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INTRODUCC IOU. 

Uno de los mayores problemas que se presenta en nuestro 

país, para el avance acelerado de su tecnolo~ía, · y que en los .!iJ. 
timos al1os se ha hecho m~s notorio, ha sido la falta de materias 

primas pnra la industria de transformaci6n. 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 ácido gluc6nico en forma de su sal de calcio (gluconato), 

ácido que actual.mente se importa al país y que tiene amplio uso 

en varias industrias como la farmacéutica, de alimentos, textil 

y otras. 

Otro de los objetivos es emplear en esta fermentaci6n 

coi~.o !:latería prima más barata el almid6n, en sus ti tuci6n de la 

clásicame:1te utilizada glucosa 

La metodología usada consisti6 en una fermentaci6n por ¡;/ 

..t~~~ivo sumergido y a nivel de laboratorio empleando como in6cu­

lo, una mezcla de dos microorganismos, uno de ellos es el hongo 

Aspergillus niger mur utilizado en la producci6n de ácido gluc6-

nico y además por su poder de hidr611sis sobre el almid6~1 el otro, 

una bacteria (Acetobacter subox.;rdans), con alto poder oxidante y 

específico para la formaci6n de este ácido; con el prop6sito de 
L 

obtener en primer lugar la hidr6lisis del almidón a glucosa y en 

segundo con la acci6n combinada de los dos microorganismos, ac,2r 

tar el tiempo ciásico que dura el proceso de obtenci6n del ácido 

gluc6nico. 
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Gfil.!ERALIDADES. 

El ácido gluc6nico es un polvo blanco, inodoro, crista­

lino, con un peso molecular de 196.16, un punto de fusi6n de 

13lºC. y una rotación especifica de [ <><]'~ -6.7. (24) 

Es muy soluble en agua, poco soluble en alcohol e inso­

luble en la r:ia;;•oJ.•:!a de otros sol-,entes orgánicos. En soluci6n 

acuosa, existe un equilibrio entre el ácido glucónico y sus dos 

lactonas, garnna y delta, variando su composici6n, según la con­

centración de la soluci6n y la tenperatura. 

Es el primer producto de oxidaci6n de la glucosa y por -

ello es un ácido ald6nico, una de las formas comerciales más run­

pliarnente usadas es como su sal de calcio (gluconató de calcio)(l2) 
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Métodos de Producci6n.- Este ácido puede obtenerse por: 

A: M~todos Químicos. 

A1 .- Oxidaci6n de glucosa en medio alcalino con hipobro-

mitos. 

_. e 
6 

H
12 

o 
7 

+ 2H Br. 

glucosa BroI!lo Ac.Gluc6nico Ac.Bromhídrico 

A2• -- Oxidaci6n~le~trolítica de soluciones alcalinas d.,e 

glucosa, usando un ánodo insoluble en presencia de un yoduro so­

luble en agua (9). 

B: Métodos Biol6dcos, 

Estos métodos consisten en la fermentac i6n de soluciones -------

/ . 

nutritivas conteniendo glu~sa , por medio ~e al~unos hone~s y ba_s 

terias. 
I 

L~~ducci6n de ~ste ácido por microorganismos fue obs~I 

vada por primera vez por Boutrox en 1878 pero lo confundi6 con -

ácido láctico, y Molliard en 1922 lo reporta como otro producto 

de las fermentaciones cítri.ca y _oxálica. 

~ 192~ Bernhaver descubre una cepa de As?ergillus niger 

que produce casi exclusivamente ácido gluc6nico en presencia de 

carbonato de calcio (10). 

Y as! se empiezan a conocer las constantes más adecuadas 

para esta _fermen~. 

Otro proceso biol6gico utiliza ba~i~p!'ra la ferme.n 

taci6n de glucosa, específicamente las del género Acetobacter, 

tales como: Acetobacter o;eydan.s, Acetobacter suboxydans, ~­

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

suboxydans y Aspergillus niger. 

AcetobaQ:te.1:.....§..~boxYdans: Bacteria cu a ~!ª§:l.!icaci..6n_puede ---verse en el Cuadro l. Su nombre proviene del latín: Acetum o vi-

nagre, y bacter es decir: forma masculina ?: bactrun:~ bast6n. 

Suboxydans significa parcialmente oxidante. 

La morfología de esta bacteria consiste de bastones co~ 
- - -- ----~-~---

tos, solos o en cadenas. Inm6viles. Grara negativos. Forr.i.nn en m~ 

~ios líquidos una película muy delgada y difícilmente visible. 

Las colonias en agar nutritivo son muy pequeñas, ci:culares y li 

geramente amarillas. 

Producen ácido de etanol, propanol, glucos~ glicerol y_ 

sorbitol. Su temperatura 6ptima de crecimiento es de 30°c. 

Su característica distintiva es la O'Áidaci6n parcial de 

sustratos, con la subsecuente formaci6n de cristales de ácido 5 
cetogluc6ni~o so~re superficies de medios de cultivo o_ue_ conten 

gan glucosa y carbonato de calcio. 

Origen: Fueron ~~slados de -~~rve~~ en descomposici6n. 

Habitat: Cerveza, t~bi~n se encuentran en_J'r~~as ácidas 

!_Vina~r~ 
Asnergillus niger: Su posici6n taxon6mica se puede ver en 

el Cuadro 2 y co~o se dijo anteriormente, existen cepas que pre-
- -

sentan una capacidad muy-e-spe~~al para producir altos rendimien-

tos de !cido gluc6nic~G, 7, 10 - ------_ Esto_ es debido _a la p~ese:icia, ~ste _hongo de una enzj 

ma, una deshidrogenasa, que~ pens6 _E_:_imer~er~ un~ oxidasa,J.J.a 



GLASIFICACIOH TAXONONICA DE ACETOBACTER SUBOXYDANS 

(Bergey•s Manual of Determinative Bacteriology) 

DIVISION CLASE ORDEN SUB ORDEN FAMILIA GENERO ESPECIE 

Protophyta 

Schizophycaceae f Rhod.obacteriineae 

Schizomycetes {Pseudorn.onadales { J. 
LPseudo~onadineae Pseudomonadaceaey-cetobacter suboxydans 

Microtatobiotes 

CUADRO 1 

\ 



DI VIS ION 

Thallophyt 

Algas 

Liquenes 

Hongos 
(Fungi) 

.!:.9.fil.Q .. ION TAXOl!QlirCA DE ASPERG!LLUS NIGER (24) 

(Segdn Alexopoulos c. J. 1962) 

SUBDIVISION 

Mixomycetes 

Eumycetes 

CLASE ORDEN FAMILIA GENERO ESPECIE 

Basidiomycetes Ascosphaeracea 

A•c-cetes { Eurotial•i Eurotiaceae 1 Aspergillus {!iiger 

Penicil lus 
Deuteromycetes Gymnoascaceae 

CUADRO 2. \. 
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mada "glucosa oxidasa", que cataliza la reacci6n siguiente: 

Glucosa+ o
2 

+ H
2
o ~ Acido Gluc6nico + H

2
o

2 
Ahora se sabe que la glucosa oxidasa o mas bien esta d~s 

hidrogenasa, tiene wi grupo prost~tico que es eletal.izador es 

pecífico para la oxidaci6n de la @ -D glucopiranosa. ~os_produc­

tos de la reacción aerobica son ~ d gluconolactona y per6xido_-
- - -
de hidr6geno. La lactona se hidroliza r~p1damente dando el ácido 

el cual, puede, en-...p~esencia de carbonato de calcio convertirse ![". 
~ 

engluconato( (15). / 
' __,,-

Estas reacciones se s.intetizan de la siguiente man~ra: 
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e ti e =0 
OH' OH_ C / 

~ OH 

FADH + O ~ FAD 
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HCOH 
HOC H 

HCOH 
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+ H o ~H20H 
2 2 

+ FADH 
2 

Adenin Dinucleotido. 

H~todos de Producci6n. 

Los m~todos de producción microbiol6gica de ácido glucó­

nico, utilizados a escala industrial, han sido los siguientes: 

lo.- Un m~todo hacía uso de bacterias en fermentaciones 

aerobias con suficiente caritidad de oxígeno y a concentraciones 

de ~lucosa variando desde 15 hasta 45%, encontrándose su valor -

6;)"timo en 25:; . El mosto se adicionaba de sales minerales yde l a -

i:i nct.:::ria y se incubaba a temperaturas de 15 hasta 35ºc. Por un -



- 8 -

:iempo hasta ~_8 d~as ,_ ~reEdimientos que s~ _1'_epo_rtaban eran 

muy altos, hasta de 98% (19). 

20.- Otro m6todo de superficie, utilizaba hongos genera]:. 

mente Aspergillus niger QUe se inoculaba en recipientes de muy -
=r:----

poco fondo, con gran superficie, en donde pod!a crecer el micelio 
-

y provistos de tapas para evitar contaminac~ones, esto permitía 

que el hongo actuara 

tritiva es~~ri~ que conten!a glucosa, la cual se convertí? en ácj. 

do gluc6nico dejándose actuar por el tiem~o necesario, durante el 

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

3o.- El m~todo del cultivo sumergido, es el más utiliza­

d~~alment~ debido~ª- que la formaci6n del ácid-~gluc6~ 

intracelular, la soluciAn-nutr~t~-lQs prod~ctos de su oxida-------~· -- ---
ci6n deben penetrar y salir del micelio del h~o~n~~~º~~~->=d:i~f~u~s:i~6~n, 

l .'.::__ agitaci6n del sustrato favorecerá esta reacci6n presentando -

con ello ún mayor rendimientoj y previniendo con el uso de carho 
----------~-- ·-· - -
nato de Calcio una acumulaci6n del ácido libre con la subsecuen-
-------- --te inhibici6n de la actividad de la enzima, y as! se podrá tratar · - / ..______ 
un mayor volumen de soluci6n y por lo tanto de glucosa, y además 

esta agitaci6n provee una efecti·va incorporaci6n de oxígeno, l? 

que permite satisfacer la demanda del microorganismo que es _se, 

robioe ) 

Para este m~todo se diseñaron a escala de laboratorio, dj. 

ferentes aparatos entre los que destac6 el del Tambor rotatorio 

(1935) en un intento por optimizar las condiciones de esta fer­

mentaci6n. Pero en la actualidad se sabe que en términos gener_s 

les,' la producci6n de ácido gluc6nico a escala industrial debe 
l,_. 
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, 

cuidar de varios aspectos _que_ son: 
--·----- I 

a) Seleccion del microorganismo adecuado, 

b) Su conservaci6n en perfectas condiciones 

e) Propagaci6n de la semilla para su emp~o~ 

en el fermentador, 

d) Selecci6n del sustrato adecuado, 

e) Fe.rmentaci6n aerobia ------ -
f) Purificaci6n y concentraci6n del producto. 

Actualmente se emplean en la producci6n industrial de es­

te ácido, fermentadores que deben reunir ciertas características 

como las siguientes: e~ecip_~ntes ªeben ser suficie~teme~te 

fuertes para soportar las presiones que ejercen sobre ellos -

los grandes volúmenes d~ medio acuoso; pero al mismo tiempo_, los 

materiales con los cu~es están fabricados, no deben sufrir corr.,S? 

sión por el producto de fermentaci6n n1 soltar~al medio,_ ione.s. 

metálicos t6xicos en el medio de crecimiento. Ya que la mayoría 

de los fermentadores industriale~utilizan cultivos puros, los -

fermentadores deben estar equipados para el control o la preven­

ción de crecimiento de algún microorganismo contaminante. Si el 

creciciento del microorganismo es aerobio, entonces el tanque d~ 

be estar previsto para efectuar una rápida incorporaci6n de aire 

est~ril, de tal manera que el oxígeno de este aire se disuelva en 

el medio, y sea fácilmente aprovechable por el microorganismo. Ad.! 

más, _ · el di6xido de carbono resultante del metabolismo mi­

crobiano deberá ser evacuado del medio adecuaQ.amente. 

Debe haber alguna forma de agitaci6n, tanto para mante­

ner en suspensi6n al microorganismo -en el medio; como para hacer 
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que los nutrientes y el oxigeno en el medio, sean m!s accesibles 

a cada microorganismo. 

El fermentador debe tener un dispositivo antiespumante, 

qu!mico o mecánico según requiera el tipo de cultivo utilizado o 

la economía. Se debe contar con un control de temperatura para -

mantener una temperatura constante durante el crecimiento del mJ. 

croorganismo. El fermentador necesitará tener una salida para la 

toma de muestras del cultivo para su análisis, así como para la 

introd.ucci6n del in6culo al inicio de la fermentaci6n. 

Se requiere también un mecanismo para medir valores de -

pH y para efectuar ajustes, si es necesario, durante la ferment~ 

_ci6n, ya sea bajándolo con algÚn ácido o subiéndolo , con la adi-­

ci6n de algún álcalip 

Junto al fermentador debe estar el tanque semilla, que -

actualmente es un fermentador pequeño, en el cual se desarrolle 

el in6culo y luego se agre guedirecta~ente al fermentador evitan­--do problemas de contaminaci6n. 

Pueden reque~irse otros recipientes para el mezclado de 

los constituyentes del medio de cultivo con el agua~ 

Debe poderse esterilizar este medio. Debe haber también 

filtros especiales para conectar la fuente de aire a alta presi6n 

y su entrada al fermentador en forma estéril. 

Por liltimo debe haber un orificio en la parte inferior del 

fermentador o algdn mecanismo que permita la sal ida total del l.! 

quido de fermentaci6n, además de una entrada accesible pa:a QUe­

pueda ser limpiado correctamente entre cada fermentaci6n. 

Las variables que es necesario vigilar durante ~rmen - - - -
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taci6n son: 

1.- Cantidad de oxígeno oue entre yJ.a_que se disuel-- ---
va por la agitaci6n y la presi6n de aire. (19) 

2.- C~tr<:i-ci6n de ~sa. HanLsido reportad~ s _como¡ 

~ptimaslas soluciones al 2?:i• , (11, 15) 

3.- Control del pH. Una alta acidez inhibe la_ fe ;:gi~n-
'-- - - ·--

taci6n. La _re~aci6n a la cual la glucosa se convierte a á:ido -

gluc6nico es más rápida en presencia de Carbonato de calcio que 

en presencia del ácido libre, por lo que se agrega al medio, c.sr 

bonato de calcio para mantener un pH alrededor de 5, que es el 

6ptimo reportado para la producci6n del ácido. (27) 

4.- Temperatura. 

Como toda fermentaci6n, en este caso existe una tempe~a­

tura 6ptima que queda comprendida según lo reportado en la lite­

r:turae , 13) a~ededor d~ ~· . 

' · 
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Almid6n. 

El almid6n es una substancia de reserva de las plantas, 

especialmente abundante en las semillas (cereales) y tub~rculos 

(papas), donde se presenta en forma de granos. La forma Y el t_s 

mafio de los granos de almid6n, es característica de la planta -

que lo contiene, lo que lo hace fácilmente identificable util1-

zando el microscopio. 

Es un polisacárido compuesto de unidades de glucosa, qni 
' 

dos por enlaces glucosÍdicos; hidrolizándolo parcialmente, se o2 

tiene maltosa como principal componente, aunque la enzima malta­

sa la convierte en 2 unidades de glucosa. 

El allllid6n se puede separar en dos componentes: Amilosa 

y Amilopectina. Estos pueden ser separados deb~do a que la ami­

losa es soluble en agua y menos viscosa en soluci6n que la ami1o 

pectina. Si los granos de almid6n se dejan hinchar en agua a 6o0c 

-8o0c., la amilosa se disuelve y la amilopectina restante en los 

granos, puede recuperarse por centrifugaci6n. 

Otra diferencia entre las dos fracciones es el color for 

mado cuando se agrega soluci6n de iodo siendo azul obscuro, para 

la amilosa y rojo, violeta o café para la amilopectina. 

Estas y otras diferencias entre las 2 fracciones pueden 

ser explicadas por la estructura de sus mol~culas. 

Aunque ambas están formadas por cadenas de unidades de -

glucosa, las cadenas, son lineales para la amilosa y ramificadas 

para la a.milopectina. En la molécula de amilopectina, las rami.fi 

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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4,ooo.ooo a 6,000.000. Las ramas están unidas a la cadena princl 

pal con enlaces de o<.1-6 de la siguiente manera 
' o 
CH2 e-O 

H/H 'H 
e e 

_ o _J '~H- ( / L o - Cadena principal 
H OH 

En contraste con la amilopectina, la amilosa contiene -

200 a 2,100 moléculas de glucosa en una cadena lineal unida en 

enlaces 1,4 glucosidico, con peso molecular éntre 4o,ooo a -

34o,ooo. Aun~ue estos pesos moleculares, de ambas fracciones, -

varían con la fuente del almid6n (25) 
~!-ii OH ~H2 01-1 CfH20ll 

e- ~ e-o 
H/H o,H H/H - o,~ g/f.I .... ~ 

Cadena e~ OH H / ~ j .... <tH - H / Lo __J ' gH_ ~ / L o - Cadena 
Princ1pal-O_j · ~ - gil -0 H gH H OH Principal 

Los 0ranos de almid6n forman una suspensi6n en agua fría, 

pero no se disuelve~ 

Cuando esta suspensi6n de almid6n es calentada a una te.m 

peratura característica al tipo de almid6n, los granos se hinchan 

de improviso. A esto se llama punto de gelatinizaci6n o mas co-­

rrecta.'Ilente: rango de gelatinizaci6n, ya que los granos mayores, 

comienzan a hincharse a tenperaturas más bajas que los granos ,:Qe 

queños, por ejenplo: el rango es de 64° a 72ºc para almid6n de -

maíz. Si se continúa el calentél!iliento la suspensi6n se torna mas 

translúcida y más viscosa. El proceso total, se llama gelatini~a 

ci6n. 

Existen en la naturaleza tres tipos de enzimas que reac­

cionan con el almidón! o<. an:ilasas, ~ a.milasas y fosforilasas. 

A las alfa amilasas se les llama ta.rabien "licuificantes 11 
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o dextrogénicas por su acción con el almid6n. Están contenidas ·· 

en semillas en germinaci6n. También se encuentran en la saliva 

y jugo pancreático y l as producen algunos hongos y bacterias. ];n 

tre los hongos, los del género Aspergillus se distinguen, y de -

éstos, principal.mente Asoer ~illus or;¡zae:.f Aspereillus niger son 

los que dan rend~entos más altos de esta enzima, que se obtie­

ne por medio de l método del cultivo su.~ergido. 

Entre las bacte ~ias se puede citar a las del género Bacj. 

llus, como productoras de esta enzima. 

La amilasa, ataca los enlaces oe. 1, l+ glucosídioo de las 

moléculas de almid6n, ::on la formación de dextrinas de pesos mo­

leculares bajos. Es una e~zima extra celular, su acción t r ae co­

mo resultado una rápida lucuefacci6n y reducci6n de la viscosidad 

del almid6n; si la acción se continúa resulta Wla completa saca­

rificaci6n, siendo el producto final maltosa. La maltasa, enzima 

que también contienen estos hongos, convierte la maltosa en glu­

cosa. La ~rimera es Wla enzima arnilolítica, ya nue hidroliza el 

almid6h y las dextrinas en compuestos de bajo peso molecular,ha~ 

t a 61Uco~a (19). 

La ~ amilasa es llamada también amilasa sacarificante -

porQue el principal producto de su acción hidrolítica es la mal­

tosa, esta enzima ataca tanto los enlaces « 1 - l+ como los o<. 

1 - 6 en su acci6n hidrol!tica. Se obtiene casi pura de frijol 

de soya en germinaci6n aunque también se encuentra en un produ~ 

to (diastasa) extraído de la malta .de cebada y es mezcla de 

y ~ amilas as • 
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USOS DEL ACIDO GLUCONICO. 

Usos farmacéuticos. 

El ácido gluc6nico tiene amplio uso como fármaco. Las ss 
-- - - ---- -

les de este ácido1 son muy -~ficientes para ·introdl1cir los eleme.n 

tos11 traza11 en las dietas. E~ ácido_gluc6nico ha sido__Rs,ac!!? p~ 

el tratarr,iento de cálculos- renales por su poco poder irritante. 

El gluconato ferroso, por sus propiedades no-lrri~antes 

es una excelente fuente de~erro en _e 1:_~~t8!11iento de anemia ng 

~-ricional y para terapia de hierro. El fosfogluconato ferroso ha 

sido preparado y se ha encontrado efectivo en el tratamiento de 

anemia secundaria. 

El gluconato ~ cª1,~i__o ha demostrado~er un excelente -

agente terapéutico para el tratamiento de enfermedades ca~sadas 

orla deficiencia de calc~~ en el ~uerpo humano. Tamb1.én tiene 

amplio uso veterinario en inyecci ones para el ganado que necesj. 

te la urgente introducci6n de calcio (pos t-parto). 

Esta sal ha sido Útil como ingrediente en una inyecci6n 

intramuscular que consiste en una sal soluble de d-tubocurarina 

la cual es usada en el tratami ento de niños espásticos. 

El gluconato de calcio y el gluconato de magnesio se han 

reportado como Útiles ingredientes dentífricos. 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 que el sulfato deefedrina , más co-

múnmente usado. Un preservativo para sangre animal y humana usa-
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do para transfusiones, está hecho de ácido gluc6nico y aminas -

terciarias alifáticas. El monoalil ureido del ácido gluc6nico, -

es un efectivo diurético. 

Usos en alimentac16n, 

La 1ntroducc16n de pequeñas cantidades de ácido gluc6ni­

co en grasas y aceites, tales como mantequilla, grasa de res, -­

aceite hidrogenado de algod.6n y otros aceites y grasas vegetales 

y animales, trae como resultado productos más estables, los cua­

les son menos propensos a rancidez. 

La glucono d -lactona es un agente leudante muy efectivo 

porque su uso, causa una liberac16n más gradual de di6xido de ca.r 

bono que cuando se usa ácido tartárico o sus sales. Por lo que -

se logra una actividad leudante, trayendo como resultado, prcxlus 

tos de gran uniformidad. El uso de sales de calcio en la preven­

ci6n 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 que incl_g 

ye gluconato de calcio se ha encontrado efectivo en la prevenci6n 

de diarreas o en la cura de éstas, cuando afectan al ganado. 

,,,- El gluconato de calcio ha demostrado ser una fuente sati~ 

~ fact~ria de calcio en la dieta de pollos j6venes y adultos, la -

' 0::lidad del huevo es mejorada cuando es inclu!da en la raci6n. 

El Departamento de Salud Pública y Educación de los Es~a 

dos Unidos, a través de la F.D .A. (Focxl and Drug Administration) 

publica listas de aditivos permitidos cuya inocuidad ha sido com 

probada. En estas listas se llaman sustancias GR.A.SS, (generally 

recognized as safe) y en la secci6n de agentes neutralizantes in-
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cluye al gluconato de calcio; en la secci6n de secuestrantes t.,íilll 

bién Queda incluída esta sal. (26) 

Usos industriales en general, 

La versatilidad de los derivados del ácido gluc6nico in-

dica su amplio uso en la industria en general. 

~-D:_dustria textil ~p_lea ácido gluc6nico glucono lac­

tona y gluconato de amonio, en cantidad considerable como catali 

zadores ácidos porQue no son t6xicos,son~table~~tienen además 
¿· 

un bajo promedio de corrosi6n. 

En la industria de colorantes, se usan el gluconato de -

amonio y el ácido gluc6nico para obtener el medio ácido que se -

necesita para la manufactura de estos colorantes. 

La necesidad de un catalizador ácido, inodoro y no t6xi­

co para resinas coloidales ácidas usadas en la industria textil, 

ha llevado a la amplia aceptaci6n de la glucono -J- lactona o al 

ácido gluc6nico para este prop6sito. La acci6n 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 Eluconato de sodio en la prevenci6n de la C.Qil 

taminaci6n por fierro en el proceso de mercerizad~. 

En el ca::ipo de los detergentes se ha hecho considerable 

el uso del ácido gluc6nico y sus derivados, particularmente por 

su acci6n secues t rante en medio alcalino. Se encuentra como prj.n 

cipal ingrediente de muchos limpiadores alcalinos (particularme.n 

te para el lavado de botellas), ~ue contienen hidr6xido de sodio; 
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ya que debido a este áltimo, hay una tendencia a que se forme -

una película en el fondo de la botella muy difícil de quitar, ~s 

~ pecialmente cuando se usa agua dura. Este problema ha sido con 

} trolado por la adición de ácido gluc6nico o gluconato de sodio, 

{ en pequeñas cantidades, permitiendo con esto mayor efictencia de 

\__ operaci6n. 

El ácido gluc6nico es ampliamente empleado en la industria 

lechera para prevenir la formación de 11Milkstone", y como un con.§ 

tituyente ácido en limpiadores de latas de leche. Se han desari:o 

llado compuestos para el limpiado de metales que contienen ácido · 

gluc6nico. Recientemente, se demostró que este ácido era efecti­

vo en la prevención de beerstone, un problema ~ue confrontan mu-

chos cerveceros. 

El gluconato de sodio y la glucono- cf -lactona se utili­

zan en la industria fotográfica para el preparado convencional de 

mezclas químicas, l as cuales deben ser estables bajo condiciones 

atmosféricas variables. Además, la habilidad secuestrante de los 

gluconatos, es de valor en la industria fotográfica porque prevee 

la precipitación de hidróxidos metálicos en baños alcalinos de r~ 

velado. El ácido gluc6nico o su lactona ha sido también usado en 

la preparaci6n de platos para impresión litográfica. 

El ácido glucónico y sus derivados, particularmente el -

gluconato de sodio han encontrado tambi~n aplicación en el tra!a 

miento de aguas para evitar corrosi6n. Se han desarrollado opei:a 

· cion~s de electr.oplateado usando ácido gluc6nico. 

La adición de gluconato de sodio a pinturas solubles en 

agua para prevenir variaciones en el color, ha sido recomendada 
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tambí~n. Recientemente, gluconamidas suJ.:t:onadas, resultantes de 

la Feacci6n de las gluconó ~ lactona con ácidos grasos y aminas 

se han propuesto corno detergentes efectivos. 
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4o.- Azúcares reductores totales . (I) 

Para esta deteroinaci6r. se too~ron 20 ml. del medio 

problema, se filtraron en emoudos de vástago corto, cuando en el 

medio de cultivo se utiliz6 a la glucosa como i'uente energética, 

del filtrado se tomó un mililitro y se llev6 a un matraz aforado 

de 100 ml., obteniéndose así una dilución 1:100. 

Cuando se utilizó alnidón c:-:~ ::. sustrato energético, se -

centrifugaron 20 ml . de medio de fer~entación a una velocidad de 

3500 rpm. por 30 minutos y luego se filtr:lron de la rüsr~a manera 

descrita antes, 1u1 mililitro de este filtrado se cdluyó con agua 

destilada a 100 nl. de esta dilución se tomaron 5 ml . y se proc~ 

dió de igual manera que como se describe en el método I de Unde~ 

kofler (19). Esta diluci6n se escogió tor;iando en cuenta C'_ue el­

medio tiene 20'. ~ de glucosa y si se considera cue toda ella es .Qe 

tectable , en 5 ml. habrá un r;iá;:imo de 10 mg. en esta dilución , -

hubo c;ue diluir ya r_ue cada mililitro del oedio de fer1'!cntació~ 

tenía 200 ~c. de glucosa y el m6to~o es sensible de 1 a 11 mg. en 

5 r.il. de proolc~a. En el caso del uso de aloid6n , la diluci6n prl 

mera del filtrado :ue de 1 : 50 y de allí, se tomaron 5 ml . y se 

procedió de igual modo que para el caso anterior. 

5o.- Determinación de glucon,<ito de cclc:'..o. (II) 

i·:étodo de Zagrodú::y (23) 

Para determinar calcio soluole cocs ~luconato de cal 

cío, se procedió con l a misoa metodología cue se utilizó para de­

terminaci6n de azúcaJ:es (dil 1: 100), cuando se trató de fermen-

taciones en las cuales se utilizó la glucosa como :uente de en~r 
~ 

gia pc.ra los microorganisnos. En el caso de fer:nentaciones emplean 
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do almid6n (10~) se hizo una diluci6n 1:50. 

Sin embargo para este método se tiene una sensibilidad de 

1 a 50 l!lg. y por eso se tomaron con pipeta volumétrica 25 ml. -

de la diluci6n, ya ~ue en 25 ml. hay un máximo de 50 mg., evi-­

tando as! un error por la toma de una al1cuota inadecuada. 

60.- petermj.n~c,i_6n de ácido gluc6ni~9· (III) ( 4 ) 

En este caso, las muestras se trabajaron según lo ya 

descrito anteriormente en el méto ::!o (I) hasta llegar a la dilu­

ci6n l: 100 (2 mg./ml), de ésta, se tom6 un ml. y se llev6 a un 

volumen de 5 ml. con agua destilada (0,4 mg./ml). De esta Últi­

ma diluci6n se tomaron 2 ml. en donce hay o.8 mg. como máximo, 

todo esto, debido a que la sensibilidad del método es de l a -

1000 mg. en 2 inJ.. de muestra y la curva estandar se prepar6 de 

esa manera usando dilucionas adecuadas. 

70.- Determinaci6n de Peso de Micelio, 

Cada matraz, despüés de terminada la fermentación y­

de haberle extra!do un volumen (20 ml) QUe sirve para. los análi­

sis anteriores (4, 5, 6), se esteriliz6 a 121°c por 20 minutos -

con el objeto de 1nactivar a los microorganismos. 

Se filtró todo el contenido del matraz en un embudo bUch­

ner de 20 cm, de diámetro aplicándole vacío y hacienco 3 lavados 

con agua destilada de 20 ml. cada uno al matraz y al micelio. 

Con el papel filtro y sobre papel aluminio, se sec6 en~s 

tufa a 6o0c durante una hora, después de lo cual se pes6 en ba­

lanza analítica, restando en cada caso, el peso del papel filtro 

conocido de antemano. 
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Azdcares reductores 
totales Gluconato de Calcio Acido Glucónico 

(Underkofler) ( •') (Versenato) (l'i) (Espectrofot6metro) (~) 
Na2s2o

3
o.o5N CaC1

2 
mg ml mg ml mg % Absorbancia 

l 1.1 5 0.7 50 o.068 

2 1.9 10 1.25 100 0.14 

3 2.7 15 1.9 250 0.36 

4 3.5 20 2.5 500 0.7 3 

5 l~.3 25 3.1 1000 1.47 

6 5.2 30 3.8 

7 6.o 35 4.4 Condicione s en espectrofot6metvo: 

8 6.8 4o 5.1 Nivel grueso 5 

9 7.6 45 5.7 Nivel fino N6 

10 8.4 50 6.3 Diafragma 0.05 

11 9.3 lülimicras 367 

TABLA No.l CUHVAS EST.Al'lDAH DE LAS DETERl1INACIOlffi8 QUIMICAS. 



EXPERIMEI~ 

Azúcares 
Horas de reductores Gluconato de Calcio Acido Gluc6nico 
Cultivo pH totales 

mg/ml er/100 mg/ml gr/100 mg/ml gr/100 

ACE'l'OBACfüR SUBOXYDANS. 

24 6.o 158.4 79.20 23 .2 11.36 6.25 3.12 

48 5.5 109.0 5lt.20 80.8 l+o.16 32.5 16.25 

72 5.o 74.o 37.0 119.6 59.36 47.5 23.7 

168 3.5 5.4 2.70 90.4 44.96 12.5 6.25 

ASPl~RGILLUS NIGJfü • 

24 6.o 175.0 87.5 10.0 4.76 1.25 o.625 

48 5.5 140.0 70.0 16.4 4.96 7.5 3.75 

72 5.5 96.8 43.4 61.6 30.56 22.5 11.25 

168 3.5 5.o 2.5 90.4 44.96 32.5 16.25 

TABLA No. 2. FERlIBNTACION DEL HEDIO "A" COHTENIE!l!DO GLUCOSA AL 

20% E INOCULADO COI\ ACETOBAC '_í_'ER 3.JBOXYDANS Y ASPERGILLUS NifiER 

HESPECTIV AMENTE• 



filfilllli'.~YTO 2o. 

Azúcares 
Horas de reductores 
Cultivo pH totales Gluconato de Calcio Acido Gluc6nico 

mg/ml gr/100 me/ml gr/100 mg/ml gr/100 

ACETODAC1'ER SUBOXYDAHS . 

36 20 .0 10.0 71.2 35.41 87.0 43.5 

48 0.5 0.25 87.2 43.41 9l~.5 47.23 

60 6.5 3.25 76.4 38 .01 86.5 43.25 

72 11.2 5.60 84.o 41.81 82.0 41.0 

84 o.o o.o 76 .l~ 38.01 82.0 41.0 

MT EHGILLUb NIGER. 

36 118.0 59 . 0 32 . 0 15.81 8.5 4.25 

1~8 109.0 54. 5 19.6 9.61 12.5 6.25 

60 67.0 33 . 5 55 . 2 26 .41 103 .5 51.7 

72 47.6 23 . 8 76 .l~ 38 .01 34.2 17.1 

84 5.0 2.5 36. 0 17.81 3l¡ .2 17.i 

TABLA Lo. 3 . FEfüIBN'.I'ACION DEL Hlm IO "A" CO!ITENILHDO GLUc m;A AL 

20~ E I NOCULADO con ASPE:RGILrm; NIGER y ACETOHACTER SUBOXYDANS 

llliSPEC TIV Af:EN1'E. 



EXPERitt.ENTO 301 

Azl1cares 
Horas de reductores 
Cultivo pH totales Gluconato de Calcio Acido Gluc6nico 

mg/ml gr/100 mg/ml gr/100 mg/ml gr/100 

ACl!:TOBACTEíl 5UDOXYDAIW. 

24 6.o 174.o 87.0 24.o 11.80 ~6.o 18.o 
42 6.o 135.o 67.5 119.2 59.33 2.8 41.4 

. 50 5.5 119.2 ?.9.6 135.2 67.33 107.2 ~3.6 

*~ 
5.o 8~.o ~1.5 97.2 48.33 81.6 o.8 
5.0 l o.6 9-~ ~-6 41.53 8o.4 4o.2 

li8 3.5 15·.6 7. .8 2é.13 33.4 16.7 
1 2 3.5 10.0 5.0 .2 1 .13 25.0 12.5 
186 3.5 14.o 7.0 31.2 15.33 15.4 7.7 
210 3.5 1.8 0.9 17.2 8.33 12.0 6.o 
218 3.5 ·º·º o.o 17.2 8.33 4.6 2.3 

ASPERGILLUS NIGER. 

24 6.o 176.o 88.o 10.83 5.31 4.6 2.3 
42 6.o 144.o 72.0 16.71 8.25 9.2 4.6 
50 6.o 130.0 65.o 20.45 10.12 11.2 5.6 

*~ 
5.5 107.2 53.6 26.77 13 .2s 15.6 7.8 
5.5 31.8 15.9 35.23 17.51 13.6 9.3 

138 5.5 10.0 ~·º 99.43 49.61 91~.o 47.0 
162_ 5.o B.o .o 73 • 1~3 36.61 19.6 ~-8 186 5.0 6.o 3.0 22.03 10.91 9.4 .7 
210 3.5 o.o o.o 6.63 3.21 1.0 0.5 
2],8 3.5 o.4 0.2 2.03 0.91 o.o o.o 

TABLA No. 4. fü?J.filHTACION DEL HimIO 11A11 CONTEHrn r:DO GLUCOSA AL 20% 

E IlWCULADO cor: ASPEdGILLU.S IHGBR y ACETODACTER SUT:JOXYDANS 

RESPJ::C TIV Al<EH'l'E . 



,. 
Horas de 
Cultivo pH 

8 6.o 

20 6.o 

32 5.5 

44 5.o 

56 4.5 

70 . 3.5 

78 3.5 

94 3.5 

160 3.5 

180 3.5 

Aztfoares 
~;Il;)j:NTO 2±.Ch 

r eductores 
totales Gluconato de Calcio Acido Gluc6nico 

mi;/ml gr/100 mg/ml i;r/100 mg/ml gr/100 

155 .0 77.5 4.o 1 .66 5.0 2.5 

131.0 65.5 20.0 9.66 30.0 15.0 

121.0 60.5 35.2 17.26 42.0 21.0 

103.6 51.8 44.2 22.6 39.5 19.75 

96.4 48.2 113.2 56.26 79.5 37.25 

47.6 23.8 103.2 51.26 70.0 35.0 

13.0 6.5 160.0 79.66 G6 .5 43.25 

15.2 7.6 166 .4 82 .86 77.5 33.75 

3.2 1.6 109.2 54. 26 77.5 38.75 

3.2 1.6 lo6.o 52.76 70.5 30.25 

TABLA No. 5. FEHHENTACIOJ·l DEL j;},;oro "A" CONTEN n~rmo GLUcm;A AL 20% 

INOCULADO COH CUL'l'IVQ;:; AOO CIAD OS DE ASPEHGILLU.:; NIGER 

Y AGETOEAC TEH ~;UBOXYDANS • 



EXPERH!EH'ro 5o, 

Azlicares 
Horas de reductores Gluconato de 
Cultivo pH totales Calcio Acido Gluc6nico Peso de Micelio 

mg/ml gr/100 mg/ml gr/100 mg/ml gr/100 gr/100 ml 

24 6.o 32.40 16.2 38.8 19.25 17.5 8.75 5.15 

48 6.o 60.0 30.0 58.4 29.05 48.7 22.35 5.23 

72 5.o 79.6 39.8 70.8 35.25 42.5 21.25 9.11 

96 5.0 10.0 5.o 29.2 14.45 23.75 11.87 10.37 

120 4.o 12.6 6.3 4.o 1.85 12.5 6.25 9.o6 

144 4.o 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 3.5 2.0 l.O 4.o 1.85 10.0 5.0 11.0 

216 3.5 3.o 1.5 6.8 3.25 o.o o.o 15.30 

TABLA No. 6. FERMENTACION DEL MEDIO "A" CONTENIEllDO ALMIDON SOLUBLE 

AL 2o;·; IIIDI10LIGIG DE AU:IDm: PO!\ 11.:;¡:>¡ ·; :c:I LLU.S NIG8H. 



Horas de 
Cultivo pH 

24 5.0 

48 5.0 

72 5.0 

96 5.0 

120 5.5 

llt4 4.5 

168 5.0 

192 4.5 

216 5.5 

EXPERHiEI!TO 60, 

Azúcares 
reductores Gluconato de 
totales Calcio Acido Gluc6n1co Peso de Micelio 

mg/ml gr/100 mg/ml er/100 mg/ml gr/100 gr/100 

72.0 36.o 13.6 6.65 5.0 2.5 1.95 

121.0 60.5 36.0 17.85 17.5 8.75 

84.o 42.0 43.6 22.65 35.o 17.5 8.89 

69.6 34.8 32.0 15.85 26.25 13.12 7.66 

72.0 36.o 6.8 3.25 10.0 5.0 6.86 

no.o 55.0 32.0 15.85 7.0 3.5 7.98 

55.0 27.5 32.0 15.85 o.o o.o 19.78 

25.0 12.5 20.0 9.85 17.5 8.75 16.91 

18.0 9.0 10.0 4.85 o.o o.o 22.0 

TABLA No, 7. FERMENTACION DEL MEDIO 11B11 CONTENIENDO GLUCOSA AL 5% 

HIDHOLrnrs DE ALHrnOH POí\ ASPEHGILLU::> NIGER. 

ml 



EXPERIMENTO Zo. 

Azúcares 
Horas de reductores 
Cultivo pH totales Gluconato de Calcio Acido Gluc6nico 

mg/ml gr/100 mg/ml gr/100 mg/ml gr/100 

9 6.5 o o 13.6 6.8 3.5 1.75 

45 6.o s.o 4.2 7.2 3.8 4.87 2.43 

96 6.o 13.0 6.5 4.o 2.0 20.5 10.0 

105 6.o 20.0 10.0 16.o 8.o 101.2 21.85 

125 6.o 13.0 6.5 13.6 6.8 8.5 4.25 

192 6.o 0.2 0.1 36.0 18.0 0.625 0.312 

210 6.o 10.0 5.0 26.0 13.0 17.0 8.5 

240 4.5 3.6 1.8 10.0 5.0 9.5 4.75 

TABLA No. 8. FERNENTACION DEL MEDIO "B" CON'.i'ENlliNDO ALMIDON AL 20¡1 

INOCULACION ASOCIADA DE ASPERGILWS NIGEH Y ACETOBACTER SUBOXIDAN~. 



EXPERIMENTO 80, 

Azticares 
Horas de reductores Gluconato de 
Cultivo pH totales Blanco:4.0g/100 Calcio Acido Gluc6nico Peso de Micelio 

mg/ml gr/100 mg/ml gr/100 mg/ml gr/100 gr/100 ml 

24 5.5 30.0 . 15.o 26.0 12.8 1.0 o.5 4.297 

48 5,5 55.o 27,5 5_8.0 28.8 15.0 7,5 5,148 

72 5,5 8,0 4.o 112.4 56.o 88.5 4J.i .• 25 9,95 

96 5,5 1.0 6.5 74.o 36.8 34.75 l'l .37 11.365 

144 6.5 2.4 1.2 22.0 l0.8 34.o 17.0 23.47 

192 7.0 o.o o.o 2.0 o.8 21.0 10.5 32.02 

216 6.5 o.o o.o 2.0 o,8 1.25 0.625 35.26 

24o 6.5 2.4 1.2 o.o o.o 1.0 o.5 26.97 

TADLA No, 9. FEID!EN'l'ACION DEL l•Umio "C 11 CONTENIENDO ALMIDON SOLUBLE, 

INOCULACION ASOCIADA DE ASPEHGILLUS NIGER Y ACE1'0BACTER SUBOXYDANS. 
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EXPERIMENTO 9o, 

Azúcares 
Horas de reductores Gluconato de 
Cultivo pH totales Blanco: 25g/100 Calcio Acido Gluc6nico Peso de Micelio 

mg/ml gr/100 mg/ml gr/100 mg/nü gr/100 gr/100 ml 

21+ 5.5 208.0 104.o 47.2 23,5 39.0 19.5 6,73 

48 4.5 42,4 21.2 86.o 1+2.9 77.5 38.75 7.43 

72 5,5 5o.o 25.0 73,2 36.5 28.25 14.125 11.23 

96 4.8 1.0 0.5 108,0 53,9 4o.o 20.0 12.23 

144 5,5 o.6 0.3 44.o 21.9 25.o 12.5 14.84 

192 5,5 o.o o.o 12,0 5,9 0.5 0.25 16,87 

216 5,5 o.o o.o 8.8 4.3 o.o o.o 25.78 

24o 5.5 o.o o.o o.o o.o o.o o.o 26.97 

TABLA No, 10, FERMENTACION DEL Mí!:DIO 11c 1: CONTENIElffiO l ML, DE HCl. 

IllOCULACION ASOC IADA DE ASPT.mGILWS NIGER Y ACETOBACTER SUBOXYDANS, 



EXPERD-íEllTO lOo, 

Azúcares 
Horas de reductores Gluconato de 
Cultivo pH totales Blanco: l.4g/100 Calcio Acido Gluc6nico Peso de Micelio 

mg/ml gr/100 mg/ml gr/100 mg/ml gr/100 gr/100 ml 

24 5.5 57.6 28.8 51~.8 27.0 6.25 3.13 15.14 

48 5.5 98.0 49.0 54.8 27.0 6.5 3.38 15.148 

72 4.5 68.o 34.o 61.6 30,1+ 6.25 3 .13 16.273 

96 5.5 57.6 28,8 71.2 35.2 0.05 o.o 19,51 

168 5.5 10.0 5.0 87.6 43,1+ 8.75 3.63 21.68 

192 5.5 o.o o.o 26.0 12.6 5.75 2.63 24,584 

200 5.5 o.o o.o 26.0 12.6 o.o o.o . 25,30 

216 5.5 o.o o.o 16.'+ 7.8 o.o o.o 27,49 

24-0 5.5 o.o o.o 16.4 7.8 o.o o.o 28.55 

TABLA No. 11. FERME:NTACION DEL MEDIO 11011 • 

INOCULACION ASCCIADA DE ASPERGILLUS NIGER Y ACETOBACTER SUBOXYDANS. 
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EXPERIMENTO llo 1 

Azúcares 
Horas de reductores Gluconato de 
Cultivo pH totales Blanco:78g/100 Calcio Acido Gluc6nico 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 13.84 

48 5.0 72.0 36.0 8702 43.2 27.5 l0.63 16.071 

72 5.o 60.0 30.0 96.8 48.o 27.5 10.63 18.323 

96 5.o 47.6 23.8 96.8 48.o 14.o 3.88 19.o45 

168 5.5 18.o 9.0 103.2 51.2 124.3 59.13 20.332 

192 4.5 6.o 3.0 61.6 30.4 20.0 6.88 25.83 

200 5.o 0.2 0.1 38.8 19.0 o.o o.o 27.90 

216 4.5 0.2 0.1 26.0 12.6 o.o o.o 32.38 

24o 5.5 o.o o.o 26.0 12.6 o.o o.o 33.26 

TABLA No. 12. Fl!:füíEN'l'ACION DEL MEDIO 11E11 • 

INOCULACION AS OC IADA DE ASPE RGILLUS NIGER Y ACETODACTER SUBOXYDANS. 
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MATERIAL Y METODOS. 

I.- MATERIAL UTILIZADO. 

Cristalería en General (matraces erlenmeyer, 

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

; 

Tubos Pyrex de 25 x 100 mm. (20) 

Matraces de 250 ml..bafleados (lS) 

Autoclave marca Marsh Instrument Co. (160°-l.5Kg/~ 
Potenciómetro marca Beckmann. (1 - 14 pH) 

Agitador rotatori~ marca Leland (24 matraces)l60rpm 

Centrífuga)marca Wifug (O -3500 rpm) 

Bomba de Vacío marca H.O. Velman. 

Estura Robertshaw (oº - 300°c) 

Espectrorot6metro)marca Hitashi-Elmer Coleman 631 
UV-Vis (190-1000 mJ() 

II.- MATERIAL BIOLOGICO. 

, L~s _cepas utilizadas )en este trabajo fueron: 

Acetobacter suboXYdans ATCC. 621 H 

Aspergillus niger. Cepa proporcionada por el 

Laboratorio de l>iicrobiolog!a de la Facultad 

de Química de la U.N.A.M. 

III.- MEDIOS DE CULTIVO. 

El medio de Conservaci6n aue se us6 tanto ~a s: ~,,I .. 

ra el hongo <:omo para la bacteria, tiene la composición química -

siguiente: 

Glucosa 3 g. 

0.01 g. 

0.2 g. 

Extracto de Levadura 0.5 g. 



Peptona 

Caco
3 

Aga.r 

Agua Cbp 

pH 5 - 6 
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0.2 g. 

o.6 g. 

2.5 g • .,, 

100 ml. 

Se funde en matra.ces de 250 ml. a 5 lbs. 10 minutos. Se 

vacía a tubos, en cantidad de 10 ml. y se esteriliza.~ a 15 lbs. 

de presi6n durante 15 minutos. Los tubos se incuban en estufa a . 
2sºc. por 24 hs. para el control de su esterilidad. 

El medio Que se us6 como se~illa, (3) tiene la misma C..Qm 

posici6n química ('. Ue el anterior con las siguientes modificacio-

nes: 

No contiene agar y por lo tanto no es necesario jmdir en 

autoclave , sino solamente calentar hasta disoluci6n para luego -

vaciar a matraces los que son esterilizados. 

El carbonato de Calcio debe esterilizarse aparte en tubos 

que contienen 0.5 g. de la sal en 20 ml. de agua, incorporándose 

al medio proporcionaL~ente cuando se hace la inoculaci6n ya sea 

con el As~ergillus o con Acetobacter. 

Hedio de ?ermentaci6n (A) 

Las cantidades para el medio de ferraentaci6n son: 

Glucosa 200 g. 

Agua de cocimiento 
de maiz. 37 ml. 

Hg. so4.?H
2

0 0~165 g . 

KH
2 

Po
4 

0.198 g. 

Urea 0.105 g. 

30.0 g. (Esterilizado aparte) 



(NHl.¡.) 2 HPOl.¡. 

Octadecanol. 

Agua 
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0.1+22 g. 

10.0 g. 

1000 ml. 

Se ajusta el pH a.:!: 6.o 
Se vacían 100 ml. en matraces bafleados de 250 ml. con 

tapones de algod6n según Solomons (18) y se esterilizan a 12loC 
o durante 20 minutos. Se dejan 24 hs. a 28 C para control de este-

rilidad, antes de proceder a su inoculaci6n. Este medio fue uti­

lizado en los primeros experimentos, al probar a la glucos~ como 

material oxidable. 

Otro medio de fermentaci6n (B) fue: 

Almid6n 

Agua de cocimiento 
de maíz. 

NgSOl.¡. •7H
2 

O 

KH PO 
2 4 

(Nl\,)2SOl¡. 

Caco
3 

(fil\) 
2

HPol¡. 

Octadecanol 

Agua 

Se ajusta el pH a.± 

200 gr. 

37 ml. 

0
1
.165 g. 

0.198 g. 

0.50 g. 

30.0 g. (esterilizado aparte) 

o.422 g. 

10 g. 

1000 ml. 

6.o 
Se distribuye en matraces bafleados de 250 ml, poniendo 

100 ml. en cada uno con tapones segÚn Solonons (18) y se esteri­

liza a 121°C por 20 minutos, se dejan en estufa a 28ºc durante -

24 hs. para control de esterilidad antes de i r1 ocularlos con la -
·-

semilla. 
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Otro medio de fermentación (C) fue: 

AlI:lid6n 100 gr. 

Agua de cocimiento de 
maíz. 37 ml. 

HgS<\ 7H
2
0 0.165 g. 

KHlOl+ 0.198 g. 

CNH4) 2so
4 

0.50 gr. 

Caco
3 

30.0 g. (esterilizado aparte) 

(N\) 
2 

n?Ol+ 0.422 g. 

Octadecanol 

Agua 

Se ajusta el pH a ~ 6.o 

10 g. 

1000 ml. 

Tanbi~n se distriblye en matraces bafleados de 250 ml. -

colocando 100 ml. en cada uno, se esteriliza a 121°C por 20 miny 

tos y se deja en es t ufa a 28°c para control de esterilidad por lo 

menos 24 horas. 

Bste medio de fermentación (C) tuvo dos modificaciones en 

la parte final del trabajo las cuales son: 

Contiene en un caso los mismos reactivos en iguales cantj. 

dades, pero está adicionado de o.5 ml. de ácido clorhídrico con­

centrado en cada matr az, medio que se llam6 o, y el segundo caso 

o medio de fermentaci6n E tamo i~n tiene iguales cantidades del -

medio e, pero está adicionado de 0.7 ml. de ácido clorhídrico -­

concentrado para cada 'matraz conteniendo 100 ml. de medio de feI 

mentación. 
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IV.- ~Rl-lINACIONES_Q!,[IlíICAS. 

1.- 11DE'.raRHINACIONES DE AZUCARZS REDUCTORES 
TOTALES". 

Ul!DERKOFL:C:R (19) 

Reactivos: 

r.- Sol. que contiene KI al 12.5% y K2c20i+• H20 al 25% 

II.- Sol. de H2so4 7.5 N. 

III.- Sol. estandar de Na2s2o
3 

al 0.05 N. 

IV.- Indicador de almid6n oue contiene almid6n soluble al 
1% en una soluci6n saturada de NaCl. 

v.- Reactivo de Underkofler. 

Cu so4• 5 H
2
0 

Sal de Rochelle 

37.5 g/l 

NaK c4~c6.4 H
2

0$• 125.0 g 

Na CO (anhidro) 53.0 g 
2 3 

KI 1.0 g 

Na2 SC\ (anhidro) 50 g. 

KIO 3.5665 (exactamente) 
3 

Soluci6n acuosa de NaOH aproximadamente saturada pa­
ra ajustar el pH-a 9.48 

Reactivo de Underkofler. 

Preparaci6n: 

El carbonato de sodio y la sal de la Rochelle se disuel­

ven en 300 ml. de H2o destilada después de lo cual el sulfato de 

cobre disuelto en 500 ml. ·de agua, es agregado con agitaci6n con 

tinua de tal manera Que no se desprenda bi6xido de carbono. El -

uso de un embudo con la salida bajo la superficie es muy útil -

(Solución carbonato-tartrato). 



- 2; -

Se agrega el Yoduro de potasio y el tiosulfato de sodio 

agitando hasta que se disuelva, se lleva el volumen a 960 ml.con 

H20 destilada. 

Se añade la soluci6n de NaOH lentamente con agitación, -

hasta que el pH alcance el valor de 9.l+-8. 

El pH se determina en un potenci6metro con electrodos de 

vidrio a 2;oc. Las muestras usadas para tomar el pH siempre se r~ 

gresan a la soluci6n madre. 

Esta soluci6n se calienta a ebullici6n y es hervida suav~ 

mente por 10 minutos en un recipiente cerrado. Se enfría a 20°c. 
El iodato de potasio pesado exactamente se agrega, se ~i 

suelve completamente y el volumen se afora a un litro en matraz 

volum~trico. 

El reactivo recientemente preparado siempre contiene ma­

teria suspendida, por lo tanto la soluci6n se deja en un frasco 

Pyrex por lo menos una semana. Si se deja en recipientes hechos 

de cristal blando el 6xido cuproso se formará continuamente como 

un dep6sito alterando la mezcla. 

Después que la materia suspendida se precipita, la solu­

ción clara se filtra o se sifonea y se guarda en botella Pyrex. 

Así se evita en lo máximo la autorreducción. 

Procedimiento. 

Sensibilidad: 1 a 10 mg. en 5 ml. de muestra Problema. 

Exactamente 5 ml. de reactivo de Underkofler se vacían a 

un tubo Pyrex de 25 x 100 mm. Se agregan 5 ml. de muestra p~obl~ 

ma y se mezcla a~itanoo. Se coloca u.~ tap6n de hule con un capi-
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lar y se pone a baño María por treinta minutos. 

Se enfrían a 30°c. en baño frío. Se añade 2 ml. de la ~o 

luci6n de Ioduro oxalato de Potasio, se agita para mezclar. Se -

pone un ml. de acido sulfúrico 7.5 N (II) con el tubo inclinado 

muy lentamente para que no haya desprendimiento r~pido de co2. 
Se dejan en reposo para que todo el 6xido cuproso se dj 

suelva y la soluci6n est~ clara. 

El exceso de r2 se titula con la soluci6n de tiosulfato 

de sodio 0.05 N. usando indicador de almid6n cerca del punto f,1 

nal. 

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

prueba. 

La cantidad de miligramos de azúcar por 5 ml. de solución 

se obtiene de una curva estandar preparada de antemano. 
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II.- DETER11INACION DE CALCIO SOLUBLE POR EL 

METODO DEL V'i!:RSENATO (14, 22) 

Sensibilidad: 1 a 50 mg. 

Alicuota: 25 ml. en 50 ml. de soluci6n. 

Reactivos: 

1.- Solución amortiguadora 

Cloruro de amonio 67.5 g. 

Soluci6n concentrada de 
amonidco 570 g. 

Se afora un litro con agua destilada. 

2.- Soluci6n de Verseno: 

Sal dis6dica del ácido etilen-diaminotetra-acético 3.7g 

Cloruro de Magnesio hexahidratado 0.1 g. 

Llevar a 1 litro con agua destilada. 

3.- Indicador 

Eri.cromo negro T - 0.5 g. se diluyen en 100 ml. de 
etanol o dietil amina. 

4.- Titulartte. 

Soluci6n patr6n de calcio que corresponde l miligr_a 
mo por mililitro. 

Carbonato de calcio anhidro. 1.785 g. 

Como precauci6n se seca el carbonato de calcio a 

lOOºC por 2 horas y se disuelve con 75 ml. de ácido Clorh!drico -

dilu!do al 5% y se completa a l l. con H2o destilada. 

Procedimiento: 

A los 50 ml. del medio problema, se le agrega 1 ml. de S.Q 

luci6n amortiguadora (1) después se añade un exceso(20 ml) de la 

sal dis6dica del EDTA, se pone el indicador (5 gotas) y se titula 
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el exceso de calcio con la soluci6n estandar de calcio (4) 

Una precauci6n que debe tanarse en cuenta al utilizar e~ 

te m~todo es que el indicador ya disuelto, dura muy poco tiempo, 

es inestable, dando un vire poco claro, de azul a morado,en lugar 

de azul a rojo como es originalmente, po~ lo tanto, debe prepara,r 

se poca cantidM, de este reactivo y guardarlo una semana, ;pmo -

máximo, para evitar este problema. 
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III.- METODO Pk.'lA CUANTIFICACION DE GLUCONATO DE 

CALCIO OBTENIDO POR MEDIO DE FERMENTACDN • (lt) 

Reactivos. 

a) Soluci6n estandar de gluconato de calcio en agua a 

la concentraci6n de l g/ml. Mediante diluciones _ ad~ 

cuadas, se obtienen las concentraciones de 50, 100, 

250, 500 microgramos/ml. 

b) Soluci6n de Cloruro férrico hexahidratado al 0.2% -

en agua destilada, (se prepara para cada determina­

ci6n) 

Procedimiento. 

En una probeta se ponen 2 ml. de soluci6n estandar 

de las diferentes concentraciones, se les agregan 4 ml. de agua 

destilada y 2 ml. de soluci6n 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 férzi 

co en so¡uc16n, amnenta continuamente haciendo las lecturas err,2 

neas cuando se enplea solo un blanco. 

Después de q_ue el autor confirm6 cromatográficamente, .Q.u 

rante la fermentaci6n, la ausencia de ¡sustancias que podrían in­

terferir con el cloruro férrico, propuso este método para la de­

terminaci6n del ácido gluc6nico, de su lactona y de su sal de cal 

cio, producidos por fermentaci6n, utilizándolos adecu~damente ,S!1 

luidos. En esta determinaci6n es necesario restar de la densidad 

Óptica del ácido gluc6nico, la densidad 6ptica relativa del color 

propio del líquido de fermentaci6n. 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-fot6metro a 367 milimicras, con lrunpara de Tungsteno, 

ajustando el aparato con agua destilBda. Esta densidad 6ptica es 

debida al color propio de la soluci6h. Es de valor mínimo y para 

cada diluci6n problema, debe ser restada del valor de la densidad 

6ptica que se obtenga. 

Cuando se prepar6 la curva estandar, se observ6 cierta VJ! 

riaci6n en los resultados por el continuo cambio de color del reas 

tivo en las muestras, por lo que se decidi6 controlar el tiempo a 

partir de la preparaci6n del reactivo. 

Con objeto de no preparar los numerosos blancos indicados 

en el método, se hiciéron pruebas con diluciones conocidas de ác~ 

do gluc6nico pero en agua destilada, llevando a cabo el método, 

con tiemp9 controlado se vi6 cue si se leía en el espectrofotóme 

tro, entre 10 a 15 minutos después de preparado el reactivo, no 

había prácticamente variaci6n en las lecturas, por lo tanto el -

método se modific6 en la siguiente manera: 

Se disolvi6 el cloruro férrico, (después de haberlo pe~a 

do en Balanza Analítica) en 100 ml. de agua destilada, transcurrj 

dos 5 minutos, se agregaron 2 ml. de este reactivo a cada muestra, 

(tres problemas y un blanco). Se esper6 hasta llegar a los 10 ,mi 

nutos de preparado el reactivo y se procedi6 a hacer las lect u­

ras dentro de los pr6ximos 5 minutos sigr·ientes (tiernpo total 15 

minutos) 

Para un segundo conjunto de análi sis (tres r::uestras pro­

blema y un blanco) se repitieron ínte~ros los pasos anteriores. 

De esa manera se r..icieron tocos los a'1álisis cor·respon-
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dientes al ácido gluc6nico. 
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METODOS DE TRABAJO, 

lo,- Conservaci6n de las cepas, 

Despu~s de algunos ensayos, se determin6 usar el mi~ 

mo medio de conservaci6n, tanto para el hongo corno para la bact~ 

ria, una vez preparado, se distribuy6 en tubos de 15 x 150 mm, se 

esterilizaron 15 minutos a i21°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, El Asoergillus niger 

se resembr6 cada mes por lo menos y el Acetobacter suboxydans, -

cada 10 días para conservarse en buenas condiciones, A las 24 hs . 

en el caso del Acetobacter se observ6 una fluorescencia caracte­

rística en la superficie de crecimiento, y en los cultivos de 2 

semanas en adelante se pudo observar la formaci6n de cristales 

(2), En el Aspergillus se observ6 en los cultivos de bastante -

tiempo la formaci6n de esporas, que al final le dieron un color 

completamente negro. 

2o,- Preparaci6n de Semilla, 

El medio de semilla se prepar6 en tubos de 15 x 200 

conteniendo 15 ml, de este medio. Se esterilizaron a 12lºC por -

15 minutos. Estos tubos se inocularon respectiva!!lente con el CQl 

tivo de Acetobacter suboxydans y Aspergillus niger, se pusieron 

en la estufa a teoperatura de 3oºc, durante 24 horas. El contenl 

do de estos tubos se vaci6 a matraces bafleados que llevaban 150ml. 

de medio de semilla, además se adicion6 una suspensi6n de 0.5 g, 

<le carbonato de calcio en 10 ml. de agua estéril. (10). Los ma­

traces se colocaron en la agitadora rotatoria por 48 horas, lo-
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logrruidose con ello un buen crecimiento de cada microorganismo. 

30.- Fermentaci6n. 

El medio de fermentaci6n (A, B, C o -Ó) se coloc6 en 

matraces bafleados de 250 ml. de capacidad, en cantidad de 100 ml. 
o 

en cada uno de ellos. Se esteriliz6 en autoclave a 121 C por 15 

minutos y se dej6 en estufa a 28°c. durante 24 horas para hacer 

la prueba de esterilidad y proceder a inocular. 

Cada matraz conteniendo el medio de fermentaci6n estéril, 

se inocul6 con 5 ml. del medio de semilla, en el caso de Asper~ 

~ nieer y con 10 ml. del medio de semilla, cuando se trat6 del 

medio con Acetobacter. :¡-le!.,,,,µ.,.,_,, . 
El carbonato de calcio se prepar6 haciendo una scispensi6n 

acuosa al 30% y se esteriliz6 por separado a 121°C. por 20 minu­

tos. De esta suspensi6n se tomaron 10 ml. para inocular los matr.,e 

ces conteniendo el medio de fermentaci6n. Estos matraces se agitj! 

ron a una velocidad de 160 rpm. durante el tiempo que fue necesa­

rio, sacándose un matraz cada 24 horas o en menor tiempo según el 

caso y se procedi6 a su análisis. 

Los diferentes experimentos efectuados fueron los siguie.n 

tes: 

lo.- En el primer experimento se prepar-ó, el medio de feI 

mentaci6n A y en condiciones de esterilidad se inocularon ocho -

matraces con semilla de Aspergillus niger y a otros ocho matraces 

se les inocul6 semilla de Acetobacter suboxydans, se incubaron a 

28°c. en agitaci6n a 160 rpm. y se fueron sacanco de la fermen~a 

ci6n por pares, cada 24 hs. durante tres días, los éuatro días sj. ., 
guientes, no fue posible hacer este muestreo, sacándose los Últj. ' 
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mos cuatro matraces el séptimo día de fermentaci6n. 

2o.- Con el objeto de obtener más detalles de esta fer­

mentaci6n durante el lapso Que no se abarc6 en la primera, la -

segunda corrida, se dirigi6 a los cuatro días faltantes, siguie,n 

do el mismo procedimiento de la primera, utilizando el mismo me­

dio e in6culos por separado de Acetobacter subox:ydans y de Asne! 

gillus niger muestreándose en la misma forma a partir del tercer 

d:l'.a de fermentaci6n, hasta el séptimo. 

3o.- 31 tercer experimento consisti6 en redondear los sa 

tos de los dos casos anteriores, utilizándose dieciocho matraces, 

procediéndose de igual manera con respecto al medio de fermenta­

ci6n A y a las semillas de Acetobacter subox:ydans y +spergillus 

niger, pero sacándose matraces desde el primer día hasta el 90. 

día cada 24 hor as, para tener una idea general sobre el comport~ 

miento de ambos microorganismos en esas condiciones de ferrn.enta­

ci6n. 

4o.- Para el cuarto ex ~rimento y tratando de obtener -

una acci6n sinérgica en la obtenci6n del ácido gluc6nico con el 

uso combinado de los dos microorganismos, se prepar6 medio d~ -

fermentaci6n Ay _s~~illas tanto de Acetobacter suboxydans como -

de Asoergillus niger, inoculándose los dos microorganismos jun­

tos a veinte matraces, los QUe se pusieron en agitaci6n a 28oC Y. 

se fueron sacando por _Eare~ cada 24 hs. _par ef~c.tuar _s_u_anál 

durante un lapso de 10 d í as. 

5o.- El sí ,;uiente experimento diseñado con el prop6sito 

de e~tudiar el comporta..T.iento del Asnergillus niger al de sarro­

llarse en un medio conteniendo almid6n y para cuantificar la hl 
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dr611sis ~ue produciría en este sustrato, consisti6 en preparar 

18 matraces con el medio de fermentaci6n B, se inocularon en -

condiciones estériles con semilla de Aspergillus niger Y se in­

cubaron con agitaci6n; sacándose cada 24 hs. matraces por pares 

por un lapso de nueve días para analizar las muestras, de acue~ 

do a los métodos ya indicados (I, II, III). 

60.- El eA'1Jerimento anterior fue la base para realizar -

otro parecido, consistente en usar el mismo medio de fermentaci6n 

B adicionado de glucosa al 5f, repartido en 18 matraces ~ ue se -

inocularon con senillas de Aspergillus niger, se incuba!l1l a 28°C 

con agitaci6n de 160 rpm. y se analizaron también cada 24 hs. -

por espacio de nueve días, sig~iendo los m~todos (I, II, III). 

7o.- Con los datos anteriores se proyect6 este experim~n 

to en el que utilizando el medio de almid6n B, se trat6 de estu­

diar el efecto producido por la acci6n de los microorganismos al 

fermentar juntos este medio. Los matraces se inocularon el pri­

mer día con semilla de Asoergillus niger, se incubaron en agit.s 

ci6n y al tercer día se l es adicion6 la semilla de Acetotacter -

suboxydans; este orden de inoculaci6n tuvo como objetivo el de ~ 

que el hongo hidrolizara el -almid6n para ~ ue la bacteria pudiera 

utilizar estos azúcares del medio hidrolizado. Los matraces se -

analizaron cada 24 hs. por un lapso de diez días. Durante este -

experimento se observ6 interferencia en los análisis, debido al 

almid6n residual gelatinizado. AunQue es de hacerse notar que en 

esta fermentaci6n se utiliz6 almid6r- común y corriente. 

80.- Debido a lo anterior, en esta fermentaci6n utiliza­

mos el mismo almid6n para la preparaci6n del medio de ferment ~ ­

ci6n e, (almid6n soluble Fluka Starke Ioslich purum), inoculan-
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do los matraces con semilla de Aspergillus sp. el primer día, jn 

cubando en agitaci6n y al tercer dÍa se inoculó también con se,gi 
• ó , lla de Acetobacter sp, se incub6 en agitaci n y se hizo el ana-

lisis de los matraces cada 24 horas por un lapso de diez días. 

90.- La siguiente fermentación fué semejante a la ante­

rior, se utilizó el medio e adicionado de un raililitro de ácido 

clorhídrico concentrado Q.P., por matraz, pero usando almidón -

común y corriente, el ácido clorhídrico provocó una hidr6lisis 

de este alm.1d6n y rompimiento del gel ~ue se forma con ésto lo­

gramos obtener una mejor agitac16n y aeraci6n del medio, además 

de evitar la interferencia del almid6n al llevar a cabo las de­

terminaciones analíticas. 

l Oo.- Se utiliz6 el medio de fermentación D, adi cionado -

de almidón común y corriente y para provocar su hidr6li s is, se -

adicion6 0.5 ml. de clorhídrico concentrado a cad.a matraz . El me 

dio de cultivo se i nocula desde el primer día con la semilla de 

Aspergillus sp. y después de tres días de incubaci6n con la se­

milla de Acetobacter sp. Los matraces se incubaron en agitaci 6n 

y cada 24 hs. se tomaron muestras para su análisis, llevándolos 

a cabo durante un período de 10 días. 

llo.- En esta Última fermentación se utilizó el medio de 

ferment ación E el cual se inoculó primero con semilla de Asnerg1 

.ll!!..s ni3er, se incubó a 2s0 c. agitándose y al tercer día se inoc~ 

16 con la semilla de Acetobacter sp. continuándose la incubaci6n 

y aeitación durante diez días, cada 24 hs. se sacaron matraces -

por pares para pr o~eder a su análisis. (I, II, III). 
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D I S C U S I O N 

Las gráficas 1, 2 y 3 representan las curvas estandar -

preparadas para las determinaciones químicas efectuadas en este 

trabajo. 

En la primera o de azúcares reductores totales utiliz.sn 

do el Método de Underkofler, se usaron cantidades conocidas de -

glucosa, contra mililitros de tiosulfato de sodio 0.05 N. prepa­

rado para cada determinaci6n y esto mismo se hizo en todas las -

determinaciones posteriores. 

Debido a que la gráfica No. 1 da una equivalencia de ,mi 

lilitros de Tiosulfato de sodio a miligramos de glucosa en una -

diluci6n, esta gráfica permiti6 que todas las determinaciones de 

las muestras problema, pudieran relacionarse, mediante una mul~i 

plicaci6n y un razonamiento proporcional posterior para la obte,n 

ci6n de los gramos de glucosa por ciento. 

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

como se indica en la secci6n 4a. de método de trabajo, cantidad­

que al ser le!da en -la gráfica 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 gráfica, se utilizaron miligranos de glu­

conato de calcio puro contra la soluci6n de Calcio como clururo 

de calcio preparada como indica el método II. 

La tercera gráfica como en la tabla I se indica, repre­

senta un promedio de las varias determinaciones que se prepara­

ron, al estandarizar el método número III. 

_,-/ 
/ 
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Debido a que este método es muy sensible se realizaron 

diferentes determinaciones para encontrar las condicio~s ~ue se 

citan en la tabla No. l. 

Gráfica 2. 

Para hacer uso de esta gráfica, se debi6 tomar er. cuenta 

a.ue el análisis de gluconato de calcio se hizo en 0.25 ml. de .me 
dio, por lo que hay o.ue multiplicar por cuatro para tener la can 

tidad de calcio por mililitro y con este dato hacer los c~lculos 

siguientes, para obtener los gramos de gluconato en por ciento. 

Si llamamos Z a los miligramos por mililitro que se tje 

nen de esta multiplicaci6n tenemos o.ue: 

Z _.mg Además se necesitaba saber cuántos miligramos -
-ml 

hay en 100 mililitros de medio por lo tanto se multiplic6 por -

100 a Z y se tuvo: 100 Z~ éstos s::> n los miligramos de glucona­

to de calcio producidos en 100 mililitros de medio de cultivo, 

como se va a trabajar con gramos se dividi6 entre mil lo que rJJe 

da 100 Z , simplificando se tiene O.l Z este es un factor CO..!JS 
1000 

tante nue sirYi6 para pasar miligramos por mililitro a grarr;os -

por cien mililitros. As! se tiene el razonamiento siguiente: 

20 gr. glucosa 

100 gr. glucosa 

O.l (Z) gr. 

X 

X :: 100 X O.l xZ 
20 

X representa los gramos de gluconato de calcio prod uci­

dos por cien gramos de glucosa como los factores son constantes 

lo anteriór se reduce a: 

X % = 0.5 Z 
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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 ~~todo 

II (ll~) para que los resultados sean verdaderos y poderlos as! -

transcribir a las tablas de resultados. 

Este razonamiento fué seguido de manera similar para los 

cálculos de ácido gluc6nico aunque tornando en cuenta que la dilu 

ci6n usaua fué nayor en estas determinaciones. Como la cantidad 

final 0ue se torn6 para la determinaci6n fué de: o.oo4 ml. para -

obtener los miligra~os por mililitro de ácido glucónico produci­

dos en el medio de fermentaci6n se debe multiplicar por 250 y con 

ellos razonar como se hizo para la determinación de gluconato de 

calcio. 

Fi¡;ura l. 

En este tercer experimento puede observarse ílue la bac~e 

ria traoa j 6 mejor al producir una cantidad mayor de ácicbgluc6ni 

co y en menor tie1'lpo r.ue el hongo, como puede verse en la gráfi­

ca (a) y(o). 

La gráfica C de esta figura va de acuerdo con lo dicho -

anteriormente, la bacteria al oxidar la glucosa más rápidamente, 

consume los azúcares más rápido que el hongo. 

Con respecto a los métodos puede necirse que se observan 

mejores resultados en el mé todo de determinaci6n de gluconato de 

calcio cue en el de ácido gluc6nico, sin embargo se usaron los -

dos métoGos en el control del ácido gluc6nico. 

Figura 2. 

En esta cuarta fermentación donde se asociaron los mic,re 
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organismos en un medio de glucosa al 20% puede observarse que se 

elev6 sensiblemente la producci6n de ácido glucónico, es decir -

que se observ6 sinergismo, además de un aceleramiento en la pro­

ducción de este ácido, tomando en cuenta el comportamiento de ~ 

pergillus ni~er que emplea dos d!as más para . lograr su ml.~ima -

producci6n. 

El consumo de azúcares, por lo anterior, es más r~pido 

que cuando cada microorganismo trabaja individualmente. 

También se observa que el método rue di6 rendir.iientos r18s 

altos fue el del gluconato de calcio. 

Fieura 3. 

En esta quinta fermentaci6n se estudió el comportamiento 

del Aspergillus niger al utilizar como sustrato al almid6n solu­

ble. 

Se observa que en el cuarto día (Gráfica C) alcanza el -

mayor consumo de azúcares por el desdoblamiento del almid6n. 

La producci6n de ácido gluc6nico fue be.ja, lo ru e se p_ye 

de observar en los dos métodos de cuantificaci6n (A y B). Nueva­

mente se vi6 que la determinaci6n por el método del Versenato di6 

resultados mas altos. A partir de este experimento . se determin6 -

la cantidad de micelio producido por el hongo con el objeto de -

Saber Si además de usar la energía en producfr gluc6riico, la US..§, 

ba en producir micelio, esto se hizo para aue en estudios poste­

riores se busque la manera de disminuir el crecimiento de micelio 

y de aumentar el del ácido gluc6nico. 

Este experimento fué la base para las manipulaciones p..QS 

teriores con respecto al tiempo de in6culo cuando. se trat6 de 
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los dos microorganis~os, ya que la producci6n de az6cares reduct.Q 

res totales en el medio de fermentaci6n i.~ducida por el hongo t_y 

vo su máximo valor a las setenta y dos horas de inoculado éste -

(Gráfica C). 

?igurg 4, 

La sexta ferment aci6n, se bas6 en los resultados obte:nJ, 

dos en la ~uinta, por lo cual se introdujo, además del alm1d6n 

una pequeña cantidad de glucosa (5~';), con el objeto de ver si se 

mejoraba la producci6n del ácido gluc6nico, al tener el microor­

ganismo una fuente de energ!a más rápida que utilizar, sin tener 

primero que hidrolizar el al.mid6n para la obtenci6n de esta en~r 

gía, esto trajo como resultado oue el microorgaismo atacara pri­

mero el az6car di sponible has ta casi consumirlo hasta entonces -

empez6 a hidroliza.r el almid6n ~ue o_ued6 como linica fUente de -­

enerc!a. (Gráfica C), 

E~ las gráficas de producci6n de ácido gluc6nico se ob­

serva rue no hubo mejora en la cantidad producida, permaneciendo 

ésta por debajo de la producci6n anterior, mientras que la grá.fi 

ca de producci6n de micelio presentó varias curvaturas, observ§,n 

dose que al final de la fert:ientaci6n el microorganismo produjo -

mas micelio, que en la ferri:entaci6n anterior. O sea en este caso 

el microorganismo se dedic6 a reproducirse y dej6 en segundo lu­

gar la producci6n de ácido gluc6nico. 

Figura 51 

Durante esta séptima fermentaci6n con la introducci6n de 

almid6n común y corriente al medio de cultivo y la inoculación -

de este medio con los dos microorganismos, se tuvo un problema de 
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interferencia en las determinaciones ouímicas ya que al comenzar 

a preparar el medio, después de esterilizar, éste present6 probl~ 

mas de gelatinizaci6n, lo que impidi6 el poder transferirlo de -

la soluci6n original a los matraces individuales, procediéndose 

por lo tanto a pesar la cantidad de almid6n necesaria para cada 

matraz ya efectuada la fermentaci6n. Al tomar l as muestras se Dº 

t6 que el almid6n en agua produce un color opalcscente ~ l cual ~u 

mentó el color desarrollado por la reacción entre e l ácido gluc~ 

nico y el cloruro férrico mismo que se utiliza en su c_e t e rminaci6n 

en el espe ctrofot6rne tro, lo que trajo como consecuencia un olanco 

elevado para la mayoría de las muestras proolema. En el caso de­

las gráficas, los puntos máximos llevan corregido este blanco,.;Qe 

ro los demás puntos no, pues quedaban del lado nE0ativo de l a -­

gráfica, por lo que dá como resu ltado gráficas no apeGadaE a l a 

realidac' . • 

La ¿::-oducción de ácido elucónico se¿;Ún los datos de las 

gráficas no coincide en sus puntos máximos porque mi~ntras el -

gluconato de calcio tiene su máxima producci6n a las 192 horas 

el ácido gluc6nico que debería coincidir con él la tiene a las -

72 horas. 

El Acetobacter sutoxydans se inocul6 a las 72 horas de -

iniciada la fermentaci6n, basándose en los resultados de los ex­

perimentos 5o. y 60., tieQpo donde la mayor liberación de azúca­

res tiene lugar, para permitirle a la bacteria una fuente de eneI 

gía segura. 

Figura 6. 

Durante la fermentación número 8 (Gráfica C), puede obseA 
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varse 0ue a las 48 horas de liberaci6n de azdcares alcinza su mj 

xima concentraci6n, mientras que la pr~ucción de ácido glucóni­

co se encuentra a las 72 :1oras, lo que significa que el almid6n 

hidrolizado, está siendo o;:idado inmediatamente a ácido gluc6ni-

co. 

En esta fermentación se utiliz6 almidón soluble, lo que 

trajo como consecuencia análisis sin interferencia. En la siguie,n 

te fermentación se utilizó almidón corriente al 105~ y se adicio­

n6 ácido clorhidrico para hidrolizar el almid6n y evitar la geJa 

tinizaci6n. 

Aunque no se lograron resultados tan altos de ácido gl.,!! 

c6nico como cuando se eopleó almid6n soluble al 2~~, el uso de -

este sustr~to debe preferirse al del almid6n soluble, debido al . 

poco costo. 

fi<:tura 7. 

En esta novena fermentación el efecto hidrolítico sobre 

el almidón por la adición del ácido clorhidrico concentrado se -

notó por la cantidad de azúcares que está aumentada en forma no­

table. (Gráfica C). 

Respecto a la producci6n de ácido gluc6nico y gluconato 

de calcio se observ6 que no hay coincidencia con respecto a los 

máximos, ya que mientras el gluconato de calcio se sintetiz6 en 

mayor cantidad a las 96 hs., el ácido gluc6nico lo hizo en un -

máximo de 48 hs. En cuanto al micelio, el hongo lo produjo en -

gran cantidad y al terminar la fermentación aun sigui6 produci~n 

dolo, como en todas las fermentaciones donde desde el principio 

hubo glucosa fácilmente utilizable por los microorganismos. 
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Figur~ 8, 

En la fermentaci6n 10 (Gráfica B) QUe representa prod~c 

ci6n de ácido gluc6nico puede observarse aue hubo interferencia 

o muy poca producci6n por el m~toclo del ácido, esto .Último qued6 

descartado al compararse con el m~todo del ''ersenato oue di6 re­

sultados aceptables (Gráfica A). 

Esta fermentaci6n al zer comparada con la siguiente tje 

ne pocas diferencias, en ló Que se refiere a hidróli s is del aJ.mi 

d6n, pero s in embargo se nota que hay mayor producci6n de ácido 

gluc6nico, de bido ~uizá a que hay en el medio de cultivo mayor 

concent r aci6n de gl ucos a por la hidr6lisis lograda con una can­

tici.ad mayor de ácido clorhÍdrico. (Gráfic as A y B de la figur a 9). 
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CONCLUSIONES. 

El objetivo primordial de este trabajo ell ..santo a obte.n 

ci6n de ácido gluc6nico u~ilizando las cepas de Aspergillus ~ 

y Acetobacter suboxydans se alcanz6, ya que si hubo producci6n de 

este ácido, 

La metodología utilizada para la cuantificaci6n tanto de 

az~cares como de !cido gluc6nico es aceptable, aunque comparativ.a 

mente es mejor el método que dosifica al ácido gluc6nico como gl,Y 

conato de calcio y esto se comprob6 con lo encontrado en la lite­

ratura acerca de que es de los métodos más aceptables. (23, 24). 

Se encontr6 que hubo incremento en la producci6n de á.s,ii 

do glu_96nico al asociar los 2 microorgcnismos y acortamiento en 

el tiem o proceso_cuando se utiliza gluco~a 

en el medio de fermentaci6n; esto indica la posibilidad de m&jo­

rar los m~todos actuales de producci6n industrial a partir de la 

glucosa, por métodos microbiol6gicos. ~ 

Los resultados que se obtuvieron al emplear en el medio 

de fermentación almid6n al 20~ en primer lu0ar y posteriormente­

al l o% , permiten afirmar cue es necesario afinar las condiciones 

de trabajo en cuanto a mejorar las cepas y probar con ellas va­

rios tipos de almid6n para obtener buenos rendimientos de ácido 

gluc6nico, con un bajo costo en su producci6n. 

Puede decirse que el trabajar con dos microorg<Dlsmos p~ 

ra lograr un mismo producto metab6lico microbiano, se pll:!de inte.n 

t ar, siempre y cuando se vigi l en con más atenci6n las condiciones 

de temperatura, pH y aer eaci6n , ~ue en este caso estuvieron l imi 
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tadas a las condiciones de labora~orio en que se trabaj6, además 

debe utilizarse un medio de cul_t_!y<?_ barato . que no presente p~o 

blemas de gelatinizaci6n como el almid6n. 

El empleo de concentraciones más bajas de almid6n (10~) 

usadas como alternativa al problema presentado con las concentia 

ciones de 2 a;, permiti6 obtener buenos rendimientos de Acido -

gluc6nico, abri~ndose con ello un nuevo camino para estudios pO.§ 

teriores, pero teniendo en cuenta la hidr6lisis parcial del alm~ 

d6n inducida por el trataniento con ácido clorhídrico para que -

el medio de cultivo presentara características físicas aceptables. 

El ran~o de pH de nuestras fermentaciones fué muy gran­

de, ya nue variaron de 3.5 a 6.o fen6meno que hay QUe controlar 

durante la fermentaci6n, así mismo es necesario vigilar la te~­

peratura y la aeitaci6n en estudios posteriores de esta biosín­

tesis. 
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RESUMEN 

Se estudiaron en primer lugar las características de la 

fermentaci6n de Asnergillus niger y Acetobacter suboA-ydans para . -
obtenci6n de ácido gluc6nico, bajo condiciones de laboratorio y 

seg6n lo reportado en la literatura. 

Se inocularon los dos microorganismos en un medio ·de -

cultivo adecuado de glucosa y se logr6 obtener una acci6n Siné,r 

gica con ellos, en la producci6n de este ácido. 

Se probaron diferentes medios de cultivo a base de al­

mid6n con el objetivo posterior, de utilizar el más adecuado. 

Se us6 un medio de cultivo con almid6n al 20% y al ver 

que no era accesible para los microorganismos por las interfereL 

cias presentadas, se prob6 a una concentraci6n más baja (le(>). 

Posteriormente, para usar almid6n barato, ya ~ue prine­

ro se trabaj6 con almid6n soluble de alto precio, se procedi6 a 

inducir hidr6lisis parcial de este almid6n 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. Basándose en ellos, 

deberá continuarse este estudio, ya oue el trabajo indica 0ue sí 

es posible la producci6n de ácido gluc6nico utilizando a1.mid6n -

como fuente de materia prima y por lo menos dos nic~oorsanismos 

adecuados QUe trabajen complementariamente. 
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