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CAPITULO I.

IyTRODUCCION.



El dcido ldctico es de gran importancia por la amplia varig
uad de usos que tiene en la industria.

Es un producto que se importa en su tetalldad por no produe
cirse en Mdxico, lo que genora una considerable sallda de divi
sas.

La posibilidad de que se produzea en el pafs e¢s amplia ya =
que gse cuenta con disponibilidad continua de las materias pri-
mas que se utilizan en su produccidn,

El dcido ldetico se puede obtener a partir de la fermenta--
cidn de sustratos ricos en carbohidratos como melazas, mafz, ~
papa, trigo, sorgo, ctc. De estos productos, la papa es ol sug
trato con mayor posibllidad por lo siguiente: el cultivo de la
papa se realiza en varios Estados de la Reptblica Mexicana en-
todas las dpocas del afio, Su produccidn actual anual es de ==
960,000 toneladas, de las cuales el 12# se considera papa de -
desecho por no cumplir con las caractorfsticas que el mercado~
gsolicita para ser empleada como alimento, Es factible utilizar
dsta papa como sustrato en la obtencidn de dcido 1dctlco, pore

quo tiene un bajo valor comercial (5,6,9,18,23,30,34).
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CAPITULO II.

ANTECEDENTES.



.

La obteneidn do deido lictico utilizando papa como sustrato
sc ha estudiado desde tiempo atrds. En 1950, Cordon et al (6),
Ualdonado y Gardufio en 1984 (23), Pdez y Ranfrez ecn 1988 (30),
usilizaron la accidn enzimftica de Aspergillus niger para la -
conversidn del almiddn de la papa on azicares y la posterior -
formentacidn de dstos a dcido 1detico por bacterias ldcticas.

4 partir de 1981, para obtener compuestos de bajo costo, se
han disefindo formontaciones en las que se utilizan productos -
amildceos como sustrato; en estos procesos el almiddn se hidrg
liza y fermenta simultdneamonte, proceso que se define como sg
carificacidn y fermentacidn simultdneas (SSF). Estos procesos-
han sido utilizados para obtener etanol con ol fin do emplcar-
lo como energdtico (24).

En 1981, Uoda et al (45) reportaron la produccidn de etanol
en un proceso que realizaron en una sola otapa, para ello uti-
lizaron como materia prima rafz de mandioca; glucoamilasa pro-
ducida por A. ndger y A. awamord y fermentaron con Sagcharomy=
ces cerevicena.

Iea et al (20), en 1983, describieron un proceso continuo -
de sacarificacién y fermentacidn simultdneas de almiddn utili-
zando una cepa de Zymomonas mobilis para producir etanol.

También en 1983, Seha y Ueda (36) reportaron la efectividad
de la fermentacidn alcohdlica del camote, sin cocimiento preew
vio, usando una preparacidn de glucoamilasa de Endomycopsis =~

fibuligera, y la fermentacidn alcohdlica la realizeron con mw-
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Saccharomycas carevicanc,
En 1986, lee ¢t al (1) llevaron a cabo una SSF alcohdlica-

utilizando almiddn de sago y cdlulas inmovilizadas de Zymomge-

nas mobilis,
Matsumura e Hirata (24) disefiaron una SSF para producir ale

cohol, mediante un modelo cindtico en el que usaron glucoamila-
sa de Rhizopus niveus y fermentaron con Saccharomyges uvarume

Basdndose en los estudios antes menclonados:

ElL OBJETIVO PRINCIPAL del presente trabajo es la obtencldn-
de fcldo lictico a partir de papa de desccho mediante una fer~
nontacién simultdnea utilizando Agpergillus niger v Lactobaciw-
1lus delbruecckii ATCC-9649, y como OBJETIVOS ESPECIFICOS los =
slguientes:

1.~ Preparar la suspensidn de papa a partir del sustrato ==
erudo,

2, Egtablecer el tiempo dptimo de esterilizacidn del medio
de papa.

3.~ Establecer la concentracidn Sptima de paps en el medio-
do cultivo,

4,~ Optimizar la motodologfa para efectuar la fermentacidn-
ldctica.

Ge= Sustituir el extracto de levadura por agua de levadura-
en la fermentacidn ldctica.

6.~ Probar ol proceso para una fermenbacién simultdnsa cone

Agpergillug niper y Lactobacillus delbrueckil ATCC~9649 para =
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la produccidn de dcido ldctico, adecnando las condiclones de ~

experimontacidn en un rango intermedio para ambos microorganig

mog.
7.~ Realizar la extraceidn y purificacidn del lactato de ==

calcio.
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CAPITULO  III.

GENERALIDADES,
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El deido ldctico o deldo 2-hidroxipropidnico, C3Hg03, de pg
g0 molecular 90,08, es un lfquido incoloro o amarillento, trang
parente, viscoso, inodoro, de sabor deldo, muy higroscdpico, -
soluble en agua, alcohol o ter en todas proporciones. El dei-
do ldetico es el hidroxidcido mds simple con un gtomo de carbg
no asimdtrico. Es el constituyente dcido primario de la leche~
agria y un compuesto normal en la sangre y tejido muscular de-
los animales (12,26,30).

Los usos dol dcldo 1dctico se dividen en 2 categorfas prin-
cipales: comestible e industrial (30,33).

En ¢l mercado existen 4 grados de pureza de gcido ldctlcoi=
1) crudo (22%), 2) comestible (44-50%), 3) pldstico (mds del -
50%) y 4) USP (85%) (38). Segin los grados de pureza, los usos
del deido 1dctico son:

1.~ Grado crudo: tefildo de sedas y lanas, preparacidn de «w
cueros, desccado de pieles; encurtido de vegetales, pastas dew
soldar, adhesivos, limpiadores y pulidores, olectrodeposicidn,
reveladores 1itogr£ficos, tintas especiales, disolventes.

2.~ Grado comestible: acidulante, confiterfa, inhibidor de-
bacterias en la fermentacidn, manufactura de cerveza y bebldas
eforvescentes, fabricacidn de levadura, ajustar el pH en aguas
duras, saborizante, productos de panader:fa, conservador,

3= Grado pldstico: industria de plasticos.

4.~ Grado USP: farmacla, comestibles, plastificante, catall

zador de resinas fenol-aldehfdicas.
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Derivados del acldo ldctico:
-~ Lactato de calcio: calcioterapia,

- Lactato de flerro: tratamlicnto de las anemias.

Lactato de aluminio: antipersplrante.
- Lactato de cobre: electrodeposicidn,
Lactato de antimonlo: tintorerfas.

- Lactato de sodlo: plastificantes y disolventes.

Lactatos do etllo y n-butllo: lubricantes y disolventes =
(11,16,18,30,33)s

La producclén de 4cldo ldctico se lleva a cabo por 2 méto--
dos: quimico y microblolégico.

- METODOS QUIMICOS,-

a) Reacclén entre acetaldehfdo y mondxido de carbono, a una
temperatura de 2000¢ y 900 atm de presidn, '

b) Por hidrélisis de la clanchidrina del acetaldchfdo prepa
rada a partir de acetaldehfdo y deido clannfdrico,

¢) Por hidrélisls del dcido 2-cloroproplénico, obtenido por
la cloracién del dcido propidnico,

d) Por reaccidn del hidrédxido do plata con dcido 2-bromoprg
piénico (30).

=~ LETODOS {ICROBIOLOGICOS.~

En la obteneldn por métodos microbloldgicos se utilizan una
gran varledad do sustratos ricos en carbohidratos, entre cllos
los productos amlldceos (6). |

El almiddn es un excelente sustrato; para ser utilizado es-
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necegarla una otapa de pretratamlento para convertirlo a azdeg
res fermentables. Esta conversidn se Llleva a cabo medlante el-
efacto combinado de molienda, calentamiento y el uso de enzimas
microblanas (14).

Para liberar los carbohldratos de los almldones, sc reallza

una hidrélisils con las enzimas amilolfticas de Aspergillus ni-

er+ Loa azicares asf obtenidos son fermentados por bacteriasw-
1dcticas (Lactobacillus delbrueckil) en condiclones microaerd-
filas y a una temperatura de 45-500C; el dcido ldctico so ob--
tlens como lactato de calelo (5,11,14,16,30,33).

Una vez efectuada la fermontacién de los azdcares hasta dci
do ldctico, se observa que a partir de una moléeula de glucosa
se obtlenen 2 moldculas de dcldo lictico, por lo que, al fere-
mentar 180 gramos de glucosa se producirdn 180 gramos del dei-
do de acuerdo con la sigulente reaccidn:

Cgllyn0g % 2 CH3CHOI{COOH
180 g. 2 x 90 g,

Sin embargo, en la prdctica nunca se obtiens el 100% de ren
dimiento, ya que una parto de los carbohldratos los utilizan -
los microorganismos en su metabolismo. Para la industria, un -
rendimiento aceptable es del 85% (18,30).

~ METODOS DE EXTRACCION,~ .

Las tdcnlcas para extrasr el deido lfctico varfan segén la~
calidad que do dste se desoa obtoner, de tal forma que las ex=

tracciones mfs frocuéntes son (18):



w14

a) Recristalizacidn del lactato de calcio.~ Al terminar la-

fermentacidn, ol mosto sc filtra para eliminar residuos sélidos
¥ blomasa (30), Al Lfquido se le aflade CaCO3 hasta pH 10, so -
calienta y filtra. A la soluclén callente se le agrega carbdn-
activado para eliminar color ¢ impurezas (5). Posterlormente -
se concentra hasta el 32% del volumon orlginal y se permite la
cristalizacidn del lactato do calclo a temperatura de 4=59C we
(16,18,30,33). Por dste método se obtiene deido 1dctico en sus
grados comestible, pldstico y USP (38).

b) Recristalizacidn del lgctate de zinc.- Algunas veces ase
conveniente preparar lactato de zinc, debldo a su baja solubi-
1idad (9).

En un mdtodo, al fermentado se le agroga Zn0, sc¢ deja repo-
sar durante 8 dfas y despuds se callenta a cbullicidn, se fil-
tra, docolora, se concontra la solucidn y se cristaliza la sal
en agua caliente (12,30),

Un sogundo método consiste on transformar el lacteteo de cal
clo a la sal do zinc mediante el uso de ZnS04 o ZnC0y (33,38),

¢) Proparacidn de lactato de metilo.~ La solucidn acuosa de
dcido 1dctico se concentra (10,30). Lucgo so afiade metanol al=
deido, se adiclona HpSOs4 que cataliza la esterificacién cuando
la wezcla se callenta a 1000C (30,33). ELl producto so sopara -
de 1la mezela de aleohol y agua por arrastre de vapor (10).

El lactato de motilo so fracclona n presidn atmosférica enw

una coluiia resistente a la corrosidn. e solucidn acuosa resi
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dual procedente do cste trasamiento es el deldo ldetico de ca-
1ldad USP (5,16,30).

d) Oxidneidn de impurezas orgdnicas.~ Al oxidar los llcores
crudos de los lactatos o al dcico liire con HaOCl, KlnOyy ==e-
Ca(C10)py XaCro4, HNOy, Clp(gas), O3(gas), se obtlene una puri
ileacidn parclal del dcldo ldetlco. Por este proceso se ohtle-
ne dcldo de grado comestlble (33,38),

e) Extraccidn con dter isopropflico.~ EL deldo ldctico so =
oxtrae del lfquldo de fermentaclén con dter Lsopropflico, pero
el proceso es Ineflclonte y pellgroso porque el disolvente oge
inflamable y forma perdxidos explosivos (30,33,38).

) Destilgeldn fragclongda.- Cuando se callenta cl dcldo ==
ldctico a su purto de ebulliclén, se ocaslona la autoesterifi-
cacidn con formacidn de polidsteres voldtiles, 1o que induse--

trialmente hace impractlcable al mdtodo (30,33,38).



“16m

CHRACTEAZLT ICAS U igpergillus nigor.-

Los asporgilos son hongos filamentosos sapréiitos [2l), ca=
paces de desarrollar en muchos sustratos (32), por lo que cong
tituyen la principal fuente de contaminscibn de 105 diversos =
medios de cultivo (46).

Agpergillus nizer y algunas otras cspeclios, se pucden adap=
tar a la vida parasitaria causando otomicosis, infecclones en~
plel, narlz, orbitales, cardiovasoulares, asma y aspergilosis=-
pulmonar (21,30,46),

Las colonles jdvenes de Agperglllug niger son blaneas, llgg
ramonte amarillentas, sobre las que van apareciendo puntos ne-
gros que son las cabezas asporgllarves, tfpicamente radiadasg y-
globoshs, quo alcanzan hasta 1 mm de didmotro, presentando co=
nididforos de tamnfio variabloe y vesfculas glohosas de péredas—
delgadasy do 20 a 50 mlcras de didmetro, con esterigmas en una
serie (23,30),

= IMPORTANCIA.~ ELl ascomliceto A. niger y otros del mismo gd
nero, so utilizan on la produccién oomercial de glucoamilasa,-
enzima que digiere los almidones y los transforma on azicarcs-
simplos, los quo son fermentados por otros microorganismos pas
ra obtener diforontes nroductos (1).

- ACTIVIDAD ENZIMATICA.~ La acelidn hidrolftica de A. niger-
sobra ol almiddn se debe a la oeamilasa ¥ & la glucoamilasa.e
iluchos microorganismos producen glucoanilasa, pero al mismno «=

tiempo tlenen una considerable produccidn de transglucosidasa,
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enzima cuya importancia estriba en que reduce loc rendimlontos
de glucosa obtenida a partir del almid5n, pues produce glicosn

cdridos no fermentables con enlaces ol~l,6 (23,30,32,37),
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CARACTERISTICAS DE Lactobacillus delbrueckid .~
=~ MORFOINGIA.~ Los lactobacllos son bacterias Gram pogitie-

vas, en forma de bacilos rcgulares, no esporulados, alslados o

formando cadenas cortas. En la especice delbrueckii, los bacilos

miden 0,5+0,8 micrag de ancho por 2-~9 micras de large, con ex~

tremos redondeados y revelan granulaciones internas cuando sc=-

tifien con azul do metileno (2,30). No son mdviles y las colow~

nias normalmente son rugosas y no plgmentadas. El desarrollo -

en medio s81ido so aumenta por anaerobiosis y presencia de €0y

on concentraciones del 5 al 10%. En medio lfquido, cl microor-

ganismo desarrolla en todo el caldo y las células se scdimentan
despuds do que ¢l crecimiento cesa. Bl sedimento cs terso y ho

mogdneo; nunca se forman pelfeulas (2,3).

~ CONDICIONES DE NUTRICION Y DESARROLLO.~ Los lactobacilosw
gson microorganismos extrenadamente exlgentes y delicados, pues
no sélo requieren carbohidratos como fuente de energfa y carbg
no, sino tambidn peptona, cxtractos de csrnc y levadura y sue
plemontos como jugo de Jjitomate, mangancso, acctato v dstores=
de dcido oleico, especilalmente Tween 80, que son csenciales pa
ra la mayorfa de las especiles.

Los lactobacilns desarrollan mejor en un medio ligeranmentes-
deido de pH 5.9-6.2, on condicioncs mieroaerdfilas o anacrobias
¥ en un rango de temperatura do mesdfilo a ligeramsnte termdfi
lo (30-400C como Sptimo) (2,3,7,30,42).

~C4PACIDAD DE FERMENTACION,.- Las cepas dc Lactobacilius ww~-
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delbrueckil forman deido sin gas a partir de glucosa y obros -
carbohldratos; son tf{picamente homofermentativos, producen =w-
D(=)dcido ldctico como principal producto carbonado final del-
metabollismo de los carbohldratos (2,3).

- PROCEDIMIENTOS DE CONSERVACION.- Para la conservacidn du-
rante un perlodo de tlempo corto, los cultivos se desarrollan-
en medlo MRS, el cual s¢ lncuba hasta que el desarrollo sea vi
sible, se refrigera a 4~59C y so transfiere mensualmente,

El método de elecceidn para la conservacidn por un periodo =
largo de tlempo es la liofilizacidn (3,8).



CAPITULO 1V,

PARTE
EXPERIMENTAL,.
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Los microorganismos empleados fueron:

1e~ Una cepa de Aspergillus niger proveniente del Laborato-

rio de Microblologfa Exporimontal de la Facultad de Quimica,
UNAYM, a la cual se le comprobd, on una tesis anterior, su capy
cldad amilolftica.

2.~ Unn copa do Lagtobacillus delbrueckil 4TCC-9649, prove-
nlente del Cepario de la Facultad de Qufmica, UNAM, caracteri-
zada como productora da dcido ldctico.

Este trabajo se dividid en § etapas que corresponden a:

I.~ Comprobacidn de la pureza do las cepas a emplear y cone
servacidn do las mismas.

II.- Seleccidn de la motodologfa para la preparacidn del mg
dio de papa y detormingcidn de glucosa.

II1T.- Obtencidn de deido ldctico on un proceso fermentativo
de 2 fases:

3els FASE I,~ Formentacidn amilolftica (FA):

Durante dsta se efectda la hidrdlisis del almidén do papa =
hasta glucosa, mediante la aceidn de la glucoamilasa qus sintg
tiza Agperglllus niger.

3e2¢ FASE II,~ Fermentacién ldctica (FL):

La glucosn‘libre obtenida en la fase I se fermenta con un =
cultivo de Lagtobaeillus dolbruecicdd ATCC~9649 hasta deido Mg
tico,

IV.- Obtencidn de deido 1dctico en un proceso de fermentaww
oidn simutdnea en el que se inoculd a Aspergillus nigor y Lacw~
tobacillug delbrueckii ATCC-9649,



Vo= Extraccidn del dcido ldctico como lactato de calcio.
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I.~ COMPROBACION DE PURLZA Y CONSERVACION DI LQOS ZULTIVOS.

-t )

l.l.~ Aspergillus niger s
La ceps de Agpergillus niger sc sembrd en tubos inclinados-

con medio de agar Dextrosa-Sabouraud (apdndice 9.2.1.1), se in
cubaron durante 7 dfas a 289C, se verificd la pureza medlante-
microcultivo en el que sc obsorvaron las caracterfsticas mlcrog
cdpicas del hongo,

Para conservar la cepa, los cultives se mantuvicron en re--
frigoracién a 4~5°% y se resembraron cada 3 meses en el medio-
antes indlcado.

1.2.~ Lactobacillug delbruecldd ATCC-9649:
La copa de Lactobacillus delbrucckii ATCC-9649 provenlente-

del Cepario de la Facultad de Qufmica, se recibid sembrada en-
un tubo inclinado que contenfa agar AOAC, el cual se habfa in-
cubado 8 dfas a 459%C. A ese cultivo se lo agregaron 5 ml de ==
caldo AOAC estéril (apéndice 9.2.2,2) y se incubd a 40-450C dy
rente 48 horas para propagar el cultivo. Una vez efectuado lo-
anterior, la cepa se resembrd en tubos de 13x100 con tapdn de-
rosca conteniendo unos caldo ACAC y otros caldo MRS (apéndice-
9.2.2.3), se Incubaron 48 horas a 40-42°C, sc mgntuvieron en =
refrigeracidn, se resambraban mensualmente en los 2 caldos in-
dicados y se verificaba la purcza mediante tinecidn de Gram y =
tincidn con azul de motileno, observdndose las caracterfsticas

proplas del microorganismo.
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I,~ COMPROBACTON DE PURKZA Y CONSERVACION DE LOS CULTIVOS.

l.1.~ Aspergillus niger:
La ceps de sgperpillus nizer se sembrd en tubos incllnadoge

con medlo de agar Doxtrosa-Sabouraud (apdndice 9.2,1.1), se¢ in

cubaron durante 7 dfas a 289C, se verificd la pureza mediante-

microcultivo en el que se obscrvaron las caracterfsticas microg
edpleas del hongo.

Para congservar la cepa, los cultivos se mantuvieron en rew-
frigoracidn a 4-5°% y so rosembraron cada 3 mesos en el mediow
antes indicado.

1.2.~ Lactobacillug delbrucclcdi ATCC-9649:

La cepa de lactobacillng delbrucckii ATCC-9649 proveniente-
dol Cepario de la Facultad de Qufmica, se recibid sembrada en-
un tubo inclinado que contenfa agar AOAC, el cual so habfa in-
cubado 8 dafas a 45°C. A ese cultivo se le agregaron § ml de ==
caldo A0AC estdril (apdndice 9.2.2,2) y se incubd a 40-450C du
rante 48 horas para propagar el cultivo. Una vez efectuado Lo-
anterior, la cepa se resembrd on tubos de 13x100 con tapdn de=-
rosca contenlendo unos caldo AOAC y otros caldo MRS (apéndice-
9.2,2.3), se incubaron 48 horas a 40-42°C, se mantuvieron en -
rofrigeracidn, so rosembraban monsualmente en los 2 caldos in-
dicados y se verificaba la pureza mediante tincidn do Gram y -
tineidn con azul de metilono, observdndese las caracterfsticas

proplas del microorganismo.
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LEDIO DE PAPA Y DETERMINACION DE GLUCOSA.

2.1~ Preparacidn del medlo de papa:

En trabajos anteriores (23,30) la preparacidn del medio dew
cultivo se efectud sometiendo a la papa a un coclmiento durane
te 2 horas, previo a la esterilizacidn, En ésto trabajo so dee
termind la factibilidad de omitir el cocimiento do lu papa y =
obtener una concontracidn de carbohidratos totales similar a =
la obtenida con esto pretratanmiento del sustrato. Con tal fine
s¢ pesaron 250 g de pepa cruda y sin pelar, estos se¢ homogencl
zaron con agua para obtener L 1itro do suspensidn a la que sew
afladieron sales (apdndice 9.2.3.2).

La suspensidn se dividid en 4 lotes; 3 do ellos fueron somg
tidos a esterilizacidn a una temperatura de 118°C y tiempos de
calentamiento de 15, 30 y 4% minutos, procediéndose a dotermie
nar en los 4 lotes los carbohidratos totales por el mdtodo de-
antrona (apdndice 9¢3¢2)e

Con base en los resultados obtenidos (tabla 1) se selecclo=-
nd el tiempe do 30 minutos de esterilizacidn, mismo que fue ==

aplicado en la preparacidn del medio de cultivo empleado il we

las sigulentcs etapas del estudio.

2,2.~ Evaluacidn de 2 mdtodos para la doteriizacida do gluw
cosas ,
So compararon 2 nétodos para la cuantificacién de glucosa =

conaideruado ¢l zenor costo do reactives, menor grade de contp

~~~~~
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minacién, seguridad personal y contizbilidad.

Los métodos valorados fuerons

ae= Mdtodo do orto-toluldina (apdndice 9.3¢3el}e

be~ Mdtodo de Nelson-Somogyl (apdndice 9.3e342)e

Las pruchas se roalizaron en medio MPe/S (epdndice 9.2.3.2)
inoculado con Agperglllug nlger bajo las sigulentes condicloes
nes experimentnleé:

- Papat 350 g/litro

- Inéculo do A. m:gg_;;: 10% v/v

~ Incubacldn: 24 horas a 280C y 200 rpm, NOTA: Se consorvdw
un testigo SIN inocular (ver tabla 2).
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III.~ @BTIENCION DE ACIDO LaCTICO LN Ull PROCESQ FERMENIATIVO

P

DE DOS FASES.
Jele~ FASE I: FERLMENTACION ANMILOLITICA (FA).
DIAGRAMA DE TRABAJO,
[Copa de Aspergiliug niger |

| Comprobacidn de pureza M.crocultivo
IActivacidn de la cepa }~—— Cultivo base

lPreparaciGn del in6cul&1

Praparacidn del
medlo de cultivo

| Hidrélisis onzindtica |

IHidrolizado con s8lidos y biomasé]

Lgfterilizqcién en autoclavel
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Jelele= Preparacidn del indeulo de Agpergillus niger v adap
tacidn al medlo do cultivo a base de papae

La copa de A. niger sc sembrd en un matraz Erlenmeyor de ==
300 ml conteniendo 50 ml de agar Dextrosa~Sabouraud (apéndlco-
9.2.1.1), el cual se incubd a 280C durante 7 dfas; al tdrmino-
de este tiempo se le adleiond la cantidad nccesaria de solucidn
de Tween 80 al 0,24 para proparar una suspensidn de esporas ==
con un némero aproximado de 80x106/mL (tdcnica de conteo en la
cdmara de Neubauer, apdndice 9.3.1). So adicionaron 4 ml de &g
ta suspensidn a un matraz Erlenmeyer de 300 ml que contenfa ==
100 ml de medio estdril de papa MPc/S de 350 g papa/litro (apdn
dico 9.2,3.2), se incubd a 289C y 200 rpm durante 24 horas (tga
bla 3 y grdfica 1) tiempo que tarda en inlclarse la hidrdlisis
del almidédn, ELl cultivo asf obtenido se mared como "indculo de
Agporpillus nigep¥,

341424~ Hidrdlisis enzindtica del almidén,

Del matraz marcado como "indculo de A. niger" se tomaron vg
ldmenes de 10 ml quo se transfirieoron a cada uno de los matra-
ces Erlenmeyor de 300 ml que contenfan 100 ml de medio estdril
MPe/S (indculo de 108 v/v); despuds de esta operacidn, los ma-
traces sembrados se incubaron a 28°C, 200 rpm y sc determind -
el tiempo en el cual se obtiene la mayor concgntracién de glu-
cosa, la cual se cuantificé cada 24 horas por el mdtodo de or-
to~toluidina (apdndice 9.3.3.1), obscrvdndose que la mayor con

contracidn de glucosa so obtiene a las 48 horas de Lncubacidn-
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(tabla 4 y grdfica 2).

Jelede~ Hiardlisis cnzimftica del almiddn de papaa

Una vez establecldas las variables cxperimentalcs para la «
fermentacidn amilolftica (FA) se procedid a comprobar el tiem=
po de hidrdlisis dol almiddn; para ello se corrieron 4 fermen-
taclones, cada una por quintuplicado. En dstas sc mantuvieron-
las condiciones inicinles que corresponden a matraces Erlenme=-
yer de 300 ml conteniendo 100 ml de Mpe/S de 350 g papa/litro~
(apdndice 9.2.3.2) y esterilizados a 1189C durante 3O minutos;
pH 5.5~6.0, temperatura de 28°C; agitacidn de 200 rpm; indeulo
de A. niger de 10% v/v y tiempo de fermentacidn de 48 horasg =
(tabla 5).

Loz métodos utilizados en las determinaciones fueron:

~ Carbohidratos totales: antrona (apdndice 9.3.2).

~ Glucosa: Nelson-Somogyl (apéndice 9.3.342).

Al finalizar las fermentaciones amilolfticas se esterilizbe
el hidrolizado a 1189 durante 15 minutos, con lo que se obtu~

vo el modio base para la fermentacidn 1detica.
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3424~ FASE IL: FERMENTACION LACTICH (FL)e

DIAGRAMA DE TRABAJO,

Cepa de Lgctobpelllus dolbrueckil ATCC=-9649

lComprobaciGn de pureza Cultivo base

Proparacidn del inécul;1

[fermentacidn léctical

Extraceidn del deido ldctico
como lactato de caleclo

Rendimiento

Modio para la fermentg
cign lSctica
(MHPe/Nmod)
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342ele= Fermentacidn lactlca (FL).

La sogunda fase consistid en la fermentacidn de la glucosa=
obtonida cn la fase I mediante la accidn motabdlica de Lactobg-
cillug delbrucckid ATCC-9649 para obtensr dcido ldcticos

Para el desarrollo de los lactobacilos el hidrolizado de pg
pay que contenfa sélidos y biomasa, se complementd con nutries
mentos esenclales y se le agregd CaCOy (medio MHPc/Nmod, apén=
dice 9.243.3)

3¢2424~ Praparacifn del infculo de Lagtobacillus delbrueckii
ATCC=9649.

Con el fin de favorecer el metabolismo microaerofflico de =
los lactobacilos, en tubos de 13x100 con tapén de roseca, so cg
locaron 5 ml de modio #3 (MPLac, apdndico 9.2.2.3) y se estory
1izaron durante 15 minutos a 1219, Posteriormente se sembrae-
ron con 0,25 ml de un cultivo de 48 horas de L. delbrueckid -
ATCC~9649 obtenido en medio A0AC o medio LRS (apdndice 9e242e1
¥ 9424242, reapoctivamente). Los tubos asf preparados se incue
baron durante 48 horas a 40-420C,

34243 o~ Condiciones para la fermentacién licticas

En trabajos anteriores (23,30) se establecieron condiclones
experimentalas para la fermentacldn ldetica, las cuales se pre
sentan a continuaeidn:

- Matraz utilizado: Erlenmeyer de 125 ml con tapdn de algo=
dén.

= Aoreacidn: condicionss microamerofflicas.
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~ Agitacidn: SIN agitacidn,

- Extracto de levadura: 1,5%

CaCOy: 24

pH dinicials 640

Temperaturas 450C

Indculo do Le delbrueckid ATCC-9649: 5% v/v.
pH procescs: 4.5

« Tiompo do fermentacidn: 168 horas.

Para dste trabajo, so modificaron algunas de estas condicig
nes y fueron las sigulentes:

- Matraz utilizadot Erlenmoyer de 125 ml con tapén de hule=
(figura 1),

~ Agua do levadura al 204 (utilizada en lugar del extracto-
de levadura): 15 m1/100 ml de medio.
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FIGURA l.~ Esquema del matraz para la formentacidn ldctica.

Algoddn

Capuchdn de papel

z & ___X Tapén de hule
————\-———— Aguja

Medio para la
~ Farmentacidn
//// \léctica
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3e2444= Fermentacidn ldctica (FL).

Con el fin de determinar la cantidad de papa para obtener =~
el miximo rendimiento de dcido ldctico, el contenido de papa/-
litro de medio se varid en la siguiente forma:

- Lote 1: 150 g papa/litro,

« Lote 2: 200 g papa/litro,

~ Lote 3: 350 g papa/litro,

Cada fermentacidn se llevd a cabo por triplicado o quintu=e
plicado, en matraces Erlenmeyer de 125 ml conteniendo 100 ml =-
de medio MHPc/Nmod (apdndice 9.2e343)s
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IV.~ GBTENCION DE ACIDQ LACTICQ EN Uil PROCESQ DE FERMENTAmw
CION SIMULTAMEA EN EL QUE SE INOCULO A Aspergillus niger y Lac~
tobacillus delbrucckil ATCC-9649,

4,1~ FERMENTACION SIMULTANEA (F8).

DIAGRAMA DE TRABAJO,

[Medio de papa pars la fermentacién simultdnea

lEsterilizaci&n]
~——{In6culo do A.nliger }—-——-a Cultivo base
- de A+ plgex
Indculo de L.g%- Cultivo base
brueckil ATCC-5649 de L.dol-
-304.9

{Fermentacidn simultdnes |

Extraceidn del deido 1dctico
como lactato de ealclo

Rondimiento
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442,= Formentacidn simultdnea (FS).

En esta parto del proyocto se 1llovd a cabo la formentacidn-
1dctica on unn sola etapa, dosde almidén do papa hasta deido -
1dctico, para lo cual, y con base on los experimentos anterio-
res, se mezclaron los 2 medios de cultivo empleados anteriorw
mente, resultande el que se denomind como "medio do papa paras
la fermentacidn simultdnoa, MP/FS" (apéndice 9¢243+4), manta=
niéndose la esterilizacidn durante 30 minutos.

443, Preparacidn de los indculos microbianos,

Los indculos do Agporgillus niser v Lactobpeillus doloruookid
ATCC-9649 se obtuvieron on la forma antes mencionada para la =
formentacidn amilolftica y fermontacién ldctica, respoctivamen
to,

4.,4,~ Condiciones para la fermentacidn simultdnea,

Para eiegir las condiciones exporimentales, se tuvleron en~
cuenta las condiciones Sptimas de desarrollo de los microorga=-
nismos empleados, asf como la actividad éptima de las enzimage
purificadas involucradas reportadas en la bibliograffa (142,43,
14):

MICROCRGANISMOS ENZIMAS
Ae niger Q.de;ﬁggegkia oC~amilasa Glucg
emperatura 2837 404 am%lasa
gpt ma (°C) ’ &
pH 6ptj-m0 500"600 5.5"602 500 ' 340
. ‘ Se activa 540
en presen
cla do ig
neg de ==
calelo
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Basdndosc en lo anterior, las condlclones se ubicaron en un
rango que favoreclera ligeramente a Lactobacllliug delbruccikli-
4TCC-9649 debido a su sensibllidad a los camblos ambicntaless

Se establecleron las sigulentes condicilones experimentalose
para la fermentacidn simultdnea:

~ Contenildo de papa/litro en el MP/FS: 370 2.

-~ a) latraz: Srlenmeyer de 250 ml con tapdn de algoddn.

Volumen do MP/FS: 100 ml.
=~ b) Fragco: 80G rl cen tapdn de hule-espuma.
Volumen de MP/FS: 500 ml,

Carbohidratos lniclales: los conteuldos en la papt.

~ pH inlelal: 5,5=5.7 y una vez iniclado el proceso formen=
tativo, el pH se reajustaba a un valor de 5.4 medianto la adle
eidn do CaC0y cada 24 horas.
Indculo de A. plger: 108 v/v,

Indeulo de L. delbrueckii ATCC-9649: 5% v/v,
Tenperatura do fermentacidn: 38-409C,

Agitacidn: 50 rpm con el objeto de mantencr lemogdiwo el=-

medio y favorecer el desarrollo de A. niger en la superficle y
crear condiciones microaerofflicas para L. delbrugckli ATCCw w
9649,

4454~ Uoterminaciones roalizadas.

- pHe

- Carbohidratos totales (mdtodo de antronn, apdéndice Yeje2).

- 4cido 1detico (mdtodo do Nanni-Baldini, apéndice 9.3.4).
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- dzdeares residucles {»dzodo de Helson-Somogyl, apdndlce -
9e34302)0

Se realizaron cada 24 horas durante 10 dfzg, ticmpo al quew
se alcanzd 0,05-0,09 g de azfeares residuales/100 ml de MP/FS,

Con lag condiclones indlcadas sc corrioron 3 fermentaciones
con voldmenes de 100 ml y 2 fermentaciones con voldienes de --

500 ml.(tablas 7 a 12 y grdficas 3 a 6).



«38-

Ve EXTRACCION DEL ACIDO LeCYI70 2259 LaCTATQ DE CALICIO.

DIAGRAMAN DE FLUJQ.
[0t 0 }—s{ Filtracidn al vacto
l

| Lequido £iltrado)

rAJustar pd a 5-6 con deido la'ctico‘
]

IAdicionar carbdn activado con agltacidn]

1
IFiltrado con color l———s—-)——v Ajustar pH a 7-8
{€2) con CaC0y

[Concentrar al vacfo hasta 329 del volu.men]t-

I
ngicionar alecohol de 96°]

Refrigerar

0 r11bend
1r filtrado

Cristales

[LaVar con agua frfa]

Filtrar o Primeras aguas do
lavado

lLava,r con aguwa ¥ acotona].__w‘ Desochar aguas de

T [lavado

Cristales | Socar al.—pj Andlisis de pure

30-409C 28 e
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FIGURA 2.~ Esquoma del sistema de concentracidn al vacfo ==

(30).

'| 4= Torndnatro

Robtavapor

N©G

¢ Yachero

Mator

Pinzas de Molr
L_*i\
——

Vaclo

Bafio da,hialo T:a\m g de
vaclo
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Yelew Zxztraceidn del feido lictico como lactato de calelo ~
(5,11,14,16,18,30,33),

Para la cxzbrpceidn del lactato de calelo, cl rosto se calen
t& a 609 en baiio marfa y se £114rd al vacfo a través de algo-
ddn. Antos de descchar los s3lidos, estos se lavaron con poqug
flas porclones de agua caliente, que se underon al Mquido il-
trado, lucgo de lo cual se ajustd el pH a 5-6 con unas gotas =
de dcido ldetico QP.

Manteniendo calionte la solucidén y con el fin de decolorar-
la, sc¢ afiadieron porciones de earbdn activado, agitando despuds
de cada adicidn; al final se £iltrd para climinar ol carbdn.

51 el filtrado presentaba color, se ajustaba el pH a 7«8 -=
con Caco3 y se adicionaba carbdn actlvado ngltando constantew=
mente la solucidn. Una vez filtrada y decolorada désta, se cone
centrd al vacfo hasta ol 32 dol volumen y adn caliente se adi
ciond aleohol de 962, se calentd a 45-50%C y sc refrigerd para
permitir la cristallzacidn del lactato de calcio.

Una vez separados del lfquido, los cristales de lactato dew
calclo se lavaron 2-3 veces con agua holada, guardando ol agua
de lavado para una sogunda conecentracidn al vacfo. Efectuada =
dsta, los cristales se unieron a los primeros y se lavaron con
porciones mfnimas do angua destilada y acctona, lavados que se=
desecharon. Los cristales de lactato dc enlcio sc secaron o =e
30-409C y se sometieron a los ensayos sogin las cspecificaclow

nes de la USP XV (46). Tambidn se determiad ¢l punto de fusidn,
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CAPITULO V

RESULTADOS .,
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TABLA l.- Carbohidratos totales cn el medln do papa sin <=~

terilizar v esterilizado a difcrentes tiempos (mdtodo de antrg

na, apéndice 9.3.2),

Tlempo de esto~ Carbohldratos totales ledla
rilizacidn
(minutos) 2/100 ml g/100 ml.
0 1.97 1,80 1.64 1,81 1.80
15 2667 2,55 2,64 2,30 2,54
30 4468 5.25 4,52 5el8 4,91
45 3.2 3,50 3.34 3440 3437

Cada valor corresponde al valor promedio de determianciones

hochas por triplicado.

NOTA: EL aspecto ffsico dol medio MPe/S cstdril fue:

Gris con un ligero tinte cafd, denso, viscoso, opaco.
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TABLA 24- Evaluacidn de 2 mdtodos para la determinacidn do-

glucosa.

Clave dol ,G6LUCOS4A (mg/100 ml)

loto ana-

lizado Orto=tolnidina Nelson~Somogyli

Testigo 19 27
1 164 221
2 102 111
3 205 210
4 153 128
5 215 207

Media 168 175

Los resultados son el promedio do doterminaciones efectunm=

das por triplicado.
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TABLA 3.~ Tiempo do adaptacidn de Asperpillus niger al medio

de papa 4Pc/S,

Horas Glucosa (mg/100 ml)
0 196
24 28
a8 600
72 1,150
9% 1,300

las determinaclonos se hicieron por triplicado utilizando -
el mdtodo de cuantificacldn de glucosa de Nolson-Somogyl (apdp
dice 9.3.3.2)-
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GRAFICA 1,~ Tiempo de adaptacidn de Agpergillus niger al -
medio de papa MPc/S.

0 Glucnsa (ng/L00 ml)

1150 ]

900 J

600 -

300 A1

200 <

24 48 72 ' 96 Horas
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TABLA 4.~ Determinacidn del ticmpo de hidrdlisis enzimdtica
del almiddn.

Horas mg glucosa/100 mL
0 300
24 780
48 _ 1,670
72 820
9% 700

Las determinaclones se reallizaron por triplicado (métode do
orto~toluidina, apdndice 9.3.3.1).
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GRAFICA 2.~ Dotorminacidn del tiempo de hidrdlisis enzimdti-
ca del almiddn,.

Glucosa (g/100 ml)

1.6

l.4 -

1.2 -

1.0 ~

0.8

0.6 “

044 -

0 B 48 72 96 Horas
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TABLA 5e= Hidrdlisis cnzimftica del alnidén de papa (formen
tacidn amilolftica, F4).

FERMENTACION CHO's GLUC 0SA
mg/100 ml ng/100 ml

1 6,550 1,990

2 6,300 1,930

3 6,000 1,610

4 75740 2,270

Yedia 64650 1,950

Los métodos utilizados en las determinaclones fueron:

~ Carbohidratos totales: antrona (apéndice 9.3+2)e

= Glucosa: Nelson-Somogyl (apéndico 9e3e¢3+2).

Al finalizar las fermontaciones amilolfticas se estoriliz6-
el hidrolizado a 1189C durante 15 minutos, con lo que se obtu=
vo el medio base para la fermentacidn lfctica (FL).
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TABLA 6.~ Comparacidn del rendimlento de deido ldetlco en -
medios MHPe/Nmod en los que se varid la concentracidn del suse-

trato inicial (fermontacidn ldctica, FL)e

g papa/ |Fermen | Glucein., | Acsldcts | Rends | Rend.medio
litro | tacidn | mg/100 ml | mg/100 ml % %
150 1 440 215 54435
2 460 227 54,88 54476
3 410 203 55.06
200 1 717 430 66470
2 774 476 68439 67.37
3 647 390 67.03
350 1 1,800 1,421 | 87.80
2 1,510 1,206 | 88.82
3 1,290 1,040 | 89.66 88431
4 1,660 1,300 | 87.09
5 1,450 1,150 | 88,20

Los resultados son ol promedio de fermentaciones efectuadas
cada una, por quintuplicado.

Los métodos cmplendos en las determinaciones fueron:

- Glucosa: orto-toluidina (apéndice 9.3.3.1).

= Acido 1dctico: Nanni-Baldini (apdndice 9.344).

NOTA: E1 rendimiento de deldo ldctico estd calculado a par=
tir de 1a.g1ucosa'1nicinl.
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TABLA 7.~ Valoros do pH a diferontos perindos de incubacidn
en la formentacidn de papa inoculada con Agperglllus niger v -

Lactobgeillus delbrueckls ATCC-9649 (fermentaclén simultdnea,-
F8).
Horas FERMENT A ACTI OXN
1 2 3 4
0 5¢7 5465 5.6 55
24 6.0 48 50 5.
48 54 4.8 4,8 5l
72 5l 4,5 4,8 4,8
96 Sl 4,5 4.5 4.5
120 448 4.5 4,5 4.8
144 445 4.5 4.5 4,8
168 4.8 5.1 4,8 5ed
192 5l 5.1 501 5l
216 54 Se4 5ot 5.4
240 54 54 5e4 5.4

NOT4 ¢ Resultados de experimentos realizados por triplicado,
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GRAFICA 3= Fermentacidn simultdnca: pH.

b
Ie

240

Horas

| o ¥
1 x9 +
%S
o
| %o '%
N i
©
Re:]
[

p

Q

s O\

!

Ky

o~

| o

<t

-4

p 'J:fiik T T T T T \5 o
[3 D;o [J . ‘t r! cz 02 uwy -
N W A N NN o+ <



-50u

TABLA 8.~ Resultados dol contenido de carbohidratos durante
el proceso de fermentaqi&n simltdnea (FS) de la papa inocula=

da con Agpergillus niger y Lactobpeillus delbruecid), ATCC= —ww
9649,

Tiempo de in Carbohidratos totalos (g/100 ml)
cubacidn
Horas FERMENTACTION
1 2 3 4 5
0 11.78 10,00 9.36 10,50 9495
24 Ba26 7,47 8,10  7.20 7,80
48 6440 6.60 644 6423 6485
72 5e24 5.90 5,70 5.60 5475
96 4,37 5420 4,04 5,00 4,70
120 3.90 4,40 3450 375 4,15
144 2,40 2,10 2,20 1.80 2,00
168 1,40 1,00 1,20 1,35 0,90
192 1,15 0,80 0,70 0496 0.75
216 0,50 0,70 0,55 0,80 0.60
240 0480 0.70 0.53 0.80 0,60

Los valoras roportados son el resultado de experimontos hee
chos por quintuplicado a pH inlcial de 5.6-5.65 .
El ndtodo utillzado en las determinaciones fuc el de antro-

na (apdndice 9.3.2).
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GRAFICA 4.~ Formontacidn simultdnea: contenido de carbo-
hldratos totales.

CHO's totales
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TABLA 9.- Resultados del contenido de deldo ldctico durante
el proceso de fermentacidn simultdnen (FS) de la papa inocula-

da con Agpergilius nigow v Lagtobpcillus delbruockif AICC~ wwe

Tiempo de in dcido Idctico (g/100 ml)
cubaclon
Horas F ERMEDNTAAC I 0N
1 2 3 4 5
0 0,0 0.0 0,0 0,0 0.0
24 2.8 2,0 1.7 2.1 1.9
48 4,0 3.3 3.0 3.4 3.1
72 5e2 4,1 3.8 4e3 3.9
96 6.0 54 4.8 5.6 5.0
120 649 59 54 6,1 5.6
144 8,0 6.7 6ol 742 644
168 8.9 749 7.2 8.0 743
192 9.0 8,0 704 8.2 7¢4
216 9,1 8.0 7ot 8.2 746
240 9.1 8,0 7e4 8.3 746

NOTA: Fermentacliones 1, 2 y 3 se cfectuaron en matraces Er=
lenmeyer de 250 ml.conteniendo 100 ml de medio MP/FS, Las fer=
mentaclonos 4 y 5 so ofectuaron en frascos de 800 ml contenien
do 500 ml do medio MP/FS. El dcido 1dectico se cuantificd por -
el mdtodo de Nanni-Baldini (apdndice 9.344)e '
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GRAFICA 5.- Fermentacidn simultdnea: contenido de deido -

lactico.
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TLBLA 104~ Rendimlonto de Acido ldctlco cn el proceso de -
fermentacidn simultdnea (FS).

DETERMINACIONES FERMEWMNTACTION
1 2 3 4 g
Carbohidratos 11, 78 10,00 9,36  10.50 9,55
inlciales

g/100 ml do MP/FS

Glucesa residual 0.06 0.09 0.05 0.08 0.09
g/100 ml de MP/FS

Acldo 1detico

Rend:l.%iento 52494 54,80 54,18 54417 54453




TABLA 11l.~ Proceso de fermentacidn simultanca (FS),

pfa Horas pH CHO's Acido Ldctico | Glucosa

g/100 ml g/100 mi residual

£/100 nl
0 0 5.65 | 10,00 0.0
1 24 4,8 7447 2.0
2 48 4.8 6.6 343
3 72 4.5 549 4.1
4 96 4.5 5.2 5¢4

5 120 4,5 44 5¢9 0,095
6 144 4,5 2.1 647
7 148 5.l 1.0 749
8 192 51 0.8 8.0
9 216 5e4 0.7 8.0
10 240 ol 0.7 8.0




GRAFICA 6,- Proceso de fermentacidn simultdnea,
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THBLA 12,~ Comparacidn entre los procesos do amilélisis-fop

mentacidn ldctica (FA=FL) y formentacidn simultdnea (FS)

DETERMINACIONES TIPO DE FERMENTACION
FAFL S

CHO'3 iniciales 6.69 10,00

(g/100 ml.)

Glucosa inicial 1.80 ~mteanere

(g/100 nl)

teldo 1dctico .42 8.0

(g/100 ml)

Rondimiento de 87,80 ——remne

deido ldetico a

partir de glucg

sa Iniclal

Rendimiento do L o6y 54450

dcido ldctico a

partir de CHO's

iniciales
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CAPIIULO VI,

DISCUSION DE
RESULTADOS,
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L= COUPROBACION DE L& PUREZA DE LAS CEPAS.

lele~ Asperpilius nigex.

Leleas~ Obgervacion macroscdpicae.- En la superficie del ma=-
dio de agar Dextrosa=Sabouraud desarrolla un micelio algodonow-
so blanco a ligoramente amarillento sobre el cual aparecen pup
tos negros que correspondon a las conidias,

1,lebe= Obsorvacidn microscdpica,~ Tincidn directa con azul
de lactofenol: Se obgervd el micelio septado, los conididforos
terminados on une vesfcula cublerta de estorigmas y cadenas do
conidias esfdricas lisas y algunns ligeramente rugosas da color
negro,

Mierocultivo: Se observaron las mismas caracterfsticas mi--
crosedpleas quo con la tineidn directa,

1.2.~ Lactobaclllus dolbrueckds, ATCC-9649.

ls2.a.~ Observacidn microscdpica,- Tincidn de Gram: Se obsep
varon bacilos regulares Gram positivos, do oxtrenmos redondease
dos, aislados o en cadonas do 3~4 bactorias.

Tineidn con azul do metileno: Los bacilos revelan granulame
cionos internas de color azul intenso.

II,~ SELECCION DE LA METODQLOGIA PARA LA PREPARACION DEL LE
DIO DE PAPA Y DETERMINACION DE GLUCOSA.

2,14~ Estorilizacién del medio de papa.

En la tabla 1 se observa que la cantidad de carbohidratos =
totalos en ol medio do papa aumenta cuando dsto es sometido a=

esterilizacidn, So comprobd que con la esterilizacién directa-
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del sustrato crudo aplicada por mayor tlempo s¢ obtlenc una w
concentracidn de carbohidratos totales similar a la obtenida
en estudios previos (23,30) en los que la papa se cocfa antes~
de la esterilizacidn, lo que indica que este pretratamiento no
es necesario. Se observa que con la esterilizacidn de 30 minue
tos se obtiene la concentracidn mdxima de carbohidratos, lo ==
que indica que eg el tiempo Sptimo para esterilizar el medio -
de papa, por lo que se® utiliz8 en todas las fermentaclones,
2,2,~ Determinacidn de glucosa,

ALl comparar los resultados de la determinacidn de glucosa =
efectunda por los mdtodos de orto-toluidina y Nelson-Somogyi =
se tiens que los valores obtenidos por los 2 métodos son muy =
semojantes (ver tabla 2), lo que indica que se puede usar cuaj
quiera de ellos, pero se prefiers el de Nelson~Somogyl porque-
representa menos riesgo para el usuario y es de menor costa,

III,~ (BTENCION DE ACIDO LACTICO EN UN PROCESO FERMENTATIVO
DE 2 FASES.,

3ele~ FASE I,~ Fermentacidn amilolftica (F4).

Durante la fermentacidn amilolftica, las doterminaciones de
glucosa permitieron:

Jeleas~ Establecer el tiempo de adaptacidn de Agpergillus -
niger al medio de papa, el que corresponde al tiempo en que se
inicia la hidrdlisis del almlddn y al inicio de 1a fase logarlt
mica dol microorganismo. Los resultados do la tabla 3 y grdfie

ca 1 permiten deducir que durante las primeras 24 horas, el ==
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hongo consume los azlcares presentes en ¢l medio original, lo=
que se representa como un desconso en la cantidad de glucosa,=
seguido por el aumento de &sta debido a la actividad de las ep
zimas amilolfticas de Aspergillus niger, por lo que se selecclg
nd oste tiempo de incubacidn para la preparacidn del indeulo,

3elebe~ Establecar el tiempo de fermentacidn en el que se ~
obtiene ol mayor rendimiento de glucosa y que corresponds a la
condicidn dptima para iniclar la segunda fermentacidn (FL). ==
Los resultados de la tabla 4 y grdfica 2 indican que a las 48
horas de incubacidn se obtiene la mdxima concentracidn do glue
cosa y que con periodos de incubacidn mayores dsta disminuye,-
lo que probablemente se debe a que §sta s utilizada por el -
homgo,

3eleCe= Comprobar que durante las fermentaciones amilolftie
cas para la proparacién del medio fase para la fermentacidn ==
ldctica so obtuvieron concentraciones de glucosa similares a =~
las establecidas a las 48 horas de fermentacién (ver tabla 5).

3424~ FASE II,= Fermentacidn ldctica (FL).

En la tabla 6 se observa que los valores mds altos de dcido
1dctico se obtuvieron cuando se cmplearon 350 g de papa/litro=-
de modio de cultivo.

En estas fermentaciones se utilizd agua do levadura on lu-w
gar del extracto de levadura, ya que la primera es mds scondmi
ca y did buenos resultados, lo que la hace un importants susti

tuto del extracto de levadura,
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IVe~ BTENCION DE ACIDO LACTICO EN UN PROCESO DE FE{MENTAww
CION SIMULTANEA EN EL QUE SE INOCULO A Agporgillus niger Y w--
Lactobacillus delbrueckis ATCC=9649,

En esta se efectdan simultdneamente la amildlisis con Asper-
glllug niger y la fermentacidn ldctica con Lactobacillug w=wmee
dolbrueckii ATCC=-9649 en un medio de papa que contiene agua de
levadura, Cn003 y saless

Tomando en cuenta la temperatura a la cual desarrollan log=
microorganismos involucrades y actdan las enzimas o(-amilasa y
glucoamilasa (purificadas) de A. niger, se eligieren condiclow-
nes experimentales que se ublcaron dentro de rangos de valores
que resultaron apropiados para todos ellos, aunque se favoreow=
ci8 llgoramente a L. delbrugcicld ATCC-9649,

Para &ste tipo de fermentacidn se controld el pH para evie
tar que descendiera demasiado e inhibiera la fermentacidn.

Segin los resultados obtenidos de rendimiento de dcido 14ce
tico, ol pH éptimo para el iniclo de la fermentacién simultde
nea so ublcé entre 5.6=5.65 o

En cuanto a la relacién entre pH, consume de carbohidratos-
y produccién de deido 1detico, dsta es directa, ya que, miensw
tras se produjo dcido 1dctico a partir de la glucosa que Se 14
beraba en el medlo, el pH descendfa. Una vez que el pH se man~
tenfa sin variacidn indicaba el final del proceso de fermenta=
cidn, situacidn que se alcanzé a las 192 horas de incubacidn ~
(ver tablas 7 a 11 y grdficas 3 a 6).
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Los resultados de la tabla 12 indlcan quc el proceso de fer
montacidn simultdnea demostrd ser mds eficiente quo el proceso
formentativo de 2 fases, ya que se lleva a cabo una utillizacidn
mds completa del sustrato on un menor tiempo de formentacidn,-
go efectdan menos manipulaciones y el rondimliento de deido ldg
tico a partir de carbohldratos iniclales del medlo es mucho mg
yor que en el proceso de 2 fases,

Ve= EXTRACCION DEL ACIDO LACTICO COMO LACTATO DE CALCIO.

Respecto a la extraccidn del dcido lictlico como lactato de=
calcio, se observd que la cristalizacién del lactato se ve faw
voreclda al adlcionar etanol.

En la tabla 13 se obscrva que las pruebas practicadas al w=
lactato de calcio obtenldo estuvieron acordes a las especificg
clones de la bibliograffa, aunque en cuanto al punto de fusidn
de la sal, dste estuvo ligeramente clevado, lo que se atribuye

a una purificacidn incompleta.
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CAPITULO VII.

CONCLUSIONES
Y
RECOMENDACIONES,
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CONCLUSILIONES.

De acuerdo con los resultados obtenldos, se concluye lo sie
gulente:

1.~ Es factible omitir la coccidn do la papa antes de la eog
terilizacidén,.

2.~ En el proceso de fermontacidn simltdnoa, el aprovecha-
miento del sustrato es total. )

3+~ En éste proceso se obtiene un rendimicnto mayor de deie
do 1dctico,

Las condiclones para efectuar la fermentacidn simultdnoa ww
sons

- Indculo de Asperglllus niger: 10% v/v.

- Infoulo de Lagkobgelllus delbrucckll ATCC~9649: 5% v/ve

- Agua de levadura al 20%: 15 ml/200 ml de ‘MP/FS,

- CaCly: 2%, L

- Condiciones microgerofflicas,

~ Agitacién: 50 rpm,

- Cafbohidrutos Iniciales: los contenidos en la papa (7 a =
12 g/100 ml),

= Glucosa residusl: 0,05«0,09 g/1.00 ml.

« Temporatura: 38-400C,

« pH inlcials: 5,6=5.65

~ PH proceso: 4.5

La extraccidn del lactato de calcio es adecunda y sencilla,
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ECOMENDACTIONE .

le= Para la fermentacifn simultdnea se recomienda un conme=
trol continuo de pH con ol fin de obtener la maxima produccidn
de dcido 1dctico.

2= Variar las condlciones de temperatura desde 400 hasta =
459C para optimizar la temperatura a la que se debe de reali-w
zar el proceso,

Je= Optimizar ol mdtodo de extraceidn de la sal de calcio =
del deido ldctico. '

4.~ Se recomlenda escalar el proceso a vollmencs mayores yw

hacer pruebas en cultivo continuo,
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CAPITULO VIII,

RESUMEN,
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E1l prosonte trabajo se divlde en 2 partes:

PARTE I.- En data, el proceso de obtencidn de deido ldctico
se 1levé a cabo en 2 fases:

Fage Le- Partlendo de papa sin cocimiento previo, se prepas
r8 un medio de cultivo al que se le determind ol tiempo Sptimo
de esterilizacidn en autoclave, despuds de lo cual el almiddn-
de la papa se hidrolizd medianto la accidn enzimftica de Agpope
glllus niger, para obtener glucosa.

Fage 2.~ Bl hidrolizado ostéril se suplementd con agua de =
levadura en lugar del extracto de levadura, se le adiciond =--
CaC03 y se inoculd con Lactobacillus delbrusckll ATCC-9649 pa=
ra efectuar la formentacidén de la glucosa hasta dcido ldctico,
ol cual fue cuantificado segin el mdtodo propucsto por Nannie=
Baldini y separado del mosto como lactato de calclo,

EL rendimiento de deido Lictico a partir de la glucosa obtg
nida en la fase 1 fue de 88,30%, y caleulado a partir de carbg
hidratos iniciales fuc de 14.65%.

PARTE IX.~ Esta se reallzd por un proceso on una sola etapa,
conocido como formentacidn simultdnea. Para dsto, el medio de~
papa con sales se enrlquece con agua de levadura y so lo adiee
clona CaCly y so fermenta simultdricamente con infeulog de wwwm
Agpergillus niger vy Lactobaelllus delbrusckil ATCC-9649. Duran
te la formentacidn se evaldan, cada 24 horas, el consumo de ==
carbohidratos, la presencia de deido ldetico y se controla el-

pH, que demostrd ser la variable crftica para la produccidn de
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deido Ldetico,
El deido léctico obtenido al final de dste proceso tuvo une
rendimiento de 54,804 cnleulado a partir de carbohidratos ini-

cinles.
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CAPITULO IX.

APENDICE,
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9ele SOLUCIONES Y SUSPEHSIONLS.
9¢lele Solucidn "A" de sales minerales (17,23,30).
L1g504+7ip0 10 g.
FeS04+7Ha0 ____ 0.5 g
MnS04+4Hy0 . 0,5 gu

Agua dest. 50 ml.

9.142, Solucidn "B" de sales minerales (17,23,30).

CH3C0O0Na 12.5 ge
Twoen 80 06 ge
Agua dest, 50 mbL

Preparar las soluciones por separado y guardarlas en £rag--

cos dmbar,

9.1.3« Agua de levadura al 205 (48),
Lovadura comprimida 200 g.
Agua destilada cbp 1,000 mbL

pH 6,8 + 0,2

Esterilizar en autoclave durante 60 minutos a 1219C, Dpjar-

sedimentar.
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9424 MEDIOS DE QULTIVQ.
9¢2s1¢ Nedios para Agpergillus niger.
9¢24141s Agar Doxtrosa=Sabouraud (4),
Para preparar 1,000 ml:
10 g.
Glucosa 40 g

Seicom————

Poptona

Agax ___ 15 g,

Agua dost. ___, 1,000 ml
pH 546 * 042

Disolver los ingredientes en el agua y calentar agitando =

I'recuontemente y hervir durante 1 minuto. Esterilizar en autoe
olave durante 15 minutos a 118%.,

94242+ Modios para Lactobacillus delbrueckid ATCC-9649,
92242.1¢ Caldo AQAC (4),

Para preparar 1,000 mls %
Lache peptonizada ___ 15 g.
Extracto de lovadura_ 5 ge !
Dextrosa 10 g.

Jugo de jitomate 5 e
Tween 80

2 g

SRSy -}

Agua destilada 1,000 ml
pH 648 '_t 0.2

Esterillzar en autoclave durante 15‘ minutos a 1210C,
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lioTh: En ¢l caldo AOAC las rcsiembras de Le delbrueclgdi ~--

ATCC=-9649 se hacen mensualmente, incubando 24~-48 horas a 40 --

42%,

94242,2, Caldo RS (3).
Para preparar 1,000 ml:
Leche peptonizada
Extracto de carne
Extracto de levadura

Glucosa

K,HPO,

Citrato diaménico
CH3COONa

MgS 0y *7Hy0

UnS 04 +4H,0

Tween 80

Agua destilada
pH 6-2 - 604

10 go
10 ge

e 5 8o

20 g

5 g

2 g

5 Be

0.5 g«

0e2 ge

1e. ;
1,000 ml |

Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121.9C,
NOTA: Las resiembras de L. delbrueckii ATCC-9649 se hacen =

mensualmente en &ste medio.
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9-202-3¢ Medio #"3 (MPLQC) (23,30)9
Para preparar 100 ml:

Extracto de lovadura ______ 2 8.

Glucosa 2 B

Sols"A% gales miner, __ . 0488 ml
Sol."B" sales miner. 0a74 ml
Agua destilada 100 ml

PH 545=640
Disolver los ingredientes en agua y esterilizar on autocla=
durante 15 minutos a 121°C,

942430 Medios do formentacidn.

9.243.1s Preparacidn de la suspensidn de papa (25,40,44),
Para preparar 1,000 ml: '
Papa 350 ge
Agua dest, cbp ____ 1,000 ml.

Se posa la papa cruda y sin pelar, se corta en trozos pogue

flos y se licds durante l-2 minutos,
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MEDLO PARA LA FERMENTACION AMILOLITICA.-
9424325 Medlo de papa con sales (iPe/S) (23,28,30).

Para preparar 1,000 ml:
Suspensidn de papa
NaNGO3y

KHoPOy

MgS04.° 7H,0

KCL

Fe504*7H,0

ZnB0y* 7H,0

CuS0ye 5}{20

MnClpe4Hp0

PH 540640

1,000 ml
3464 go
1,09 go
1,025 ge
04057 g
0.027 g.
0.0024 g,
0,002 g,
0.,0019 g.

Esterilizar en autoclave durante 30 mlmutos a 118°C,

MEDIO PARA LA FERMENTACION LACTICA.-
94203434 Medlo hldrolizado de papa con nutrlentes, modi- i

fiocado (MHPc/Nmod).
Para preparar 100 ml:

Hidrolizado de papa con sdlidos

Agua de levadura al 20%

CaC0y

Soluclén "a" de sales minerales

Solucidn "B" de sales minerales

PH 6.0 + 0.2

100 ml
15 ml

2 g
0,88 ml
0474 ml

Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 113°C,
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MEDIO PARA LA FERMENTACTON SIMULTAINEA o=
94243.4¢ Modio de papa para la rermentacién simultdnca =
(MP/FS)e
Para preparar 1,000 ml:
Susponsidn de papa 1,000 ml

NaNO3 3464 8o

KHaPO4 1.09 g.

MgS 042 7H30 1,025 ge
KCl 0,062 go
FeS04+7H,0 0,027 ge
Zn804+7H,0 0.0024 ge
CuS 04¢5H,0 0,002 g
MnC1ye4Hp0 0,0019 ge

Agua do levadura al 208 150 ml
CaC03 20 gs
Solucidn "A" sales minerales __ 8.8 ml

gdolucién "B" sales minerales _ 7.4 ml
PH 546 = 5465
Esterillizar en autoclave durante 30 minutos a 1186C,

ESYA YESYS w6 OmRe
SHUR B LA MLIGTECH
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9.3+ UEL.ODGS.
9+3sL¢ CUENTA DE ESPORAS DE Aspergilius niger (27,30).

1dtodo: Cuenta en la cdmara de Neubauer,

Material:
- Pipatas de Thoma para gldbulos rojose
= Boquilla.

Cdmara de Neubauer,

Microgscoplo 8pticos.
Gradilla,.

Muestras de esporas en suspensidne

ocedimiento:

1.~ Con una muestra homogdnea so llena la pipota de Thomn =~
hasta la marca de 0.5

24~ Limplar la parte externa de la plpeta con una gasa.

3e= Diluir con solucién de Tween 80 ai 0.2%4

4,= Agltar durante 3 minutos para mezclars

5e

6+~ Descartar las primeras 4=5 gotas de la pipeta y llenar-
la cdmara,

7.~ Dojar que el lfquido penetre lentamente entre la cuadrf

Colocar al cubrehematfmetro sobre la cdmara de Neubauer,

cula y el cubrehematfmetro hasta que la plataforma de recuonto
estd cublerta,

8.~ Dejar repogar 3 a § minutos sobre la platina del microg
coplo.

9+~ Con el objotivo de 40x se cuentan las esporas contenidas
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en toda la cuadrfcula. El resultado se multiplica por un factor
de 10,000,
cdigulog:

N x 10,000s niémero de esporas/ml.

Nz Mimoro de esporas contadas.
10,000z Factor de multiplicacidn.
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943+2. DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS TOPALES (13,22,23,
28430431
Mdtodo: Antrona,
Fundamentos
Los carbohidratos dan un color vorde caracterfstico cuando=
se calientan con antrona en presencla de Hp504. EL color se dg
be a la condensacidn de la antrona con los derivados del furfu
ral, El tautdmero endlico de la antrona, el 9-antronol, es el

que reacclonas

0= 033

OoH

El reactivo de antrona produce una reaccién ddbil con pentg
sas y heptosas, pero se observa una fuerte reaccidn de color -
con las hexosas.

Reactivos:

l.- Solucidn patrén de glucosa:

Solucidn de dcido benzoico al 0.15% que contiene 1 mg glucg
sa/ml, Es estable por largos perlodos de tiempo si se mantiene
a 0°c,

2+= Solucidn dilulda de HpSO4 (75% v/v):

Se afiaden 750 mL de Ho504 concentrado a 250 ml de agua des~
tilada,

3e= Roactlivo de antrona:

So pipetean 5 ml de etanol en un matraz, se agregan 200 mge



-83-

de antrona y se completa el volumen a 100 ml con la solucidn -
diluida de Hy804. Se agita hasta disolver. El reactivo se proe

para diario; el etancl sirve para establilizar el color,
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Procedimisnto:

REACTIVOS BLANCO PATRON PROB LEMA

Agua desti- 1l ml m—— e
lada

Sol.patrén — 1 ml —
de glucosa
1:20

Suspensién —— —— 1 mi

de papa
1:1,000

BaNO DE HIELO

Reactivo de
antrona {a-
grogando =- 5 ml 5 ml 5 ml
lentamente-
y agitando)

BANO DE AGUA EN EBULLICION DURANTE
10 MINUTO0S

ENFRIAR EN BARO DE HIELO

IEER EN ESPECTROFOI OMETRO 4 625 nm,

Cdloulos:

D.0,problema x 5 = concentracidn de carbohidratos
.0e patron totales cn g/100 ml,
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9.3¢3, METODOS DE CUANTIFICACION DE GLUCOSA.
9.343s1¢ Cuantificacidn de glucosa.
Método: Orto~toluidina (23,30,41,43),
Fundamento:

Varias aminas aromfticas reaccionan con glucosa en solucidn
de CH3COO0H callente y producon derivados coloreadose La ortoww
toluldina se condensa con el grupo aldehfdo de la glucosa § =
forma una mezecla en equilibrio de una glucosilamina y la correg
pondiente base do Schiff. El producto final, de color verde, =
tiene un mdximo de absorcidn a 625 nm,

H-C =0 C\\_:, \\x Cu3
o~ M3 I . NW-C-OU N=C |
L4 wc-ou= | T '
=N, ! u-%—ou : W-C-ou
o-toluidina Glucosa Glucosilaminn Base do Schiff
Reactivos :

1,~ Acido tricloroascdtico (TCA) al 3% (p/v): Es la sustane-
cla desproteinizante.
24~ Solucidn patrén de glucosa 1 mg/ml.
3+~ Reactivo de orto-toluidina:
Emplear las sigulentes sustancias:
a) 0.5 g do tlourea, Funciona como conservador.
b) 9 ml de orto-toluldina, Es la formadora del colors
¢) 100 mi do deido acdtico glacial, Desproteinizador y =
estabilizador del complejo colorido,
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Preparacidn del reactilvo:

Disolver la tiourea en un poco de dcldo; calentando muy li~
goramente, adlcionar la orto-toluldina y mezclar con culdadoy-
postoriormente se adiciona dcido acdtico glacial hasta la mare
ca del matraz aforado. Guardar en frasco dmbar a temperatura -
amblente. Deberd evitarse el contacto de la solucién con la w=-

piel. El reactivo es estable por 2 meses.
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Procedimicento:
Tdenica con desproteinizacidn:

REACTIVOS BLANCO PATRON PROBLEMA
TCA 1 ml 1 ml 1 ml
Agua destllada 0.1l ml I ———
gol.patrén des —— 0.1 ml s
glucosa

Prohloma ——— - 0ol ml
1:20

MEZCIAR Y CENTRIFUGAR DURANIE 3 MINU=-
T0S & 3,000 rpm.

Sobrenadante 0e5 ml 0,5 ml 045 ml
Reactlivo de 2 mb 2 ml 2 ml
o~toluidina

MEZGIAR Y PONER EN BANO DE AGUA A EBY
LLICION DURANTE 10 MINUTOS.

PASAR A UN BaNO DE AGUA FRIA,

LEER EN ESPECTRCFOTGMETRO A 625 nme

C 08¢

%,O,Prop%egg % conc.patréng mg glucosa/100 ml de muestra.
ale ron
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9¢303e2e Cuantificacidn de glucosa.
Mdtodo: Nelson-Somogyi (reduccidn de cobro) we
(41,43)s
Fundamento:

En solucidn alcalina caliente, la glucosa reduce fdcilmonte
el 1én cdprico a 1dn cuproso con formacién, principalmente, de
" 8xido cuproso:

RCH=0 4 2 Cu0 ——»RCOOH + Cu,y0 §  (rojo ladrillo)

El sigulente paso es agregar deido fosfomolfbdico o arseno=
molfbdico, el cual es reducido por el idn cuproso con formacién
de dxidos inferiores de molibdono, los cuales producen un color
azul adocundo para mediciones fotométricas.

En el mdtodo do Nelson-Somogyl, se proclpitan las protefnas
por adicidn de Ba(OH), y 2nS0,, Las protefnas se separan como-
proteinatos de zine, los compuestos de sulfhidrilo como sales=-
de zinec y los lones remansntes de zinc y bario de la siguiente
forma:

2050, + Ba(0H)y —— 20(0H),¢ -+ BasQ, ¢
Reagtivos:

1.~ Reactivo alcalino de cobre: Deberd prepararse en el mo-
mento de hacerse ln determinacién, por mezcla de las soluolones
A y B
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Solucidn A:
NapCOy anhidro 50 ge
Tartrato de Na y K _______. 50 g,
Halic 03 40 g.
Nap504 anhidro 400 ge
Agua destilada cbp 2,000 ml,

Disolver las sales en el orden indicado en aproximadamentew

1 litro de agua y aforar al volumen final, Se filtra sl es new

cesario y se guarda en frasco dmbar entre 15-20°C,

Solucidn B:

CuS04.¢5Ho0 150 g.
Agua deste cbp 1,000 ml,
Hp804. conce 0.5 mL,

Disolver en el orden indicado en un poco de agua y aforar =

al volumen final, Adicionar ol H,S0,. Guardar en frasco dmbara

a temperatura ambiente,

Solucidn reactivo de trabajo:
Solucidn wAM 96 nl.
Solucién "" _______ 4 ml,
Se mezcla por inversidn en el momento de la prusba,
2, Reactivo arsenomolibdico:
Molibdato de amonilo 100 go
Agua destilada 1,800 ml,
Hy80, concentrado 84 ml,
12 g
2,000 ml,

o~arseniato de sodio
Agua destilada cbp

———
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Disolver el molibdato en un poco de agua y agregar el H2604.
Por separado, disolver el o-arseniato en otra parte de aguae =
Mezclar por agitacidén culdadosa. Dejar en reposo durante 48 hg
ras a 379, Guardar en frasco dmbar a temperatura ambiente,

3o~ Hidrdxido de bario 0.3N:

Ba(0H), 50 ge

Agua destilada cbp ____ 1,000 ml,

Disolver el Ba(OH)2 en el volumen indicado, dejar reposar =~
24 horas y posteriormente filtrar.

44= Sulfato de zine al 5%:

2n80, 50 g

Agun destilada cbp_ 1,000 ml,

Disolver y guardar en frasco dmbar. Un volumen de Ba(OH)p =
debe neutralizar a un volumen de ZnSOz.
5= Solucidn patrén de glucosa 2 mg/mle

~ Eiltrado libre de protefnag:

Muestra problema 045 mle
Agua destilada 745 ml,
Ba(QH)y 0.3 N 1 ml,

ZDSO4 5% l mJ..
Centrifugar durante 2-3 minutos a 3,000 »pm,
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Erocedinionto:
REACTIVOS BLANCO PATRON PROBLEMA
Agua destilada | 1 ml - —
Solepatrdn de | == 1 ml e
glucosa 120
Filtrado llbre | «=e= - 1 ml
de protefnas
Reactivo alca= | 1 ml 1ml 1ml
1lino de cobre

MEZCIAR Y CALENTAR EN BANO DE AGUA EN
EBULLICION DURANTE 20 MINUTOS,

EMFRIAR EN BANO DE HIELO

Reactivo arse~ | 1 ml 1l ml lml
nomolfbdico

AGITAR HASTA DESALOJAR EL GAS,

Agua destilads | 22 ml 22 ml 22 ml

LEER EN ESPECTROFOTOMETRO A 520 nm,

Céloulos:

p_,_g,_p_ggp%gm x 200s mg glucosa/100 ml de muestra.
D.0lpatrdin
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943 ¢4, CUANTIFICACION DE ACIDO LACTICO.
M8todo: Colorimétrico segin Manni-Baldind (23,29,
30).
Fundamento:

Ia muesbtra desproteinlzada se trata con CuSOj al 20§ y wewmw
Ca(OH)p para remover el piruvato interferonte. La posterior adi
cidn de CuSO4 al 15% junto con HpS0, concentrado bajo la influen
cia de calor, convierte el dcido 1dctico a acetaldehfdo que reag
ciona con el para~hidroxidlfenilo para producir un croméforo vig
leta que tiene wna absoreldn mfxima a 68 nm,

Reactivog:

Le~ Solucidn patrén de deido 1detico:

Se disuelven 0,2133 g de lactato de litlo seco en 100 ml de~
agua destiladavy so agrega 1 ml de H2804 concentrado, EL volumen
final se lleva a 1 lltro usando agua destilada, quedando ung ==
concentracidn final de 20 mg/100 ml,

24~ Solucidn de para=hidroxidifenilo:

8e disuelven 150 mg de p-hidroxidifenilo en 10 ml de alcohol
etflico absoluto,

3o~ Solucidn de CuSO4e5H20 al 20% (p/v).

4,- Solucidn de CuSO4e5Hp0 al 15% (p/v).

5e= Ca(0il)a QP

6o« HpS804 concentrado.

Dogproteinizacidn de la muestra:

Se puedo emplear cualquiera do los mdtodos comunes en 1og ==

quo so utiliza TCA, deido tidngstico o Zn(0U)p.
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Procedimiento:
REACTIVOS BLANCO PATRON PROBLEMA
Mg | be
pamhs | | e |
Agua destlilada. 1 ml — -
Cus0y 208 1 ml 1 ml 1 ml
Agua destilada 8 ml 8 ml 8 ml
Ca(CH)y (s) 1 g, 1g. 1 g,
AGITAR POR PERIODOS DE 30 SEGUNDOS A
n%:]TNUEET{%gI:OS DE 5 MINUTOS DURANIE 30
CENTRIFUGAR DURANTE 2.3 MINUTOS A 3,000
Tpm.
Scbrenadante 1 ml J Im l 1m
BANO DE HIELO
Cus04 15% 0,05 ml 0,05 ml 0,09 ml
Hp604 conc, 6 ml 6 ml 6 ml
AGITAR VIGOROSAMENIE,
BANO DE AGUA & 60+19C DURANTE 30 MINUTOS,
ENFRIAR A 8-100C.
p-OH-difenilo Oul mlL 0,1 ml 0.1 ml
AGITAR VIGOROSAMENTE,
BARO DE AGUA A 2941°C DURANTE 30 MINUTOS
BaNO DE AGUA A EBULLICION PCR 90 SEGUNDOS
ENFRIAR EN HIELO,
LEER EN ESPECTROFOTOMETRO A 568 nm,
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Cdlculos:

D,o,grobggegg- x 400 = mg deldo ldetico/100 ml de mucge
D.0O.patron tra.
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94345 CROYATOGRAFIA DEL ACIDO LACTICO.
Método: Cromatograffa en capa fina (15,23,29,30,-
35,39).
Fundamento:

Los dcidog orgdnicos solubles on agua se separan e identifie
can moediante la cromatograffa en capa fina, EL deldo 1dctico se
separa de una mezela utilizando como eluyente dter dietflico~del
do férmico en relacidn 7:L y la deteccidn se realiza con indicg
dores dcildo~base o con molibdato de amonio.

Material:

- Placas: placas Merck para cromatograffa en capa fina, do =
20x20 cm, Se activan durante 1 hora a 120°C,

=~ Eluyente:

Formulacidn: dter dietflico-dcido férmico en relacidn 7:l.

Preparacién: En un embudo do separacién se mezelan &ter di
etflico saturado con agua y £eldo £8rmico al 88%, en proporcidn
de 7:l por volumen, Se agregan poquefias cantldades de agua des=
tilada con agltacidn hasta que se sature. Lé capa_acubsa Infgm=
rlor se desecha.

- Indicador: En otanol &l 96% se disuelven azul de bromofenol
(0.3%) y rojo de motilo (0.1%).

Procedinfonto:

Eluyente: Con dste se llena 1 cm de profundidad en la camara

de cromatograffa, la que so tapa con una placa de vidrio y se =

sella con vaselina. La cdmara se deja saturar durante 24 horas,



--96-

Mucstras: 4 2,5 om del extremo inferior de la placa, median-
te un.capilar, se coloca ung muestra de dcido lfetico diluido -
con etanol (aproximadamente 30 /Ag de dcido lécblco)s SL so po=
nen varias muestras en la placa, dstas se colozardn a una distap
cla de 2-3 cm entre sf (figura 3):

FIGURA 34~ Cromatograffa del decido ldctico:

bl

fooe oo s e G it pumvee e wwe A Mt o] -y

0 0 o 0 0 0 O
20 ]— 13.7

Qo Chle
8.5
[$)uTY
L ~Jas L
f—t3 20 om, 4

Despuds del desarrollo del cromatograma, y para prevenir la=
disminucidn de catodeidos, las placas se secan al alre durante=-
4 horas hasta la cvaporacidn del deido férmico y el dter.

Bevelado:

BL indicador so roefa sobre la placa con un atomlzador; lose

dcidos aparecen como puntos amarillos sobre fondo azul oscuro,
REs
EL deido 1detico tiene un Rf de 0.6
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