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RESUMEN

El empleo de metabolitos primarios como el &cido ac€tico, lictico o
etanol ha aumentado cada vez mc‘is ; lo que hace necesario encontrar nue-
vas formas de producirlos. Una forma adicional de obtenerlos, diferen
te a la extrativa del petrSleo, es via fermentacidn, sin embargo, re -
sultan procedimientos caros y en algunos casos el procedimiento es ruy
elaborado. Un proceso comn de obtencidn es a través del uso de icro
organismos bien identificados y en medios de cultive bien definido. Am

bos son sujetos a control de calidad periodicos que redunda en un au -

rento en los costos de produccifn.

Existen, por otro lado, diversos procesos micropiancos en los cue hay
la participacifén de més de un microorganismo para la obtencién de un -
producto Gnico, a saber, la produccién de metano, algunos alimentos tra
dicionales. y hasta procesos industriales. 2n algunos de estos proce -
sos se logra observar que mediante la accién conjunta (cultivos mixtos)
se simplifica todo el proceso, pero pueden ser poco eficientes en la -
produccién de metabolitos si no se tiene control arbiental. Existen -
varias hipdtesis que tratan de explicar el porqué durante una fermen -
tacién con inbculos mixtos, no dan lugar a una gran variedad de produc
tos metabolitos. Algunos serialan que lo que determina los patrones -
fermentativos es el tipo de fuente nitrogenada, otros que es la fuente
carbonada. También se plantea cue son los factcores fisico—quimicos ta

les como el pH, temperatura, la concentracidn del sustrato, etc.

En este trabajo se evaluar&n, en condiciones sépticas, el efectodel
pH (inicial y constante), temperatura, tipo de fuente nitrogenada y los
factores de crecimiento usando un indculo heterogéneo complejo (estiér

col de bovino procductor de ieche) . El perfil de pH estudiado fue des-



de &cido hasta el alcalino; el perfil de temperatura evaluado oompreﬁ—
di6 desde temperaturas ambientales hasta termofilicas. Los factores de
crecimiento (vitaminas) estudiados fueron de tipo comercial. Las fuen
tes de nitfogenadas empleadas fueron peptona (como proteina) y sulfa -
tos de amonio (como nitrégeno inorgénico). Se midieron mediante croma
tografia de gases, etanol, &cidos grasos volétiles &cido acético, pro-
pifénico y butirico) y &cido l&ctico esterificado. Se encontrd que apH
altos se produce preferentemente cido léctico y en tanto que a pH ba-
jo el producto predominante fue etanol. Fue determinante el control -
del pH. A través de todo el trabajo se vid como uno de los factores -
que limitan mids la fermentacién. Se observd que la fermentacién l&cti
ca puede ser termotolerante solo en presehéia de proteina. Se eviden-

cié una fuerte influencia de las vitaminas en la fermentacién l&ctica.

La fermentacidn alcohSlica se favorece en medios de composicién sim
ple a pH &cido; se encuentra que la fermentacién l&ctica a pH constan—
te alcalino o amortiguado es independiente del tipoc de fuente nitroge
nada; la temperatura tiene gh'efecto negativo en presencia de sulfato
de amonio; los factores de crecimiento aceleran la fermentacién l&acti-
ca adends de que los niveles de produccién del metabolito varfan depen
diendo del tipo de fuente nitrogenada en combinacifn con los factores

de crecimiento.



INTRODUCCION

Uﬁa de las fermentaciones tradicionales mas comunmente usada, junto .
con la fermentacién alcohBlica, es la fermentacién l&ctica. El estu -
dio de esta fermentacifén se remonta a fines del siglo pasado. Sin em—
bargo, los estudios sistematizados (como las condiciones 6ptimas decre
cimiento y fermentacién) se iniciaron en el primer tercio de este si -

glo.

Ios usos del &cido l&ctico se encuentran principalmente en la con -
servacién y produccién de alimentos. Por ejemplo, el 4cido lactico se
emplea como conservador en diversos tipos de alimentos en donde su fun
cibn basica es la de evitar la putrefaccién; suele usarse en la indus-
tria confitera como acidificante, dardosele un uso similar en la elabo
racién de jugos. También es utilizado en la produccién de bebidas e -
fervecentes y en la industria cervecera es utilizado el &cido l&actico.
El proceso industrial para la produccidn de proteina unicelular utili-
za al &cido 1lictico para inhibir el crecimiento de bacterias butiricas

{(Prescott, Caseda). y Dunn, 1962, (asida, 13968).

Siguiendo en este mismo renglén de aplicaciones se puede citar la -
produccién del yoghourf, que se considera camo un derivado lctico de
invaluable valor biolégico. La elaboracién de este producto se ha ve-
nido haciendo en Europa desde hace siglos mediante procedimientos empi
ricos consistentes en dejar que la leché se contaminara a terperaturas
entre 40-50°C. Ios estudios bisicos para hacer de este proceso erpiri
Cco un proéeso industrial se iniciaron en la primera parte de nuestrosi

glo por el trabajo de Metchnikoff (1907) quien identificS a Lactcbaci

1lus bulgaricus con métodos algo rudimentarios. Tiempo después se vib

que el proceso mediante el cual se formaba el yoghourt era una fe.rmcgl
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tacién lictica pero en la que estén involucradas dos cepas'microbia -

nas, a saber: L. bulgaricus y Streptococcus thermophilus. ILos traba-

jos de Pette y Lolkema (1951) demuestran que el proceso se puede lle~
var a cabo a 45°C, cano temperatura Sptima. Asi mismo serialan que la

funcién de S. thermophilus es la de pramwover una acidez suave que -

pemita el ulterior desarrollo de L. bulgaricus quien hidroliza lalac
tosa y la caseina a‘pH de 5.5. En la actualidad se han establecido -
procesos de fermentaci6n continua para la produccién de yohgourt (Mac
Bean, 1974, Driessen, 1977, a,b).

Dentro del renglén de los lécteos se encuentra otro gue, dentro de
los procesos de fermentaci6n lactica es muy importante, a saber, la -
manufactura de quesos. Este proceso se lleva a.cabo mediante la par—
ticipacitn de una nicroflora heterogenea y campleja, que atin mo esdel
todo identificada. Sin embargo se sabe que abundan especies de Pro -

pionibacterium y butirobacterium. Asi mismo, se sabe que en quesos —

del tipo chedar juegan un papel muy importante especies de bacterias

l4acticas camo S.cremoris y S.lactis, quienes son insustituibles para

proporcionar el sabor y olor caracteristico a este queso (Reiter,1965).
Existen otros alimentos que son préviamenté sometidos a la fermen—
tacién. Por ejemplo, en el Medio Oriente y en Africa del Sur se ela-
boran "cervezas" de color opaco semisflidas que se obtienen de fermen
tar mafz o sorgo; la fermentacién es l&ctica con el posterior estable
cimiento de levaduras. En el Sur de la India existe el idli que se
prepara mezclando arroz y un tipo especial de frijol,Steinkraus et al.
(1967), reporta que de la actividad microbiana sobresalen los géneros

ILeuconostoc, Streptococcus y Pidiococcus. Reportan que la elaboracién

de este producto no se lleva mas de 22 hrs; Se padrian citar otros -

procesos como el ogi y el Kishk, originarios del Africa y en donde se



consumen cotidianamente, puds forman parte de la dieta (Helsseltine, -
1979). En general, los granos y en particular la harina de maiz se —
fermenta ficilmente y el proceso es acelerado a temperatuas de 37°C.

Asi mismo, frecuentemente se encuentran dentro del proceso de fermenta
cidén, bacterias coliformes y levaduras. Sin embargo, la participacién
de las bacterias licticas es relevante. Fields, et al, (1981), en -
cuentra que durante la fermentacifén del maiz las bacterias que se en -

cuentran prodominando son Lactobacillus fermentum L.cellobiosus y PI -

diococcus acidolactici, pués los otros grupos micrcbianos desaparecen

durante la fermentacién microbiana. El valor biolégico del mafz mejo-
ra notoriamente.

En México existen numerosas bebidas tradicionales de fermentacién -
pero existen dos que han llamado la atencibn y han merecido algunos es
tudios. Los dos productos dé fermentacién heteroldctica son el pulque
y el pozol. El pulgue es una bebida de moderacidn y producida por par
ticipacién de una microflora parcialmente identificada. Se han identi

ficado varias especies de lLeuconostoc, Streptococcus y lLactobacillus -

que tienen patrones de fermentacién tanto homoléctica y heterol&ctica.
Se han identificado también ciliados y protoz.oa.rios al inicio del pro-
ceso fermentativo pero que desaparecen al final de la ferrentacifén, en
dondé el pH es acido lo cual pemmite el desarrollo de levaduras entre

ellas Saccharamyces y Candida (S&nchez-Marroquin y Hope, 1953). Los -

productos metabdlicos principales son el &cido l4ctico y el etanol. Ila
consideracifn mds irmportante que se debe hacer de este producto esque
crecen sobre un sustrato de bajc valor biolSgico (conocido camo  agua—
miel y se forma en una especie del género Agave) pasando a un producto

de mayor valor biol&gico.



El pozol es el producto de maiz macerado y luego fermentado nor una
microflora compleja. Al final c'lél proceso fermentativo (consecuente -
mente anaerobio) se'contamina con algunas cepas de Aspergillus (Ullca
y Herrera, 1970). Al final del proceso es también comn encontrar mas
nitrégeno que el principio de la fermentacién (Cravioto et al., 1955).
Herrera y Ulloa (1970) identificaron la presencia de bacterias del gé-

nero Iactébacillus, que son los que ‘le confieren el olor y sabor que ca

carteriza al pozol y suponen que la fermentacién es del tipo lictico -
siendo este producto el metabolito principal.

1a fermentacidén lactica es un proceso de marcada importancia en la
preparacién de alimentos forrajeros pu€s aumentan la palatabilidad y -
'mejora el olor de este tipo de alimentos. Por otra parte, las investi
gaciones en esta linea de produccién de alimentos, por fermentacién, -
mediante los aporf:eé de Anthony (1968), (1971), Preston (1972), Marty
y Demeyer (1973), han sido relevantes. Por ejemplo. los trabajos de P&
rez-Gavilan et al., (1976) y Alvarez et al., (1979) se han encaminado
a encontrar las condiciones de fermentacifn lictica, partiendo de rela
za y urea, como fuente de carbono y nitrégeno, empleando indculos com—
plejos heterogéneos (liquido ruminal o estiércol) pués se ha visto que
empleando este tipo de sustratos, a niveles elevados, los productos de
fexrmentacién son loé 4cidos butirico y acético, que resultan téxicos -
para los rumiantes. Encuentran que mediante la sustitucién del nitr&-
geno proveniente de la urea por nitrbgeno prot€ico, cambian los patro-—
nes de fermentacifn. La fermentacitn se hace lactica. En general se
procura que, en los alimentos forrajeros para la alimentacién de rumian
tes la fermentacién sea l&ctica pués este metabclito puede ser utiliza

do por los animales como fuente de carbono y es aqui en donde reside la



importancia de que la fermentacifn, durante el mezclado de forrajes,
sea principalmente lactica, ademds de que actua cono conservador del -
forraje mismo.

Por lo visto hasta ahora, se tendrd la impresién de que las fermen-
taciones solo son aplicables a la produccién o conservacién de alimen-
tos, ya sea mediante la participacién de cultivos puros o mezclados, o
mediante los cultivos heterogérieos. Sin embargo, existen usos indus -
triales. En este sentido, se pueden mencionar los siguientes usos. Se
pueden emplear derivados del &cido lactico, como el lactatode n-butilo
que se utiliza en la fabricacifén de pinturas; el lictato de n-etilo es
a menudo utilizado como agente lubricante (Prescott y Dunn, 1962). Las
sales del &acido léctiéo tienen usos importantes en la pasteleria, sin
embargo su uso crece cada dia mis en la industria farmacefitica. Por e
jemplo, es frecuentemente usada para aumentar la solubilidad de la pe-
nicilina. En general, los usos del 4cido lé&ctico o sus derivados, sa-
les o esteres, estin encontrando nuevos usos. Por ejemplo, la forma -
cifén de acrilato. Este producto puede tener como precursor al &cido -
lactico (pueden ser también el acetileno, propileno y etileno). El a-
crilato, y por ende el lictato, se pueden polimerizar para formar pa -
tas transparentes que pueden ser usadas en la fabricacién de lentes, jo
yeria de fantasia,.etc. El acrilato puede ser el precursor del acroni
trilo que a su vez tiene una gran demanda para la fabricacién de fibras
sintéticas que se amplean en la manufacﬁura de ropa (Es oportunc sena-
lar que el acrilato mismo es un producto de fermentacién o en algunos
casos es el intermediario en vias metabSlicas (Cardon 1947, Johns, —
1952; Ladd, 1965, Wegner, 1967).

Las bacterias formadoras de &cido l4ctico presentan dos formas ana-

tbmicas, a saber, coooide y de baston. En la Tabla 1 se describen las



bacterias lacticas tanto de valor camercial como biolégico siendo el &
cido lactico el producto metabSlico principal.

Las caracteristicas generales de las bacterias l4cticas se descri -
ben con amplitud en el manual de Bergey (Buchanan y Gibbon, 1974), sin
embargo, se pueden hacer algunas consideraciones. Las bacterias ldcti
cas, tanto las formas esféricas com las cie baston son bacterias gram
positivas, no formadoras de endosporas. Algunas de las especies des -
critas pueden ser mcrdaerofilicas o facultativas. El pH para el cul
tivo de estas bacterias se encuentra entre 5y 9. Por ejemplo, las es

pecies del género Streptococcus crecen en valcres de pH  ligeramente

&cido hasta valores de pH francamente alcalinos.

Por otra parte, las foxmaé esféricas del género Leuconostoc puede -
desarrollarse en el intérvalo de pH que va de 4 a 6.5. En este géne-
Yo se encuentran especiés que pueden Ifonnar~ polimeros de glucosa a par
tir de disac&ridos con diferentes grados de ramificacifn y peso molecu
lar. L. bovis forma dextrana en presencia de socarbsa pero de peso -
molecular diferente a L. destranicum. En general, este género de hete
rofermentative. El pH de crecimiento de las formas de baston, se en -
cuentran en el &cido, siendo éste de 5 a 6.

Ia temperatura de crecimiento de las bacterias licticas se desarro-
llan en rango muy amplio de temperatura, de modo que se pueden encon -
trar _bacterias licticas psicrofilicas, mesofilicas y termofilicas. Leu
conostoc crece generalmente entre 20-30°C, sin embargo, las otras for-

mas esféricas lAacticas, Streptococcus, y las formas bacilares se desa-

rrollan desde 30 a 55°C. Con frecuencia el cricimiento bajo condicio-
nes Sptimas de pH y temperatura no corresponde con la mixima formacién
de metabolitos. ILa acumulacién de metabolitos primarios se da usual -

mente cuando es elevada la energia de mantenimiento.



;I_‘abla 1. Bacterias lacticas y sus productos metab8licos.

Microorganismo Acetico ‘Ac. IActico Etanol
Streptococcus bovis + + -
S.thermophilus - + -
S.lactis - + -
S.diacetylactis - + -
S.crenmoris + + -
Ieuconostoc mesenteroides + + +
L.detranicum + + +
L.paramesnteroides + + +
L. lactis - + +
L. cremoris - + +
Iactobacillus lactis - + -
L. bulgaricus - + -
L. jensenii - + -
L. dulbrueckii - + -
L. acidophillus - + -
L. casel -+ + -
L. xylosus -+ + -
L. plantarum + o+ -
L. brevis + + +
L. celcobiosus -+ + +
L. fermentum -+ + +
+ + +

I
i
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En la Tabla 2 se da una relacibn entre el tipo de microorganismo y

su fuente de carbono.

Tabla 2. Diferentes fuentes de carbono de las bacterias licticas.

Microorganismo Dextrosa ILactosa Sacarosa AlmidSn Celcbhiosa Xilosa

L. casel - . + + + ~ + -
S. lactis + + - - - -
L. delbrueckii + - + - - | -
Ieuc.mesenteroides + + + - + +
Leuc.dextranicum + + + ~ + +
S. thermophilus + + + + - -
L. xylosus + - + - - +
L. plantarum + + + - + -
S. cremoris + + - - - -
S. bovis + + + + - +
L. brevis + - ~ +
L. celobiosus + ~ + - + +

Los azficares enunciadas en la Tabla 2 son- los normalmente usados -
(Inskeep, et al, 1956), en los procesos industrialeé para la produccidn
de &cido léctioo, pero, la gama de fuentes de carbono es muy amplia.
Esta capacidad de las bacterias l4cticas nos permlte vislumbrar que es
tos microorc_janis:ros estdn ampliamente distribuidos en la naturaleza.

El cultivo de Las bacterias lacticas en forma pura, requiere de la -
preparacién de medios de cultivos camplejos que deben de ser adiciona-
dos de nitrégeno protéicc. De hecho, solo se conoce una especie ocon -
requerimientos nutricionales simples, a saber, S. bovis, que puede cre

cer en sales de amonio (Niven et al. 1948, Walen et al. 1959), pero
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las demds bacterias lécticas necesitan de la presencia dé amino 4cidos.
AdemSs de necesitar de la presencia de amino &cidos en el medio de cul-~
: tivo, es necesario adicionar factores de crecimiento, dentro de los cua
les se pueden citar las bases puricas, perimidicas y &cidos grasos de -
‘cadena larga. Se ha demostradce la fundamental influencia del &cido ni-
cotinico (kitahara y Obayashi, 1955; de la riboflavina (Orla-Jensen, et
9_1__, 1936, Wood et g}_., 1937); el &cido pantotenico (Snell et al., 1938,

£

1939). Por ejerplo se demostrd que Lactobacillus pentosus necesita en

su medio de cultivo la presencia de bio{:ina, &cido pantoténico y 4cido
nicotinico (Krueger y Peterson, 1943).

ILa formacidén del &cido lactico depende de las condicionés de cultivo.
Evidentemente los parametros fisico quimicos que deben de ser estable -
cidos para que la formacidn de &cido léctico se optimice son pH v tempe
ratura. Por otra parte, existen evidencias recientes de que la concen-
tracidn de oxigeno presente, puede dar lugar a la formacién de otros -
productos (Brown y Collins 1977, Thomas et al., 1979, Dirar y Collins,
1973). Asi mismo, la reduccidn (o desaparicién del A&cido lictico duran
te una fermentacidn) de la formacién del &cido lactico puede deberse a
campuestos como el citrato que desvia la fermentacién l&ctica en cepas
homoliacticas y da lugar a la formacidn de diacitilo o acetoina (Logan,
1975, Logan et al., .1981). R

Por otro lado, concentraciones elevadas de azficar pueden cambiar la
concentracifn de &cido lictico aumentando, por ejexplo, el &cido aceti-
o o el etanol (Christensen, 1958).

la familia Lactobacillaceae en t&frminos generales, pueden ser clasi-
ficados en bacterias l&acticas heterofermentativas y homofermentativas.
Esta clasificacién subjetiva se da en funci6n de la aparicién de otxos

productos diferentes al 8cido l&ctico, principalmente por la aparicién

1



del etanol y del &cido acético. Se dice que es hoamofermentativa cuan-—
do el &cido lactico se encuentra, en relacién a los otros, en 80% - -

(Doelle, 1975).

La formacién de &cido l&ctico por microorganismos homofermentativos
sigue la via de Embden-Merhoff-Parnas(EMF) aunque existen excepciones
(Gibbs et al, 1970).

La via de la fermentacién homolictica se muestra en la Figura 1 en
donde, en forma esquematizada se muestran los pasos mis importantes. Ca
be senalar que se forman 1.3 moles de &cido l4ctico por molde glucosa,
lo que sugiere que son formados otros productos diferentes al &cido -
lictico. Algunos autores encuentran gue un factor determinante que pue
de influir en el mantenimiento, de la relacién de productos, en la que
el &cido lactico sea el metabolito predominante, es la concentracién -
de FDP pués se ha visto que es factor positivo en la activacién de 1la
deshidrogenasa léctica. Niveles bajos de esta enzima favorecen la for
macibn del &cido acético (Wittenberger y Angelo, 1970) y negativamente
sobre la oxidacién del &cido léactico (London, 1968)., En la Figura 1 -
se senala otra enzima que tiene un papel importante en la definiciénde
via lactica homofermentativa, a saber, la fructosa difosfato aldolasa
(Buyze et al., (1957).

El &cido lictico presenta propiedades 6pticas, es decir, se puede
encontrar en el caldo de fermentacién en la forma D, en la forma L. o
formando un racemato (Kopeloff et al., 1937). las deshidrogenasas lo—
calizadas en estas bacterias se pueden encontrar enlazadas a acarrea
dores de electrones diferentes, NAD o flavin nucleotidos. Cada enzi-
ma se puede encontrar en la forma D o L. Por otra pa:te, los valores

de pH 6timos son diferentes. Por ejenplo; la deshidrogenasa de las -

12



Sustratos diferentes a la glucosa

v

Glucosa

ATP

v

Glucosa—~ 1P

\4

Glucosa—~ 6P

Fructocinasa

Fructosa 1-6

Aldolasa

v

v

difosfato

Gliceraldehido - 3P

v

+NAD++P4;ADP

NADH + HY + ATP

Ac. piruvico

NADH'*‘H\

NAD

"Ac, LActico

Fig. 1 Formacidn de &cido l&ctico por bacterias l4cticas

haofermentativas.
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bacterias homofermentativas tiene un pH Optimo entre 7.8 y 8.8, en cam-
bio el pH 6ptimo para las heterofermentativas se localiza en intervalo
de 9 y 10. Ios deshidrogenasas, teﬂiendo flavias como coenzimas, pre -
sentan su maxima actividad entre valores de pH de 5.6 a 5.8, que son &
cidos (Doelle, 1971).

Las bacterias heterofermentativas (Leuconostoc, algunas especies de

Iactobacillus y Bifidobacterium, entre otras) metabolizan el az(car, a

través de dos vias parecidas a la trayectoria de las pentosas (conocida
camo hexosa monofosfato, HMP), e incluso se consideran como ramifica -
ciones de esta via. A la via heterofermentativa se le conocen las vias
de la pentosa fosfocetolosa y hexosa fosfocetolosa. Ia via de la pento
sa fosfacetolasa puede utilizar como azficares tanto hexosas como pento-
sas segln se ve en la Figura 2, en la que se cbserva que la utilizacién
de las pentosas se lleva a expensas de ATP por medio de una fosfotrans-—
ferasa pués este grupo bacteriano carece de la transcetolasa de la via
. Ia fosfocetolasa que interviene en esta via hidrolizando a laxilu
losa-5P a gliceraldehido-3P y acetilfosfato. El género leuconostoc, es
el grupobacterianoque posee ‘esta via donde los productos finales de fer
mentacifn son etanol, 002 v &cido 1actico (Deley, 1962).

1a via hexosa fosfocetolasa, tipica de lactobacillus bifidus ( Eller

mann et al., 1970), que se miestra en la Figura 3, carece de la enzima
ﬁ'ucto—difosfato~aldblasa. Al igu.él que en la tyxayectoria de la pento~
sa fosfacetolasa, en esta via la enzima clave es la fosfacetolasa que
esmaenzﬁradeperﬂientedeZPwa_;Hsiandoelpxocesodeestaliasa,
irreversible (Votaw y Krampitz, 1966) y teniendo como sustrato especifi
co a la xilulosa 5P.

En este esquema la enzima rompe la fructosa 6 fosfato a eritrosa 4 -

fosfato y acetil-fosfato. Posteriommente, la eritrosa-4 fostato ser§ -
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finalmente hidrolizada a gliceraldehido-3 fosfato y acetilfosfato. En

esta via no se libera (0. y el metabolito predaminante es el &cido acé

2
tico.

En general, las dos vias de la fosfocetolasa, son, desde el puntode
vista energético, menos eficientes que la fermentacién homoldctica pues
to que en via se obtienen dos ATP por mol de hexosa consumida. Aunque
valdri la pena reconsiderar ésto, en la via de la pentosa fosfocetola-
sa, pués la hidrolisis del acetilfosfato o acetil coenzima A tiene cam
bios de energia libre suficientes para formar ATP (AG°= 7.3 Kcal/mol).

Consideraciones similares pueden extrapolarse a la heterofermenta -
cién de la via hexosa fosfacetolasa en donde se forman 3 moles de a -
cetilfosfato que al hidrolisarse genera tanto calor que podria dar lu-
gar a la formacién de nuevo ATP.

Ia produccién de &cido lactico tradicionalmente se ha venido ha -
ciendo por cultivos lote , sin embargo, la produccién de este metaboli-
to se ha hecho también mediante un proceso continuo (Whitter y Rogers,
1931, Hanson y Tsao, 1972) pero que es usado solo en .pequeﬁos fermenta
dores y su uso no estd ruy extendido, debido principalmente a los pro-
blemas de contaminacibn, frecuentes en este tipo de procesos, PoOr - -
otro lado, las fuentes usuales de carbono son lactosa, almidén de maiz,
melazas, almidén de papas, maltosa, etc. Cabe indicar que los almido—-
nes antes de la fermentacién, son hidrolizados mediante procesos enzi-
maticos o procescs quimicos, en donde se emplean valores de pH &cidos
y altas temperaturas (Inskeep et al., 1956, Needle y Aries, 1949, Cor-
don, et al., 1950, Lecnard, et al., 1948). Ia conposicién del mediode
cultivo contiene una fuente nitrogenada compleja de tipo proteico, ade
mag de que requiere de la adicién de factores de crecimiento que en los

procesos industriales, son adicionados normalmente en forma de extrac~
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Fig. 2 Heterofermentacitn de Leuconostoc mesenteroides por la via

Je la pentosa fosfocetolasa.
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2 Glucosa~-6 fosfato
Fructosa~6 fosfato

fosfocetolasa

Eritrosa74 fosfato + Acetilfosfato ——p Acetato
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v
+
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Ac. l&ctico

Fig. 3 Via de la hexosa fosfocetolasa seguida por bacterias con

fermentacién hetervléctica (g2nero Bifidobacterium).
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tos, a saber, extracto de malta y suero de leche o agua de cocimiento

de maiz. ILos valores de temperatura dependen del microorganismo em -

pleado, por ejemplo, cuando se usa como indSculo a Lactobacillus casei
se pone una temperatura de 43°C; oon L. delbrueckig‘._ se fija 49°Cpero
cuando el indculo lo constituye L. pentosus la temperatura es de 30°C.
El pH usado se encuentra en el intérvalo de 5 y 6.

En casi todas las variantes existentes para la produccién de &cido
l4ctico se logra una conversién entre el 80 y 90%. El tiempo que tar
da el proceso es variable pués dependeré del tipo de microorganismo,
sin embargo, la mixima produccién se logra entre 2 y 7 dias si se par
te de concentraciones que se encuentren entre el 6 al 10% de aztcar.

Aunque el empleo de indculos complejos heteroféneos (ICH) no se ha
llevado a escala industrial se puede comenzar a pensar en este tipo -
de inbculos, como una alternativa para la produccién de diferentes sol
ventes y acidos organicos. En realidad, la literatura vertida sobre
la produccitn de solventes, empleando ICH, se ha encaminado b&sicamen
te a la utilizacidn posterior de los metabolitos producidos para la -
produccién de gas metano (Bhattacharya y Taylor, 1975, Cooney y Wise,
1975, Pohland y Ghosh, 1977, Verel et al., 1977, Robbin et al., 1979).

ILa produccifén de etanol estd practicamente limitada a las levadu -

ras del género Saccharomyces que son microorganismos ovalados (50u) -

pertenecientes al_orﬁen de los Ascomycetales, Ocasionalmente se lle-
gan a encontrar bacterias formadoras de etanol, sin embargo, la canti
dad producida, respecto a las bacterias, es poco significativa.

Las levaduras son microorganismos facultativos que crecen enmedios
simples a pH &cido (4-5) y a temperaturas que van de 25 a 30°C y la -
fuente de carbono tanto para el crecimiento camo para la fermentacibn

alocohflica es una hexosa. No se han encontrado cepas de levadura cue
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necesiten de factores de crecimiento para su desarrollo.

1a via retabflica para oxidacién de glucosa a piruvato es la descri-
ta por Embden-Meyerhoff-Parnas (Fig.l). La reduccifdn del piruvato se =~
lleva a cabo mediante su descarboxilacibén a acetaldehido, quien es redu
cido a etanol mediante la deshidrogenasa alcohSlica.

Por otro lado, se ha encontrado que la fermentacién alcohdlica se pue
de favorecer a concentraciones elevadas de azGcar debido a una reduccibn
de las enzimas del ciclo de Krebs (se ha reportado que la enzima marca-
damente inhibida es la 2-oxoglutarto—deshidrogenasa. A este fenbmeno se
le conoce como efecto Crabtree). Por otra parte, el oxigeno tiene un e
fecto negativo en la fermentacifn alcohSlica pués existen evidenciasde
que inhibe la biosintesis de deshidrogenasas en microorganismos faculta
tivos (Lin et al., 1960 y McPhedran, et al, 1961, reportaron que el oxi
geno en la fermentacién alcohélica inhibfa la formacién de la deshidro-
genasa léctica).

Newberg y Reinfurth (1910), inicialmente y m&s tarde Neish y Black -
wood (1951), demostraren la importancia del pH en la fermentacién al -
ocohblica. Observaron que a diferentes valores de pH el producto final
era diferente. Encontraron que a pH &cido el producto principal era e
tanol, en tanto que a pH alcalino se tiene una heterofermentacién -——

pués los productos finales son etanol, acetato, (0, y glicerol. Lo an

2
terior indica que el pH como factor fisiol&gico no solo altera el pro
ceso de fermentacién en si, sino que también influye notoriamente enel
crecimiento celular al verse reducidos los niveles de energia.

Las aplicaciones y usos de la fermentacitén alcohfSlica son bien coro
cidos, pero destacan las aplicaciores industriales. Asi la fermenta -

ci6n aloohbSlica se emplea para la preparacién y fabricacién de bebidas

tales como la cerveza, vinos de mesa, rones, brandy y muchos otros.
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El uso del . etanol se amplia a la industria farmacefitica 'y nédica en
donde se emplea como diluyente y como anticéptico.

Adends de los usos descritos, los tradicionales, existen otros, pe
ro hay uno sobresaliente, a saber, el uso del etanol como carburante
en motores de combustifn interna. En este sentido, actualmente exis—
ten en diversos lugares del mundo (principalmente en los paises no -
productores de petrfleo) programas para la produccién masiva de eta-
nol, para emplearlo como sustituto de la gasolina o en mezcla con la
gasolina. Para tal propdsito, se han iniciadc programas de mejora -
miento de cepas de levadura super productoras de etanol. Ios resulta
dos obtenidos a la fecha indican la incosteabilidad del proceso {(su -
precio en el mercado es mis bajo que su valor de produccifn). Se han
planteado alternativas para reducir los costos, tales como la de em -
‘plear sustratos de muy bajo precio y abundantes camo la celulosa, y -
prescindir del sustrato carbonado tradicional, la melaza, ya que lcs
usos de este subproducto de la industria azucarera se est&n dirigien-
do hacia la produccién de alimentos, por 1o que se hace imperioso bus
car nuevos sustratos o bien, nuevos procesos de fermentacién. Respec
to a &ste Gltimo, Jones y Greenfield (1981) produjeron etanolutilizan
do un cultivo mixto gnotobiotico de levaduras y los resultades son a-
lentadores, sin embargo, es necesario seguir buscando un proceso sim—
ple y scbre todo, barato. Todo lo anterior evidencia que los traba -
jos realizados en cultivos axénicos, ca*@arados con los cultivos mix—
tos no admiten una camwparacifén cuantitativa. Estas diferencias esta-
blecen la necesidad de iniciar y sistematizar los estudios de los cul
tivos mixtos y heterogéneos y concretamente aquellos que se refierena

las fermentaciones de metabolitos primarios.
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De hecho, los fnicos estudios formales con cultivos mixtos hetero -
géneos (no axéncios) son los que se refieren a la digesti6n anaercobia
para la produccién de gas metano en los que  se han estudiado el efec-
to de la temperatura, pH y composicién del medio de cultivo. Existen
otros, por ejemplo, los relacionados con el estudio de la microflora
ruminal pero que en realidad han terminado en el estudio individual -
fisioldgico de grupos bacterianos bien caracterizados, sin emnbargo, -
son pocos los que trataron de estudiar la conducta del cultivo sin se
pararlos en grupos © géneros bacterianocs.

1o anterior hace necesario el estudio de este tipo de inSculos en
su forma natural, es decir, sin someterlos a una seleccibn y,en parti
cular, aquellos gue por su naturaleza actuan camo contaminantes pero
que son potencialmente suceptibles de ser utilizados industrialmente
como, por ejemplo, produccidn de alimentos forrajeros, produccién de
metabolitos como el etanol, lactato, acetato, etc. y, en este sentido,
el estiéréol de bovinos es uno de estos inSculos, yé que su produc -
cifén anual alcanza cifras impresionantes y su uso estd muy restringi-
go, de modo que se acumila, lo cual origina focos de contaminacifén y
enfermedades (principalmente entéricas).

En términos generales, se ha venido diciendo que los patrones fer—
mentativo de los cultivos mixtos, no axenicos, (como el estifrcol) es
tan determinados principalmente por la composicién del medio de culti
vo. Concretamente, se dice que la fermentacifn alcohlica o lActica
se modifica por el tipo de fuente nitrogenada presente en el medio de
cultivo, asf se ha indicado que en presencia de nitrégeno no protéico
la fermentaci6én es alcoh8lica ysi la fuente nitrogenada es proteina -
la fMMCi@ es principalmente l4ctica, sin embargo, el efecto de

la cauwposicién del medio de cultivo se ha aislado de la influenciaque
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podrian tener otros parémetros, a saber, el pH, la temperatura y la

presencia de factores de crecjmﬁenf:o que, como se sabe, en cualquier

cultivo son necesarios de establecer. Del mismo modo, poco se sabe -
de efecto cinético de la fuente nitrogenada en los patrones fermenta-
tivos usando este indculo heterogéneo.

Por las consideraciones anteriores, en este trabajo se tiene camoob
jetivos:

a) Establecer las condiciones experimentales de laboratorio para la -
produccién de metabolitos primarios.,

b) Demostrar que un inSculo heterogéneo'complejo puede ser orientado
hacia un petrén fermentativo definido, dadas las condiciones de -
cultivo.

c) Estudiar el efecto de la fuente nitrogenada (inorg&nica y protéica)
bajo diferentes condiciones fisiccqufmicas, a saber, pH, temperatu
ra y el efecto de los factores de crecimiento, empleando un inScu-
lo heterogéneo complejo (no ax&nico—no gnotobiotico).

Dados los objetivos anteriores se tiene como metas:

1) Estudiar el efecto y control del pH con dos fuentes nitrogenadas -
diferentes.

2) Estudiar el efecto de la temperatura con dos fuentes nitrogenadas
diferentes,

3} Estudiar el efecto de los fac{:ores de crecimiento con dos fuentes
nitrogenadas diferentes, |
Las metas descritas serédn evaluadas midiendo la formacién de &ci -

dos grasos wvolitiles, etanol y &cido lactico mediante cromatografia -

de gases.
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MATERTAL Y METODOS:

In6culo. El indSculo empleado fue estiércol fresco de bovino (raza
Holstein). La dieta bdsica de los animales consistié de maiz y sal-
vado y se complementd con diferentes forrajes. El inSculo fue de 10g
por cada 100 ml de medio de cultivo.

Medio de Cultivo. Estuvo compuesto por dos fuentes nitrogenadas
diferentes, a saber: peptona (NO} y sulfato de amonia(NI). Uno y -
otro medio de cultivo contuvieron la misma concentracién de nitrége—
no. El medio basal se campuso de: glucosa al 3%, sulfato de magne-
sio al 0.1%, fosfato &cido mono-potédsico al 0.1%, cloruro de sodioal
0.1% y vitaminas de tipo farmacelitico que se adicionaron de la si -
guiente forma: se ponen 2 cipsulas en 20 ml de agua destilada y se
agitan vigorosamente. De esta suspensién se tomo 1 ml por cada 100 ml
de medio de cultivo.

pH. En ocasiones el pH fue controlado (constante) y en ctras se
fijo solo un valor de pH inicial (no constante). E1l control del pH
se hizo de dos formas, a saber: regulacién del pH con amortiguadores
y regulacién por medio de un controlador automitico de pH (New Bruns
wick Scientific). Para el caso del empleo de amortiquadores se em -
pleoun &cido o base débil dependiendo del valor de pH a usar. ILacon
centracién del amortiguador, en todos los casos fue de 0.25 M. Ios
canpuestos quimicos que se emplearon fueron: dcido succinico, glici-
na, &cido fosfbrico y tris (hidroximetilaminometano). Para estudiar
este parametro se fijaron intervalos de 0.5 unidades de pH.

Temperatura. El estudio de la temperatura se llevé a cabo conuna
variacién de + 2°C.

En t~dos los casos la fermentacién se llevd a cabo con agitacidn
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(200 rpm). En unos casos el volumen fermentado fue 200 ml y en otros
de 400 ml.

Crcmatografi/a de Gases. Para determinar los perfiles de fermenta-
cién se miaieron 8cidos grasos vol&tiles, AGV (&cido acético, 4cido -
propidnico, &cidobutiricqd, etanol y &cido l&ctico. Para la determi-
nacitn y cuantificacién de los compuestos se procedif como sigue: Se
tomaron 5 ml de muestra de femnentacién, a diferentes intervalos de -
tiempo y se les adiciond 0.6 ml de una mezcla (3 : 1) de &cido fosfé~
rico concentrado y &cido f&rmico al 25%. Se agita y se centrifuga a
5000 rpm durante 20 minutos. Del sobrenadante se tomS muestra para -
determinar etanol y AGV. Para determinar el &cido lictico se tomb -
1 ml de sobrenadante al que se le adiciond 2ml de metanol, 0.5 ml de
&cido sulfGrico al 50%. Se calento a 55°C durante 30 minutos, se sa-
cd del bano y se adiciond 1 ml de agua destilada y se agitf; se agre-
ga 0.5 ml de cloroforme y se agitb6. Se tomd de la fase no acuosa pa-
ra la determinacién del &cido lédctico. Cabe senalar que como se tie-—
ne en algunos ensayos la presencia de &cido succinico se hicieron al-
gunas modificaciones a los ﬁetodos establecidos, para cuantificar tan
to el &cido lictico como el &cido succinico,

Para la cuantificacién de 1los productns de fermmentacién -
se inyectaron 3 microlitos en una columa de 1.60 mts. rellena concro
mosorb W 60/80. ILa fase estacionaria se compone de &cido fosféricoal
2% y de Tween 80 al 20%; la fase m6vil fue nitrSgeno molecular y se -
uso a una velocidad de 30 ml/min. El cromatSgrafo utilizado fue un -
cranatbgrafo Varian 1400 con un detector de iomizacitn de flama. El
gas para el quemador fue hidrSgeno rolecular y se manejé a 20 ml/min.
El aire se us6 a 200 ml/min. Para la cuaptificacién se enpled un in-

tegrador Varian CDS 111. Para la cuantificacifin se amplef una refe -
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rencia de AGV y etanol al 1%. Para &cido liactico la referencia tuvo -
una concentracibn de 1.5%. Para la cuantificacién de los productos -

solo se procedi6 cuando el error no fue mayor a 6%, con recpecto a la

referencia.
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RESULTADOS

Control del pH y Efecto de la Fuente Nitrogenada. Todos los experi-
mentos se llevaron a cabo por triplicado y en algunos casos, el mismoex
perime.nto,' se repitio semanas después. Se trabajdé con un error estan -
dar de + 5%, aunque la magnitud de la concentracifn en algunas ocasio—
nes fué de variacién mayor. Las Figuras 4 y 5 muestran la fermentacién
de glucosa, oon continuo de pH a 6.5, donde se puede apreciar que elpa
trén es el de una fermentacién lictica, pués este metabolito predomina
sobre los demas. Es notorio, por otra parte, que la produccifn mixima
de los metabolitos se alcanzd en aproximédanente 12 hrs., cuando el ni-
tr6geno provind de la proteina., Cuando la fuente nitrogenada es de ti-
po inorgénico, la produccifn maxima se alcanza después de las 24 hrs. de
fermentacidn tanto en NO como en NI la concentracién de los metaboli -
tos, como el &cido acético y el etanol, no fué significativa.

En la Figura 6 se muestra un perfil de fermentacidn a pH 4.5 de cons

tante, con peptona, en un caso y sulfato de amonio en otro, como fuen -
tes nitrogenadas. Se observa que el producto principal, empleando pep
tona, es el &cido lictico y el etanol es el producto secundario, Este
patrén de fermentacién se invierte cuando la fuente nitrogenada es sul-
fato de amonio. Asi mismo, pudo observarse que el tiempo de fermenta -
cibn, para alcanzar la produccién mixima, es de mis de 40 hrs, Se cb -
serva también, que en Ni hay retardo en la produccién de metabolitos ma
yor que en NO.

Ia Figura 7 representa la fermentacibén a un valor de pH de 6.5 ini -
cial, con .sulfato de amonio como fuente nitrogenada. Se ve que el pro—
ducto principal es el etanol y el secundario es el dcido lictico, Apa-
recen también &cido propiénico, sin embargo, en experiencias posterio -

res no fué reproducible. La Figura 8 muestra el perfil de fermentacién
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a pd de 4.5 inicial en el medio NI. El patrdn de fermentacién de las
Figuras 5 y 9 son muy similares. Probablemente la fermentacibn a 6.5
sea solo un poco mas eficiente que la fermentaci6n a 4.5. En ambas -
Figuras la magnitud del metabolito principal es menor que el del meta
bolito principal a pli constante. En ambas fermentaciones el pH final
fué de 3.4. Este valor de pH fué reproducible en todos los casos en
que se experimentaron variacién en el pH.

En la Figura 9 se representen los perfiles de fenﬁentacién en pre-
sencia de peptona a dos valores de pH, a saber 4.5 y 6.5 se cbservd -
que a ambos valores el producto principal es el etanol, en donde, a -
diferencia de lo que se observa en las Figuras 7 y 8, el nivel maximo
se alcanza en un tienpo corto. En la Figura 9 también se puede ver
que hay una mayor produccién de &cido _léctico; El pH final a los -
dos diferentes valores fué de 3.4.

En la Figura 10 se muestra el perfil de una fermentacidn lactica a
3 diferentes valores de pH con sulfato de amonio como fuente nitroge
nada. Se observa que hacia valores de pH é&cidos la fermentacifn lac
tica se abate (en la Figufa 6 se ve que el &cido lActico casi desapa-
rece), sin embargo, a valores de pH hacia la neutralidad la wveloci -
dad y produccifén mixima aumentan. Se cbserva, también que a 7.5, res
pecto de 6.5, la diferencia cinética es muy pequeia.

Efecto del pH (amortiguado)

Se estudib el perfil de pH para conocer el efecto de pH y su amor-
tiguamiento empleando &cidos o bases débiles, empleando el medio No y
NI.

En la Figura 11 se ve claramente que a valores bajos de pH el pro-
ducto principal es el etanol, sin embargo, el fcido lictico va siendo

el producto metabolico principal a valores mayores de piH. La concen-
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tracién mixima de &cido lactico se alcanza a valores de pH francamente
alcalino, cuando se emplea NO camo medio de cultivo. La variacitn de
pH, en cada punto, durante diferentes ensayos, fué 1.2 + 0.3.

En la Figura 12 se observa el perfil de la fermentacién de glucosa
teniendo a NI camo medio de clutivo. Aqui se aprecia una situacién -~
similar como al descrito en la Figura 6, Sin embargo, se nota que los
niveles de produccidn para &cido l4ctico se logran a tiempos mayores -
que a pH constante. Por otra parte, el etanol aparece en forma mis -
significativa que cuando se enplea el medio NI. El nivel méximo de &-
cido lictico alcanzado es menor que en el caso del medio NO.

Efecto de la Temperatura

En la Figura 13 se ven los dos perfiles de la fermentacién liactica
en NO y NI a diferentes temperaturas en donde claramente se observa -
que la fermentacitn l4ctica alcanza niveles de concentracifén mayores -
en el medio NO, que en el medio NI. Ademis, se puede apreciar qﬁe en
presencia de peptona el inbSculo (el estiércol) es mas tolerante a tem—
peraturas relativamente altas y es casi constante el nivel de produc -
cién de &cido lactico en el intérvalo de 34-45°C sin una cafda stbita
en la formacidn del metabolito. En cambio, cuando el medio lo forma -
NI, el intérvalo en el que se alcanzb la produccién mas alta es mas cor
ta, con una caida brusca después de los 37°C. A 55°C en el medio NO -
hay una disminucién de aproximadamente 25% de dcido l&ctico y en el NI
a esta temperatura es de mis de 60%.

Efecto de las Vitaminas

En la Figura 14 se representan los experimentos en presencia y ausen
cia Ade factores de crecimiento en los medios NO y NI. El medio NIsin
vitaminas (perfil IV) es notorio que la ausencia de los factores de -

crecimiento influye significativamente en la fermentacifn lictica. Sin
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embargo, en él medio NO la ausencia de vitaminas no tiene un efecto im-~
portante en términos de produccién mixima de metabolito, pero si influ-
ye en el aspecto cinético.

Los perfiles mostrados en las Figuras 11, 12, 13 y 14 fueron amorti-
guados con compuestos quimicos con variaciones de pH tal camo se indicd
antes.

Se estndid microscopicamente (coloracién de Gram) la microflora, al
inicio y al final de la fermentacidn, en experimentos llevados a cabo en
diferentes estaciones del ano. Al inicio de la fermentacidn se observd
que la microflora es muy heterogenea, encontrandose tanto bacterias gram
positivas como negativas, asi como levaduras. Este patrdn de microflora
varib dependiendo en la estacidn del afio. Al final de la fermentacién -
la microflcra se hace mas homogenea; dependiendo de la estacifn, en unos
casos predominaban las formas bacterianas bacilares y en otros casos la
forma imperante fueron las bacterias cocoides. Fruebas parciales de iden
tificacidn taxonamica indican que son bacterias liacticas (familia Lacto-
bacillacea). Otras pruebas de caracter general, mostraron que las bacte
rias, camo las coliformes, desaparecieron despues de 24 hrs. de fermenta

cibn, lo que indican la reduccidn toxica o patogena del estiérccl,
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DISCUSION
Control de pH y Efecto de la Fuente Nitrogenada.

El estiércol que se ezﬁpleo Cono inﬁculo se estuvo tamando de anima-
les estabulados sujetos a una dieta variable va gque el tipo de rastrojo
que sé suninistrd dependib de la estacidn del aho. Lo anterior obligd
a que se hiciera un estudio de la conducta bioquimica del estiércol du-
rante un afio, con el propdsito de medir los cambios en los productos de
fermentacién. No se obtuvieron cambios notorios en los perfiles de fer
mentacitn mayores al 10%, pués los patrones de fermentaci®n mostrados
en las Figuras 4 y 5 se observaron constantes en todos los procesos lle
vados a cabo bajo esas condiciones. Sin embargo, si se notaron cambios
en la microflora del estiércol cuando se hicieron observaciones al mi-
croscopio, resultado que estd de acuerdo con lo reportado por Grubbs vy
Dehority (1975), quienes demostraron que la composicifén microbiana del
aparato digestivo de rumiantes varia de acuerdo con el tipo de ingesta y
cauo consecuencia varia también la microflora de las escretas.

En las Figuras 4 y 5 se muestra la fermentacién de la glucosa bajo
condiciones controladas de pH. El pH en ambos casos fue de 6.5 con una
variacién no mayor de Q.1 y se cbserva en ambos perfiles que la produc-
cibn miéxima alcanzada en estas condiciones fue similar. Cabe anotar,
sin embargo, que en presencia de peptona la produccifn mixima alcanzada
se logra en la mitad de tiempo, respecto a la fuente inorginica, aunque
por otra parte no se observan cambios significativos en los tiempos de
retardo. Esto se puede explicar fécilmente, pués se ha demostrado que
la presencia de aminodcidos en un cultivo microbiano reduce considera-
blemente la fase de retardo de los microorganismos (Shida et al, 1975),
por ende, la aparicifén de los metabolitos de fermentacién aparecen pri-

mero aqui que en presencia de NI. ﬁsi mismo, se ha demostrado que la
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presencia de aminoicidos en el medio de cultivo incrementan la velocidad
de crecimiento microbiano. De hecho, la formacifén del producto metab&lico
depende del crecimiento microbiano y por lo tanto, &ste se formard cuando
los microorganismos se multipliguen.

Za concentracifén de etanol producida bajo estas condiciones, no fue muy

importante, aunque en ambos casos (NI y NO) se observa la aparicifn de
otros productos como el acetato, propionato y butirato, gue en otras fermen
taciones llevadas a cabo bajo las mismas condiciones, no se presentaron.
De todas formas, como en el caso del etanol su presencia no fue considera-
ble. Za hamogeneidad de resultados son sorprendentes dada la heterogenei-
dad y camplejidad del inbSculo y una explicacibén a ésto resultd dificil ya
que anilisis de la camposicidn microbiana tanto de rumen cawo de estiércol
no reportan a las bacterias l4cticas como la microflora predavinante.

En las Figuras 4, 5 y 6 se puede dbservar una heterogeneidad en produc-—
tos metabblicos que son resultados de una no regulacién del pH. Neuberg v
Hirsh (1919) y m&s tarde Neish y Blackwood (1951) y Gunsalus (1955), demcs-—
traron que el pH inicial tenfa un efecto significativo en un proceso de -

fermentacién con levadura del género Saccharawces cerevisiae. Ineontraron

que dependiendo del valor inicial, el producto de fermentacién variaba tanto
cualitativa como cuantitativamente en cultivos axénicos de levaduras o de
bacterias. En nuestro caso, itilizando un inSculo heterogéneo camplejo se
cbservd un resultado similar. Estos resultados indican que el valor de pH
inicial determina cuantitativamente y cuélitativarrente la formacifn del pro
ducto metab8lico en el proceso de fermentacién. De hecho, estos resultados
concuerdan con Seger et al (1981) y Pipyn y Verstraete (1981) quienes traba
jando con cultivoes no axnicos encontraron que la produccién de etanol, -
lactato y otros productos fundamentalmente depemde del pH.

Por otro lado, se cbserva también que el tiyo de fuente nitrogenada in-
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fluye de alguna manera en el proceso fermentativo. Ya se sefialé que

la adicién de aminodcidos al medio de cultivo puede reducir la fase

de retardo, sin embargo, puede influir también positivamente en la ve-
locidad de crecimiento de los microorganisms (Shida et al, 1975). GSe
pueden hacer algunas consideraciones adicionales, por ejemplo, se po-
dria decir que el poder reductor necesario para la reduccién de piruva-
to a lactato, aurenta en presencia de nitrégeno protéico, en cambio,

en presencia de sulfato de amonio la disponibilidad de poder reductor,
para la formacifén de lactato disminuye, ya que el NADH + H+ formado se
utilizard para la reduccién de &cido glutirico y 4cido glutamico, como

puede verse en el siguiente esquema.

QOOH COOH
+
NH 4

(), (cH,),

= —P» + H20
© CHINH,

NADH+H NaDp
COoH ) C Q0K
+
NAD NADPH + H

1o anterior es en el supuesto de que la via a travS8s de la cual se forme el
dinucleotido sea la de EP, Figura 1, y no por medio de la via de las fos
focetolasas, pués agqui, ademds de que puede formarse NADPH + H+, se for-
rarfa no solo lactato, sino también acetato o etanol mis lactato, tal -
camo se ilustra en las Figuras 2 y 3.

Es probable que esta hipbtesis sea vdlida en cultivos ax8nicos pero -

para cultivos camplejos no es del todo consistente, pues en si se obser-
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van las Figuras 4 y 5 se puede apreciar que se produce &cido lé&ctico,
tanto con NI como con NO, en donde la magnitud de la concentracitn del
metabolito es muy similar. Ademis, en la Figura 7 se observa que afin
en presencia de peptona, se produce etanol, en donde este metabelito
representa cerca del 40% de los metabolitos producidos, resultado que
va en contrario con la hipbStesis de que cuando el medio de cultivo
contiene proteina no se forma el alcohol etflico ni acetato, es decir,
se produce una fermentacién homoléctica. Nuevamente, 21 pH juega un
papel bioquimico muy importante .

Existen revisiones detalladas (Buchanan y Gibbon, 1974) de las bac—
terias lacticas y en todas se pueden apreciar que &stas requieren de
una fuente nitrogenada protéica para su crecimiento, excepto Streptc-

coccus bovis (se debe aclarar que este microorganismo no es el finico

responsable del proceso fermentativo en este caso, ya que cano se indi-
cb antes, en las observaciones al microscopio se pudo agpreciar una mi-
croflora muy variada). Nuevamente, &sto es cierto para cultivos axéni-
cos, sin embargo, en cultivos heterogéneos, seglin se observa en la Fig.
5, &sta no es una restriccifn que limite la fermentacién l&ctica o bien,
el crecimiento celular, aunque si se evidencia un efecto cinético.
Existen reportes en ecolcgfa micrabiana que podrian arrojar alguna luz
y pudieran explicar estos resultados, es decir, tratan de dar una expli
cacién a través de las interacciones que se presentan entre los diferen
tes grupos bacterianos y llenando de esta forma sus deficiencias nutri-
cionales. Mss tarde se volverd a hablar de ésto.

No se debe olvidar el efecto del pH en el proceso fermentativo que,
desde el punto de vista bioqufimico y tenvodlnéimoo, juega un papel muy
inmportante y que podria verse acentuado este efecto de pH por la influen

cia de la fuente nitrogenada. Se sabe por ejemplo, que algunos micCroor-
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ganismos tienen respuestas diferentes a pH, a saber se ha observado que

Klebsiella aerogenes, en medios de cultivo con peptona, a valores de pH

alcalinos desamina la protefna y que a pH &cido la descarboxila con el
objeto de amortiguar el efecto de un pH desfavorable. No hay datos en
la literatura que describan este mismo efecto en cultivos heterogéneos
y que esten relaciohados con procesos fermentativos.
Por otro lado los estudios biogufmicos in vitro y los termodinimicos
para el sistema de la deshidrogenasa alcohblica y deshidrogenasa licti
ca también han demostrado que, las variaciones del pH, inducen cambios
en la estructura terciaria de las enzimas , aungue estos cambios se pro
ducen a valores extremos del pH Sptimo de las deshidrogenasas. En el
caso que aqui se trata no se tienen valores de pH extremo para el con-
junto microbiano localizado en el inbculo, aunque el efecto desde el
punto de vista enzimitico podria ser diferente (Wittinberger y Angelo,
i970), por lo que se puede intentar una explicacién fisicogufmica. Pa-
ra tal propbsito se debe partir del equilibrio quimico que se establece
en el sistema campuesto por las coenzimas de la deshidrogenasa l&ctica o
aloohblica, a saber:
Pir + NADH + H wmmese= Lactate + NAD' (1)
AG°' = ~-6.0 Kcal/mol a pH 6.5

para la fementacifn: lictica y
Acetaldehido + NAD + H' == Etanol + NAD' (2)
AG”' = -5.15 Kcal/mol a pH 4.5

para la fermentacibn alcchflica de modo que en el equilibrio se puedan

establecer las ecuaciones:

Keq = _(_I_ta.C)__T )
(Pix) (H')
: +
Keq = (Etanol) (NAD) (4)

(Aocetaldehido) (NAGE) (H')
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Ios valores de las constantes de las ecuaciones 3 y 4 pueden esta-
blecerse de las reacciones 1 y 2 a partir de lo reportado en la lite-
ratura y puede observarse que serdn menores que cero dado que los -~
cambios de AG®' son negativos, indic&ndonos la espontaneidad del pro-
ceso y que la reaccibn procede hacia el lado derecho.

Por otra parte, la reaccién 1 se puede plantear en forma més gene-
ral

A+B====P+Q+nH (5)

y en el equilibrio la energfa quedarfa

[y

+
Ac= - R @ @ @)

(6)
a) ®)
que haciendo los arreglos suficientes se puede llegar a
AGe™ = -RT In _(P) (Q) (7)
| @) ®) |
finalmente AG' =AG°" — RT In  (H")" (8)

que ajustada para los cambios de pH vendria a ser

AG® =AG°' - RT In A(pH)
ecuacibn que, en forma general, permite establecer la dependencia del
sistema en téminocs de las variaciones del pH.

Las consideraciones anteriores, aunque ciertas para sistemas enzi-
mismiticos bien defiriidos, no han podido ser demostradas dentro del
‘sistema celular citoplasmético fundamentalmente debido a que una c€lu-
la es una estructura muy camwpleja, campuesta por muchos sistemas enzi-
maticos y no por uno solo. Asf mismo, se reconoce que el pH ambiental
es diferente al pH intracelular aunque es diffcil explicar la dependen
- cia de la cflula al pH exterior. Esta dependencia metabflica se apre-—

cia en las Figuras 7, 8 y 9, cn donde se puede observar el efecto del
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pH, tanto del regulado necénicarrénte (pH-3tat) camo mediante amortigua-~
dores quimicos. En .la Figura 9 se ve que la fermentacidén l&ctico con
sulfato de amonio, a valores de pH &cidos tiende a reducirse. En la
Figura 8, el patrén fermentativo, con la misma fuente nitrogenada, sal
de amonio, se vuelve a dbservar la misma tendencia, es decir, que la
fermentacitn l4ctica es la principal forma de respirar, en tanto que a
valores francamente &cidos, la fermentacifn alcohflica es la forma pre
dominante. En la Figura 9, fermentacién con peptona, se observa algo
similar, sin embargo, respecto a la fuente nitrogenada se dbservan di-
ferencias en la magnitud de la eoncentracién de los metabolitos produ-
cidos. Asfi se aprecia que el etanol se produce mis en presencia de
amonio que con peptona. Estos resultados evidencian un efecto nutricio
nal de la fuente nitrogenada, sin embargo, dar una explicacién biogqufmi-
ca acerca de la dependencia de las deshidrogenasas l&ctica o alcoh6lica
es diffcil ya que se sabe que estas enzimas tienen una dependencia de
factores vitaminicos (nicotinamida) pero no se ha reportado que para su
financiamiento sea necesario la presencia de aminodcidos.

Por otra parte, no hay una diferencia marcadamente significativa de
concentraciones entre la fermentacién amortiguada mecnicamente y qufi-
micamente, lo cual plantea la posibilidad de producir a cualquiera de
los metabolitos mediante un proceso mis simple que el de estar regulan-
do la fermentacién con equipo sofisticado, aunque se debe senalar que
la amortiguacién de la fermentacifn con sustancias quimicas no fue to-
tal, va que hubo cambiocs, pero no modifict sustancialmente el patr6n -
fermentativo, va que el tipo de productos producidos asf como la magni-
tud de la fermentacifn es casi constante, pués la suma total de los me-—

tabolitos es aproximadamente la misma. Estudios econfmicos y de mercado
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podrfan dar indicaciones en el sentido de que camino sequir. Asf mis-
1o, estos resultados son muy alentadores ya que permite demostrar la ma
nejabilidad de inbculos heterogéneos y su aplicacifn en otros procesos,
tales camo la produccién de alimentos o en el tratamiento de contaminan
es o procesos de descontaminacidn,

De la Torre y Gom& (1981), Pipyn y Verstraete (1981), encuentran que
la fermentacién con cultivos no axfnicos (aguas negras) depende fuerte-
mente del valor del pH inicial y de su control. En las Figuras 10, 11y
12 se dbserva que el inSculo empleado (esti8rcol de bovino) también tiene
esa dependencia, yva que el patrdn fermenta;tivo heterogéneo es similar,
tanto a valores de pH diferentes ccmo con fuentes nitrogenadas diferentes.
Se nota una notable diferencia entre, por ejemplo, los perfiles observa-
dos en las Figuras 3, 4,8 y 9 respecto a los mostrados en las Figuras 10,
11y 12, donde en las primeras se lleva un control del pH, y en las otras
se deja evolucionar sin ningun control, ademfs de las diversidad de produc
tos se aprecian cambios cinéticos, ya que el proceso fermentativo se hace
mis lento y todo esto es camo consecuencia de i:a‘ no regulacién del pH. De
los resultados mencionados ,l;':l no regulacién del pH, se aprecia que el pro-
ducto principal es el alcohol etflico, adicicnalmente se observd que el va
lor final de pH en todos los casos fue de 3.4, que es francamente &cido.
Este (ltimo resultado de fuerte acidez, probablemente explica que el eta-
nol sea el producto metab8lico principal, pufs existen evidencias experi-
mentales de que a pH &cidos, ampleando inBculos heterogéneos, se produce
este metabolito y parece ser que esta conducta es independiente del tipo
de fuente carbonada o nitrogenada (Seger, et al, 1981). Parece ser que
la eficiencia fermentativa no cambia a pesar de la reducci6n del pH a va-

lores &cidos. En general, los resultados anteriores no concuerdan del to-
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do con lo reportado por Roger y Whitter (1931} y Wang et al (1980),
Juienes sefialan que los &cidos no disociados inhiben la fermentacifn
(el pKa de &cidos carboxflicos estd alrededor de 5), pufs si se obser
va, la suma de los metabolitos producidos en todas las fermentaciones,
es muy parecida. Este criterio se extiende también a productos meta-
bblicos no disociables y se habla, en términos genéricos, de inhibicién
por producto final. Por (Gltimo, aunque la produccién del etanol coin-
cide con el valor de pH &cido, considerado como el valor nomal, no su
cede la misma para la formacidn del &cido l&ctico puesto que ésto se -
sale de lo previsto, ya que existen reportes (Wittinberger y Angelo,
1270) .que indican que a valores de pH mayores a la neutralidad, la fer
rentacién lactica se abate y en lo que agquf se reporta, la mayor forma
cibén se alcanza a valores francamente alcalinos (Fig. 8y 9). Esto -
abre la posibilidad de que la vfa metabSlica involucrada sea precisa-
mente la EMP utilizada para oxidar el azlcar, nuBs es aquf donde se
forma FDP, y este actua como estimulador de deshidrogenasas en valores
de pH préximos a 6 pero, por otra parte, es francamente inhihido este -~
efecto a pH alcalino. Esta contradiccifn es diffcil de explicar debido,

nuevamente, a la heterogeneidad del cultivo,

Efecto de Temperatura y Fuente Nitrogenada.

En los perfiles dé temperatura mostrados en la Fig, 13 se aprecia
que, independientemente del tipo de fuente nitrogenada, la produccién
mixima se alcanza a 37°C. Asf mismo, se observan diferencias marcadas
entre un perfil y otro camw, por ejemplo, la magnitud de la concentra-

ci6n del lactato producido en presencia de protefna (pH 8.5) es mayor

que ocon la- fuente nitrogenada inorgdnica (pH 7.5), ademis el abatimien
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to de la fermentacifén l&ctica en presencia de peptona es mInima en una
amplia regifén de temperatura (30-55°C), en tanto que cuando es sulfato
de amonio la fuente nitrogenada se presenta wna cafda brusca de la fer-
mentacién. Lo anterior podria ser explicado desde el punto de vista nu
tricional y genético y partiendo del supuesto de que sean las bacterias
l&cticas la microflora predaminante. Asf, se sabe que las bacterias lac
ticas tienen una nutricién compleja en cultivo axénico (Buchanan y Gibbon,
1974) . Adicionalmente se ha demostrado que la temperatura es un factor
mutagénico (Watanabe et al, 1976). Por otra parte, Zeikus, et al (1970)
y Zeikus (1979) serialaron que en cultivos ‘axénicos, la complejidad nutri-
cional se incrementa cuando la temperatura se eleva. Partiendo de estas
evidencias, los perfiles mostrados en la Fig, 13, podrfan ser aclarados,
es decir, Jque en presencia de amonio y a temperaturas altas, debido a
probables alteraciones genéticas y en consecuencia nutricicnal, se presen
t6 una caida brusca de la fermentacifn, pu€s en el caso de sulfato de
amonio no se cuenta con aminodcidos que amortigien el efecto mutanogéni
co de la temperatura.

Desde el punto de vista p;fécti_co &stos resultados son interesantes,
puts si se deseara producir industrialmente este metabolito, se puede te-
ner la certeza de eliminar las bacterias patfgenas {(que crecen a tempera-
turas mesofilicas, preferentemente) o bién, si se quisiera producir alimen
tos balanceados (ensilados), la formacifén de hongos se verfa nulificada
(éstos crecen a temperaturas psicrefilicas). En este trabajo solo se ana
lizaron los canbios metabSlicos camo. consecuencia de los canbios ambienta
les, de modo que no se estudib el efecto producido en el crecimiento ce-
lular ni los cambios producidos en la composicibn celular, que son muy de

pendientes de la temperatura, por ejemplo, se sabe que las membranas cito
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plasmiticas cambian tanto cuantitativa como cualitativan‘enté a diferen-
tes temperaturas; también se ha demostrado que la camposicién cualitati
va de las enzimas cambia.

En fin, dado que en este trabajo se observan diferencias metab6licas
respecto a las reportadas, es probahle entonces que se esté hablando de
nuevas perspectivas en la fisiologfa y bioquimica bacteriana, bé&sicas,
pero de conjuntos microblanos camplejos y no de los tradicionales culti-

vos axénicos.

Efecto de los Factores de crecimiento y la Fuente Nitrogenada.

Actualmente, se sabe que Streptococcus bovis es la finica bacteria l&c

tica que puede crecer en sulfato de amonio cano fuente nitrogenada (Niven
et al, 1948), pero los demis microorganismos licticos requieren de medios
de cultivo més complejos; todos invariablemente, requieren de vitaminas.
‘En la Fiqura 14 (I y IT), se observa que no es indispensable la presencia
de vitaminas, pero se nota un marcado efecto, tanto cinfético camo en la
productividad de los metabb]itos, cuando la fuente nitrogenada es sulfato
de amonio (III y IV). Existen reportes en el sentido de que, entre las
bacterias de un mismo género, existen sistemas-de cooperacién (algunos
sefialan la recarbinacifn camo el principal) que hacen que bacterias de nu~
tricifén compleja puedan crecer en medios simples (Nurmikko, 1954; Bryant
y Robinson, 1962). Se supone también otro tipo de ocooperacién por ejemplo,
se dice que en cultivo mixto una bacteria autotrofa de algfn aminofcido
puede obtenerlo de otra, en el mismo cultivo, y a su vez otra cbtiene otra
nutriente para su propio crecimiento, es decir, se habla de probables
simbiosis. Se dice también que pueden establecerse otro tipo de asociacio
nes camwo el camensalismo o nxutualisno, etc. En cualquier caso, las eviden

cilas encontradas que expliquen estos eventos son muy escasas y Son mera-
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Ilente especulativas, lo cual estéblece la necesidad de ahondar m&s en
el estudio de las interrelaciones en cultivos mixtos camplejos (proba-
blemente primero con cultivos mixtos camplejos gnotobiéticos y luego
en no gnotcbibticos no axénicos).

Este tipo de evidencias y supuestos pueden dar una explicacifn par—
cial a los resultados mostrados en la Fig, 14, ya que si no se adicio-
nan las vitaminas en la fermentacifn con nitrSgeno inorgénico es préc-
ticamente nula la formacién de lactato, sin embargo, ésto no reduce la
posibilidad de producir lactato mediante este tipo de cultivo, yva que
los métodos cammes adicionan tanto protefna como vitaminas al medio de
cultivo, sin contar con que emplean cultivos axénicos y condiciones es-
tériles que, a lo largo de este trabajo no fuercn enmpleadas, lo cual
desde el punto de vista econGmico (costo de energfa y conservacién) re~
sulta muy atractivo.

Finalmente, se debe dejar asentada la importancia de segquir el estu-
dio tanto biogufmico - £isiolSgico camo cinéticc ya que las explicacicnes
en este momento, para este cultivo se estan quedando en el terreno espe-
cultativo. Ademis del interés b&asico que tienen, su estudio es importan
te desde el punto de vista econfmico (y también social en forma mury
importante) y es, en este sentido, necesario que. se hagan estudios ciné
ticos que permitan pronosticar y establecer alternativas en las formas
de produccién de metabolitos de valor econfmico (como el etanol, acetato,
lactato, etc.), por ejemplo, no se sabe cual es el efecto bioquimico y
cinético producido al cambiar la concentracién del azficar, Jde la fuente
nitrogenada, Jdel tamafio del inSculo (Christensen et al, 1958, reporta
cambios en los perfiles de fermentacifn cuando se cambia la concentracién
de azficar),ctc. En fin, se pueden sequir enumerando otras aplicaciones,

-perc hasta solo sefialar una muy importante, la produccién de alimentos
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tanto de uso pecuario cane los de consumo humano, en donde el uso de
los microorganosmos es cada vez mds frecuente y en donde la aplicacién
de los cultivos mixtos y complejos abren wna posibilidad may valiosa

que es necesario explorar a corto plazo.
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CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

La fermentacifn alcohblica es expont@nea y sin regulacifn del pH a
valores de pH &cido sin importar el tipo de fuente nitrogenada.

1a fermentacién homolactica es posible a pH cercanos a la neutrali-
dad s8lo si se controla el pH (mecinicamente con amortiguadores).
La fermentacifn es 1l4ctica a pH constante cercano a la neutralidad
y es independiente del tipo de fuente nitrogenada.

La fermentacién lictica estd determinada por el tipo de fuente ni-
trogenada a temperaturas altas a pH préximo a la neutralidad.

La fermentacién es lactica a temperaturas termofflicas s6lo en pre-
sencia de proteinas.

La fermentacifn lictica a pH préximo a la neutralidad y 37°C depen-
de de los factores de crecimiento si la fuente nitrogenada es inor-
génica y es independiente de esos factores cuando la fuente es pro-

tefna.
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Patron de fermentacidn con glucosa y peptona. La
temperatura fue de 37°C. El pH de 6.5 se mantuvo
constante durante la fermentacién. (O ) dcido lac
tico; (O ) &cido acético; (A ) etanol.
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Fig. 5 La fermentacifn de la glucosa se llevé a cabo a pH de
6.5 y permanecid constante durante todo el tiempo. La
temperatura fue 37°C. La fuente nitrogenada fue sul-
fato de amonio. (A ) &cido ldctico; (D) etanol, -
(O ) &cido acético; (M) &cido propidnico; (H ) aci
do hutfirico.
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Fig. 10 Perfil de produccidén de metabolitos por fermentacidén a .
. partir de glucosa. E1 pH inicial fué de 6.5 con sulfato
de amonio. La temperatura se mantuvo constante a 37°C.
(A) dcido lactico; ([0 ) etanol; (O ) &cido acético;

(& ) acido propidnico; (B ) &cido butirico.
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Fig. 6 La fermentacidn se 1levd a cabo a pH de 4.5 constante."
‘La temperatura fue 37°C. Las figuras geométricas 1le-
nas son con peptona, las vacias representan al sulfato
de amonio. (A A ) etanol; (O @ ) &cido lactico, -
(O ™ ) acido acético.
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Fig. 11

0 20 30 40 50 60 Hrs.

Fermentacion de glucosa a pH inicial 4.5 empleando sulfato
de amonio como fuente de nitrdgeno. La temperatura se man
tuvo a 37°C. (A ) &cido lactico; ([0 ) etanol, (O) &ci
do acético, : : ’
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1.8

1.2
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pH

Fig. 9 Perfil de fermentacidon a diferentes valores de pH a
37°C. La fuente nitrogenada es peptona. Cada punto
se tomd a las 35 hrs. El pH se reguld con amortigua
dores .diferentes. (A ) 3cido lactico; (O ) etanol.
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1.0 “

0.5 1

Fig. & Fermentaci6n de 1a glucosa a diferentes valores de
pH amortiguados con diferentes compuestos quimicoes.
La temperatura fud de 37°C. La fuente ni trogenada

fué sulfato de amonio. Los puntos corresponden &
38 hrs. (A ) &cido l3ctico; (O} etanol.

-
-
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1.25

0.75 4-

0.5

025 -

Fig..7

Fermentacidn lactica a diferentes valores de gH.

El pH se mantuvo constante. La fuente nitrogena-
da utilizada fué sulfato de amonio. La temperatu
ra fué 37°C. Los valores de pH fuéron: ( a ) 7.5;

(b )6.55 (c) 5.5
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OR

30 4o 50 Hrs.

Fig. 12 Fermentacién de la glucosa sin amortiguamiento del

pH. E1 valor inicial del pH fué de 4.5 representa-

do por las figuras blancas; las fiquras obscuras re

presentan el valor de pH inicial de 6.5. (A ) &ci
do lactico; (I3 ) etanol; (O ) &cido acético.
Se empleco peptona como fuente nitrogenada.
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Fig. 13

1 1 1
Ll

i
T T +

30 37 - 45 -85  T(°C)

Fermentacion lactica a diferentes temperaturas. Los
puntos corresponden a 30 hr. de fermentacion. ( A)
peptona a pH de 8.5; (A ) sulfato de amonio o pH de
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g/100m!

0. 20 30 40 50  t(hrs)

¢
-

Fig. 14 Fermentacidn lictica en presencia y ausencia de factores

de crecimiento ( FC ). El pH fud de 7.5. La temperatura

fué de 37°C. (A ) peptona; (A ) sulfato de amonio. | vy

LIl fuéron adicionados de FC; Il y IV no fuéron suplemen-

tados con FC.
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