdcticamente variacién en las lecturas, por lo tanto el =
método se modificd en la siguiente manera:

Se disolvid el cloruro férrico, (después de haberlo pesa
do en Balanza Analftica) en 100 ml. de agua destilada, transcurri
dos 5 minutos, se agregaron 2 ml, de este reactivo a cada muestra,
(tres problemas y un blanco). Se esper§ hasta llegar a los 10 mi
nutos de preparado el reactivo y se procedid a hacer las lectu=-
ras dentro de los préximos 5 minutos sigvientes (tiempo total 15
minutos)

Para un segundo conjunto de anflicis (tres muestras pro-
blema y un blanco) se repitieron Intezros los pasos anteriores.,

(S DS

De esa manera se hicieron tocos los andlisis correspon=-
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dientes al Zcido glucédnico,
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O0DOS DE_TRABAJO

lo.- Conservacidn de las cepas.

Después de algunos ensayos, se determiné usar el mis
mo medio de conservacién, tanto'para el hongo como para la bacte
ria, una vez preparado, se distribuyé en tubos de 15 x 150 mm. se
esterilizaron 15 minutos a 121°C, se inclinaron y dejaron en la
estufa por lo menos 24 hs. como prueba de esterilidad, después -

de lo cual, estaban listos para sembrarse. E1 Aspergillus niger

se resembr$ cada mes por lo menos y el Acetobacter suboxydans, -

cada 10 dfas para conservarse en buenas condiciones. A las 24 hs,
en el caso del Acetobacter se observd una fluorescencia caracte=-
ri{stica en la superficie de crecimiento, y en los cultivos de 2
semanas en adelante se pudo observar la formacién de cristales
(2). En el Aspergillus se observb en los cultivos de bastante -
tiempo la formacién de esporas, que al final le dieron un color

completamente negro.

20,- Preparacién de Semilla,

El medio de semilla se preparé en tubos de 15 x 200
conteniendo 15 ml, de este medio. Se esterilizaron a 121°C por -
15 minutos. Estos tubos se inocularon respectivamente con el cul

tivo de Acetobacter suboxydans y Aspergillus niger, se pusieron

en la estufa a temperatura de 30°C. durante 2% horas. ELl conteni
do de estos tubos se vacid a matraces bafleados oue llevaban 150ml.
de medio de semilla, ademds se adiciond una suspensidn de 0.5 g.
de carbonato de calcio en 10 ml. de agua estérile. (10). Los ma=

traces se colocaron en la agitadora rotatoria por 48 horas, lo-
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logrédndose con ello un buen crecimiento de cada microorganismoe.
30.- Fermentacidn.

El medio de fermentacién (4, B, C o D) se colocd en
matraces bafleados de 250 ml. de capacidad, en cantidad de 100 ml,
en cada uno de ellos. Se esterilizd en autoclave a 121% por 15
ﬁinutos vy se dejb en estufa a 28°C. durante 2% horas para hacer
la prueba de esterilidad y proceder a inocular.
Cada matraz conteniendo el medio de fermentacién estéril,
se inoculd con 5 ml. del medio de semilla, en el caso de Asgerg{

1lus niger y con 10 ml. del medio de semilla, cuando se traté del

medio con Acetobacter. j;giﬁi&ﬁﬁﬁg*,

El carbonato de calcio se prepard haciendo una suspensién
acuosa al 307 y se esterilizé por separado a 1217, por 20 minu=-
tos. De esta suspensién se tomaron 10 ml. para inocular los matra
ces conteniendo el medio de fermentacidn. Estos matraces se agita
ron a una velocidad de 160 rpm. durante el tiempo que fue necesa=
rio, sacdndose un matraz cada 24 horas o en menor tiempo segin el
caso y se procedid a su andlisis,

Los diferentes experimentos efectuados fueron los siguien
tes:

lo.- En el primer experimento se prepard el medio de fer
mentacidn A y en condiciones de esterilidad se inocularon ocho -

matraces con semilla de Aspergillus niger y a otros ocho matraces

se les inoculd semilla de Acetobacter suboxydans, se incubaron a

28°%C., en agitacién a 160 rpm. v se fueron sacando de la fermenta

cibn por pares, cada 24 hs. durante tres dfas, los cuatro dfas si

guientes, no fue posible hacer este muestreo, sacidndose los dlti
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mos cuatro matraces el séptimo dfa de fermentacidn.

20.- Con el objeto de obtener mds detalles de esta fer-
mentacién durante el lapso cue no se abarcé en la primera, la =
segunda corrida, se dirigib a los cuatro dfas faltantes, siguien
do el mismo procedimiento de la primera, utilizando el mismo me-

dio e indculos por separado de Acetobacter suboxydans y de Asper

gillus niger muestredndose en la misma forma a partir del tercer
dfa de fermentacién, hasta el séptimo.

30.~ Z1 tercer experimento consistid en redondear los da
tos de los dos casos anteriores, utilizindose dieciocho matraces,
procediéndose de igual manera con respecto al medio de fermenta-

cibn A y a las semillas de Acetobacter suboxydans y Aspergillus

niger, pero sacdndose matraces desde el primer dfa hasta el 9o.
dfa cada 24 horas, para tener una idea general sobre el comporta
miento de ambos microorganismos en esas condiciones de fermenta-
cibn.

bo,- Para el cuarto experimento y tratandc de obtener -
una accibn sinérgica en la obtencién del 4cido glucédnico con el
uso combinado de los dos microorganismos, se prepard medio de -

fggmegEacién A y semillas tanto de Acetobacter suboxydans como -

de Aspergillus niger, inoculdndose los dos microorganismos jun-

tos a veinte matraces, los que se pusieron en agitacién a 28°C v
%E_EEEESE_??FanG por pares cada 24 hs, para efectuar su andlisis
durante un lapso de 10 dfas,

50.- El sijuiente experimento disefiado con el propésito

de estudiar el comportamiento del Asvergillus niger al desarro=-

llarse en un medio conteniendo almidén y para cuantificar la hi
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drélisis que producirfa en este sustrato, consistié en preparar
18 matraces con el medio de fermentacién B, se inocularon en -

condiciones estériles con semilla de Aspergillus niger y se in-

cubaron con agitacién; sacdndose cada 24 hs. matraces por pares
por un lapso de nueve dfas para analizar las muestras, de acuer
do a los métodos ya indicados (I, II, III).

60.~- El experimento anterior fue la base para realizar =-
otro parecido, consistente en usar el mismo medio de fermentacidn
B adicionado de glucosa al 5% repartido en 18 matraces cue se =
inocularon con semillas de Aspergillus niger, se incubarm a 28%
con agitacién de 160 rpm. y se analizaron también cada 24 hs, =
por espacio de nueve dfas, sigriendo los métodos (I, II, III).

70.= Con los datos anteriores se proyectd este experimen
to en el gue utilizando el medio de almidén B, se tratd de estu-
diar el efecto producido por la accibén de los microorganismos al
fermentar juntos este medio. Los matraces se inocularon el pri-

mer dfa con semilla de Asvergillus niger, se incubaron en agita

c¢idn y al tercer dfa se les adiciond la semilla de Acetobacter -
suboxydans; este orden de inoculacién tuvo como objetivo el de =
gue el hongo hidrolizara el -almidén para cue la bacteria pudiera
utilizar estos azdcares del medio hidrolizado. Los matraces se =
analizaron cada 24 hs. por un lapso de diez dfas. Durante este =
experimento se observé interferencia en los andlisis, debido al
almidén residual gelatinizado. Auncue es de hacerse notar cue en
esta fermentacibn se utilizé almidén comin y corriente,

80.~ Debido a lo anterior, en esta fermentacién utiliza=-
nos el mismo almidén para la preparacién del medio de fermenta-

cién C, (almidén soluble Fluka Stirke Ioslich purum), inoculan-



do los matraces con semilla de Aspergillus sp. el primer dfa, in
cubando en agitacién y al tercer dfa se inoculd también con semi
lla de Acetobacter sp, se incub$ en agitacién y se hizo el and-
lisis de los matraces cada 24 horas por un lapso de diez dfas.

90.=- La siguiente fermentacién fué semejante a la ante-
rior, se utilizé el medio C adicionado de un mililitro de &cido
clorihfdrico concentrado Q.P., por matraz, pero usanio almidén -
comin y corriente, el dcido clorhfdrico provocé una hidrélisis
de este almidén y rompimiento del gel aue se forma con ésto lo-
gramos obtener una mejor agitacién y aeracidn del medio, ademés
de evitar la interferencia del almidén al llevar a cabo las de-
terminaciones analfticas.

100.~ Se utilizd el medio de fermentacidn D, adicionado =
de almidén comin y corriente y para provocar su hidrélisis, se -
adicioné 0,5 ml. de clorhfdrico concentrado a cada matraz. E1 me
dio de cultivo se inocula desde el primer dfa con la semilla de
Aspergillus sp. y después de tres dfas de incubacién con la se=
milla de Acetobacter sp. Los matraces se incubaron en agitacidn
y cada 2% hs. se tomaron muestras para su andlisis, llevandolos
a cabo durante un perfodo de 10 dfas,

llo.- En esta ltima fermentacidn se utilizd el medio de

-

fermentacién E el cual se inoculd primero con semilla de Aspergi
llus nizer, se incubd a 28°C. agitindose y al tercer dfa se inocu
16 con la semilla de Acetobacter sp. continudndose la incubacién
y agitacidn durante diez dias, cada 24 hs, se sacaron matraces =

por pares para proceder a su andlisis. (I, II, III),
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GRAFICA No 1
CURVA ESTANDAR DE GLUCOSA PARA LA DETERMINACION

DE AZUCARES REDUCTORES TOTALES.
(Método de Underkofler I). TABLA Nol’
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DE ACIDO GLUCONICO. (Mé&todos II, III ), TABLA No 1.
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FIGURA 1

PRODUCCION DE GLUCONATO DE CALCIO, ACIDO GLUCONICO,
Y CONSUMO DE AZUCARES POR Aspergillusniger Y Acetobacter
suboxidans AL SER INOCULADOS P%R SEPKR—,&D?S EN EL MEDIO
DE FERMENTACION A (Glucosa al 209)). EXPERIMENTO 3.
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FIGURA 2
CULTIVO SIMULTANEO DE Aspergillus niger y Acetobacter
suboxidans EN EL, MEDIO DE FERMENTACION "A"

EXPERIMENTO 4.
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PRODUCCION DE GLUCONATO DE CALCIO, ACIDO GLUCONICO,
MICELIO Y CONSUMO DE AZUCARES REDUCTORES EN EL MEDIO
DE FERMENTACION "B™ (almidén soluble al 20%).

HIDROLISIS DEL, ALMIDON POR Aspergillus niger .

EXPERIMENTO 3.
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FIGURA 4
PRODUCCION DE GLUCONATO DE CALCIO, ACIDO GLUCONICO,
MICELIO Y CONSUMO DE AZUCARES EN EL MEDIO DE FERMEN
TACION B (Glucosa al 5%).

HIDROLISIS DEL ALMIDON POR Aspergillus niger.
EXPERIMENTO 6



% ‘ %

100 100
50 50
horas horas
120 192 72 120 240
(a) (b)
4 AZUCARES
100
50

/\/\ horas

120 240
(c)

FIGURA 5

PRODUCCION DE GLUCONATO DE CALCIO, ACIDO GLUCONICO
Y CONSUMO DE AZUCARES EN EL MEDIO DE FERMENTACION
"B" (almidén al 20%). INOCULACION ASOCIADA DE Aspergillus

niger Y Acetobacter suboxidans. EXPERIMENTO 7.
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FIGURA 6

(d)

PRODUCCION DE GLUCONATO DE CALCIO, ACIDO GLUCONICO,
MICELIO Y CONSUMO DE AZUCARES EN EL MEDIO DE FERMEN
TACION "C" (conteniendo almidén soluble). INOCULACION -
ASOCIADA DE Aspergillus niger Y Acetobacter suboxidans.

EXPERIMENTO 8.
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FIGURA 7

PRODUCCION DE GLUCONATO DE CALCIO, ACIDO GLUCONICO,
MICELIO Y CONSUMO DE AZUCARES EN EL MEDIO DE FERMEN
TACION C (conteniendo 1 mlde HCI). INOCULACION ASOCIADA™
DE Aspergillus niger Y Acetobacter suboxidans

EXPERIMENTO 9.
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FIGURA 8

PRODUCCION DE GLUCONATO. DE CALCIO, ACIDO GLUCONICO,
MICELIO Y CONSUMO DE AZUCARES EN EL. MEDIO DE FERMEN
TACION D (0.5 ml de HCl) . INOCULACION ASOCIADA DE -
Aspergillus niger Y Acetobacter suboxidans . EXPERIMENTO 10.
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PRODUCCION DE GLUCONATO DE CALCIO, ACIDO GLUCONICO,
MICELIO Y CONSUMO DE AZUCARES EN EL MEDIO DE FERMEN
TACION E . INOCULACION ASOCIADA DE Aspergillus niger Y
Ac;tobacter suboxidans. EXPERIMENTO 11.




DISCUSION



DISCUSION

Las gréficas 1, 2 y 3 representan las curvas estandar -
preparadas para las determinaciones qufmicas efectuadas en este
trabajoe.

En la primera o de azcares reductores totales utilizan
do el Método de Underkofler, se usaron cantidades conocidas de -
glucosa, contra mililitros de tiosulfato de sodio 0.05 N. prepa=
rado para cada determinacién y esto mismo se hizo en todas las -
determinaciones posteriores,

Debido a gque la grifica No. 1 da una equivalencia de mi
lilitros de Tiosulfato de sodio a miligramos de glucosa en una =
dilucibn, esta gréfica permitié que todas las determinaciones de
las muestras problema, pudieran relacionarse, mediante una multi
plicacidn y un razonamiento proporcional posterior para la obten

cibn de los gramos de glucosa por ciento.

La muestra problema tomada después de diluir es de 0.05ml.

como se indica en la seccibn “a, de método de trabajo, cantidad-
gue al ser lefda en-la grdfica y multiplicarse por 20 nos da mi-
ligramos de glucosa por mililitros de medio, dato que nos sirve
para calcular la cantidad de gramos por ciento en las tablas.

En la segunda gréfica, se utilizaron miligranos de glu-~
conato de calcio puro contra la solucién de Calecio como clururo
de calcio preparada como indica el método II,

La tercera grafica como en la tabla I se indica, repre-
senta un promedio de las varias determinaciones gue se prepara-

ron, al estandarizar el método nfémero III,
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Debido a que este método es muy sensible se realizaron
diferentes determinaciones para encontrar las condiciones cue se
citan en la tabla No. 1.

Gréfica 2,

Para hacer uso de esta grdfica, se debié tomar er cuenta
que el andlisis de gluconato de calcio se hizo en 0,25 mle. de me
dio, por lo que hay cue multiplicar por cuatro para tener la can
tidad de calcio por mililitro y con este dato hacer los célculos
siguientes, para obtener los gramos de gluconato en por ciento.

Si llamamos Z a los miligramos por mililitro que ce tie

nen de esta multiplicacién tenemos que:

Z _mg Ademds se necesitaba saber cufntos miligramos -
hay en 100 m?%ilitros de medio por lo tanto se multiplicé por -
100 a Z y se tuvo: 100 Z:; éstos son los miligramos de glucona=-
to de calcio producidos en 100 mililitros de medio de cultivo,
como se va a trabajar con gremos se dividid entre mil lo que cue
da 100 Z2 , simplificando se tiene 0,1 Z este es un factor cons
tantéogge sirvié para pasar miligrahos por mililitro a gramos =

por cien mililitros. Asf{ se tiene el razonamiento siguiente:

20 gr. glucosa ¢ 0« (Z) gre
100 gr. glucosa : X
X - 100 X 0,1 x2
20

X representa los gramos de gluconato de calcio produci-
dos por cien gramos de glucosa como los factores son constantes
lo anterior se reduce a:

X% =052
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Ya obtenidos estos datos se restaban de la cantidad total
de gluconato de calcio producida,un O.4% como lo indica el método
IT (14) para que los resultados sean verdaderos y poderlos as{ =
transcribir a las tablas de resultadose.

Este razonamiento fué seguido de manera similar para los
cdlculos de dcido glucénico auncue tomando en cuenta cue la dilu
cidn usada fué mayor en estas determinaciones. Como la cantidad
final cue se tomd para la determinacién rué de: 0.00% ml, para -
obtener los miligramos por mililitro de 4cido glucdnico produci-
dos en el medio de fermentacién se debe multiplicar por 250 y con
ellos razonar como se hizo para la determinacién de gluconato de

calcio.
Figura 1,

En este tercer experimento puede observarse ocue la bacte
ria trabajé mejor al producir una cantidad mayor de 4cido glucédni
co y en menor tiempo cue ¢l hongo, como puede verse en la grafi-
ca (a) y(b)e

La grifica C de esta ficura va de acuerdo con lo dicho =
anteriormente, la bacteria al oxidar la glucosa mds répidamente,
consume los az@cares mds rdpido ocue el hongo.

Con respecfo a los métodos puede decirse cue se observan
mejores resultados en el método de determinacién de gluconato de
calcio cue en el de 4cido glucbdnico, sin embargo se usaron los -

dos métodos en el control del 4cido glucdnico.

Figura 2,

En esta cuarta fermentacidn donde se asociaron los micre
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organismos en un medio de glucosa al 20% puede observarse que se
elevd sensiblemente la produccién de 4cido glucébnico, es decir =
que se observé sinergismo, ademds de un aceleramiento en la pro-
duccibn de este 4cido, tomando en cuenta el comportamiento de As
pergillus picer que emplea dos dfas m4s para lograr su méxima -
produccibn.

El consumo de azlcares, por lo anterior, es mds rdpido
que cuando cada microorganismo trabaja individualmente.

También se observa que el método cue dib rendimientos mis

altos fue el del gluconato de calcio,

Eigyra 3,

En esta quinta fermentacibn se estudib el comportamiento
del Aspergillus niger al utilizar como sustrato al almidén solu-
ble.

Se observa que en el cuarto dfa (Gréfica C) alcanza el =
mayor consumo de azicares por el desdoblamiento del almidén.

La produccién ce dcido glucbnico fue bzja, lo cue se pue
de observar en los dos métodos de cuantificacién (A y B). Nueva=-
mente se vib que la determinacibn por el métoco del Versenato did
resultados mas altos. A partir de este experimento. se determind -
la cantidad de micelio producido por el hongo con el objeto de -
saber si ademds de usar la energfa en producir glucénico, la usa
ba en producir micelio, esto se hizo para cue en estudios poste-
riores se busgue la manera de disminuir el crecimiento de micelio
y de aumentar el del éci&b glucdnico, °

Este experimento fué la base para las manipulaciones pgs

teriores con respecto al tiempo de indculo cuando se tratd de =--



los dos microorganisros, ya que la produccién de azdcares reducto
res totales en el medio de fermentacién inducida por el hongo ty
vo su mdximo valor a las setenta y dos horas de inoculado éste -
(Gréifica C).

Firura 4,

La sexta fermentacidn, se basé en los resultados obteni
dos en la cuinta, por lo cual se introdujo, ademis del almidén
una pequefia cantidad de glucosa (57), con el objeto de ver si se
mejoraba la produccién del dcido glucdnico, al tener el microor=
ganismo una fuente de energfa mis rdpida que utilizar, sin tener
primero cue hidrolizar el almidén para la obtencibn de esta ener
gia, esto trajo como resultado oue el microorgaismo atacara pri-
mero el azfcar disponible hasta casi consumirlo hasta entonces =
empez8 a hidrolizar el almidén cue cuedd como Gnica fuente de --
energfa, (Gridfica C).

En las grificas de produccién de 4cido glucdnico se ob-
serva rue no hubo mejora en la cantidad producida, permaneciendo
ésta por debzjo de la produccién anterior, mientras cue la grifi
ca de produceién de micelio presentd varias curvaturas, observin
dose que al final de la fermentacién el microorganismo produjo -
mas micelio, cue en la fermentacibén anterior., O sea en este caso
el microorganismo se dedicd a reproducirse y dejé en segundo lu=-
gar la produccién de dcido glucdnico.

Figura

Duranté esta séptima fermentacidn con la introduccién de
almiddn comin v corriente al medio de cultivo y la inoculacién =

de este medio con los dos microorganismos, se tuvo un problema de
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interferencia en las determinaciones cufmicas ya que al comenzar
a preparar el medio, después de esterilizar, éste presentd proble
mas de gelatinizacidén, lo cue impidié el poder transferirlo de -
la solucién original a los matraces individuales, procediéndose
por lo tanto a pesar la cantidad de almidén necesaria para cada
matraz ya efectuada la fermentacién. Al tomar las muestras se no
té que el almidén en agua produce un color opnalescentesl cual au
mentd el color desarrollado por la reaccidn entre el 4cido zlucé
nico y el cloruro férrico mismo cue se utiliza en su determinacién
en el espectrofotbémetro, lo que trajo como consecuencia un blanco
elevado para la mayorfa de las muestras problema., En el caso de-
las grdficas, los puntos méximos llevan corregido este blanco,ne
ro los demds puntos no, pues cuedaban del lado negative de la =--

grifica, por lo que di como resultado gréficas no apegadas

o]
[
[oh)

realidac.

La »nroduccidn de decido glucdnico sesidn los datos de las
grificas no coincide en sus puntos mdximos poroue mientras el -
gluconato de calcio tiene su mdxima produccién a las 192 hores
el 4cido glucdnico que deberfa coincidir con é1 la tiene a las -

72 horas.

El Acetobacter suboxydans se inoculd a las 72 horas de -

iniciada la fermentacibn, basdndose en los resultados de los ex-
perimentos 50. y 60., tiempo donde la mayor liberacidn de azdca=-
res tiene lugar, para permitirle a la bacteria una fuente de ener

gfa segura,

Figura 6,

Durante la fermentacién ndmero 8 (Gréfica C), puede obser
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varse aque a las 48 horas de liberacién de azdcares alcanza su md
xima concentracidn, mientras que la proquccién de Acido glucédni-
co se encuentra a las 72 horas, 1o que significa cue el almidén
hidrolizado, estf siendo oridado inmediatamente a 4cido glucéni-
co,

En estz fermentaciédn se utilizé almidén soluble, lo que
trajo como consecuencia andlisis sin interferencia. Bn la siguiep
te fermentacidn se utilizé 21lmidén corriente al 103 y se adicio-
né 4cido clorhfdrico para hidrolizar el almidén y evitar la gela
tinizacién.

Auncue no se lograron resultados tan altos de 4cido glu
cénico como cuando se empleb almidén soluble al 20j3, el uso de =
este sustrato debe preferirse al del almidén soluble, debido al
poco costo,

Fizura 7.

En esta novena fermentacién el efecto hidrolftico sobre
el almiddén por la adiciédn del 4cido clorhfdrico concentradc se =
noté por la cantidad de azlcares ocue estd aumentada en forma no-
table., (Grdfica C).

Respecto a la produccidn de 4cido glucdnico y gluconato
de calcio se observd aue no hay coincidencia con respecto a los
méximos, ya que mientras el gluconato de calcio se sintetizé en
mayor cantidad a las 96 hs., el 4cido gluecbnico lo hizo en un -
méximo de 48 hs. En cuanto al micelio, el hongo lo produjo en =
gran cantidad y al terminar la fermentacién aun siguié producién
dolo, como en todas las fermentaciones donde desde el principio

hubo glucosa fécilmente utilizable por los microorganismos.,
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Figura 8,

En la fermentacidén 10 (Gréfica B) cue representa produc
cibn de 4cido glucédnico puede observarse oue hubo interferencia
o muy poca produccién por el método del 4cido, esto ¥ltimo quedd
descartado al compararse con el método del versenato cue dib re-
sultados aceptables (Grifica A).

Esta fermentacién al ser comparada con la siguiente tie
ne pocas diferencias, en lo cue se refiere a higrdlisis del almi
dén, pero sin embargo se nota que hay mayor produccidn de 4cido
glucbdnico, debido cuizé a cue hay en el medio de cultivo mayor
concentracién de glucosa por la hidrélisis lograda con una cane

tidad mayor de 4cido clorhfdrico. (Grificas A y B de la figuraz 9).
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q}§gﬁ§g,édido glucénico utilizando las cepas de Aspergillus niger
y Acetobacter suboxydans se alcanzb, ya que s{ hubo produceidn de
este 4cido,

La metodologfa utilizada para la cuantificacién tanto de
azdcares como de 4cido glucdnico es aceptable, aungue comparativg
mente es mejor el método cue dosifica al 4cido glucédnico como glu
conato de calcio y esto se comprobd con lo encontrado en la lite=
ratura acerca de gque es de los métodos m&s aceptables. (23, 24).

Se encontré que hubo incremento en la produccibn de dci
do glucénico al asociar los 2 microorganismos y acortamiento en
el tiempo cldsico gue dura el proceso cuando se utiliza glucosa
en el medio de fermentacidn; esto indica la posibilidad de-mejo=
rar los métodos actuales de produccibn industrial a partir de la
glucosa, por métodos microbioldgicos, .

Los resultados cue se obtuvieron al emplear en el medio
de fermentacién almidén al 207 en primer luzar y posteriormente-
al 10%, permiten afirmar cue es necesario afinar las condiciones
de trabajo en cuanto a mejorar las cepas y probar con ellas va=-
rios tipds de almiddn para obtener buenos rendimientos de 4cido
glucénico, con un bajo costo en su produccidn.

Puede deg};ggmque el trgbajar con dos microorgaismos pa
ra lograr un mismo producto metabbélico microbiano, se puede intqg
tar, siempre y éuando se vigilen con m4s atencidn las condiciones

de temperatura, pH y aereacién, cue en este caso estuvieron limi
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tadas a las condiciones de laboratorio en que se trabajé, ademés
dgpe utilizarse un medio de cultivo barato y gue no presente pro
blemas de gelatinizacidn como el almidén.

El empleo de concentraciones m4s bajas de almidén (107)
usadas como alternativa al problema presentado con las concentra
ciones de 2 07, permitié obtener buenos rendimientos de Acido =
glucbénico, abriéndose conello un nuevo camino para estudios pos
teriores, pero teniendo en cuenta la hidrélisis parcial del almi
dén inducida por el tratamiento con &cido clorhfdrico para que -
el medio de cultivo presentara caracteristicas f{sicas aceptables,

El ranco de pH de nuestras fermentaciones fué muy gran-
dey ya aue variaron de 3,5 a 6.0 fenémeno aue hay cue controlar
durante la fermentacién, asf mismo es necesario vigilar la tem-

peratura y la agitacién en estudios posteriores de esta biosin-

tesise
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Se estudiaron en primer lugar las caracterfsticas de 1la

fermentacién de Aspergillus niger y Acetobacter suboxydans para

obtencidn de 4cido glucénico, bgjo condiciones de laboratorio y
segn lo reportado en la literatura.

Se inocularon los dos microorganismos en un medio de =
cultivo adecuado de glucosa y se logrd obtener una accidén Sinér
gica con ellos, en la produccibén de este 4cido.

Se probaron diferentes medios de cultivo a base de al=-
midén con el objetivo posterior, de utilizar el m4s adecuado.

Se usé un medio de cultivo con almidén al 207 y al ver
que no era accesible para los microorganismos por las interferen
clas presentadas, se probé a una concentracién mis baja (107).

Posteriormente, para usar almidén barato, ya cue prime=-
ro se trabajé con almidén soluble de alto precio, se procedié a
inducir hidrélisis parcial de este almidén corriente con diferen
tes cantidades de HCl.

Se incubaron los dos microorganismos en estos diferentes
medios de cultivo parcial o totalmente hidrolizados y se obtuvie=-
ron los resultados reportados en el trabajo. Basindose en ellos,
deberd continuarse este estudio, ya cue el trabajo indica cue s{
es posible la produccidén de 4cido glucdnico utilizando almidén -
como fuente de materia prima y por lo menos dos microsrganismos

S

adecuados cue trabajen complementariamente,
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