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etanol ha aumentado  cada  vez mcT‘s, lo que hace necesario encontrar nue- 

vas formas de producirlos. U n a  forma adicional de obtenerlos, diferen 

te a la extrativa del petr6le0, es vla feentac i&,  sin mkaqo, re - 

sultan proc&imientos caros y en algunos c a s s  el procedimiento es rmy 

elaborado. Un p.roceso CCknGn de obtención es a traves del uso de micm 

organisms bien identificados y en medios de cultivo bien definido. An 

bas son sujetos a control de ca.lidad perlodims que redunda en -m au - 

mto en los costos de pducci6n. 

- 

- 

- 

Existen, p r  otro lado, diversos procesos rnicrobiancs en los quehay 

la participacien de &S de un microorganism para l a  obtencien de un - 
producto Chico, a saber, l a  pmducción  de ne+a~o, algunos alimmtos ‘Ira 

dicionales y hasta procesos indast-iales. Eh alq”~os de estos proce - 
sos se logra observar que nediante  la acción  conjunta (cultivosnixtos) 

se sinplif ica todo e l  proceso, pem pueden ser yxxx, eficimtes en la - 
producción  de mtabolitos si  no se tiene control mbiental. Existen - 

varias hi@tesis que tratan de explicar e l  p q é  durante m a  fermen - 

- 

tac i6n con i n b l o s  mixtos, m clan lugar a urn gran variedad  de prcduc - 

tos metabolitos. Algums se3alan que lo que dekrmina los patrones - 
fermentativos es el . t i p o  de fuente nitrqemda, otros que es l a  fuente 

cdlsbonada. Tambih se plantea que son los  fsctcres f l s i m p h i c o s  t a  - 

les cam3 el  pH, tenFatura, 1s conca-kraci6n del sustrato, efc. 

En este trabajo  se evaluar&, en cordiciones septicas, el rfectodel 

pH (inicial y constante), tempratura, tipo de fuente nitrqemda ylos 

factores de crecimiento usando un i h l o  hetemg6nea conplejo ( e s t i 6 . r  - 

col de bovino productor de leche). El p x f i l  c?e pH estudiado fue des- 



de &ido hasta el alcalino; e l  p e r f i l  de tmpratura evaluado cmpren- 

di6 desde  tenrrperaturas  ambientales hasta temff l icas .  IDS factoresde 

crecimiento (vitarrinas) estudiad.os  fueron  de tipo camercial. Las fuen - 

tes de nitrogenadas emrpleadas fueron peptona (cam proteha) y sulfa - 
tos de m n i o  ( c a m  nitr@eno inorgánico) . Se midieron mediante crom - 

tograffa de gases , etanol, 6cidc)s  grasos volstiles gcido acgtico, pro- 

pi6nico y butírico) y &ido lbctico  esterificado. Se  enconIx-6  que a pH 

altos se produce  preferentemente  Scido Xctico y en tanto que a pH ba- 

j o  e l  producto  predominante fue etanol. Fue  determinante e l  control - 
del pH. A txavés de todo e l  trabajo se vi6 corn3 uno de los factores - 
que limitan mbs la fenwntaci6n. Se o b s e d  que la  fermentación 16cti - 

ca puede ser tenmtolerante solo en presencia de protelna. Se  eviden- 

ci6 una fuerte  influencia de las vitaminas en l a  f e m t a c i 6 a  16ctica. 

La fermentación alcohólica SE! favorece en medios de  composici6n sin - 

ple a pH Scido; se encuentra que la fermentación Uctica a PI-! constan- 

te alcalino o armrtiguado es i r d e m e n t e  del tipo de fuente nitroge - 

nada; la tenperatura tiene un efecto negativo en presencia de sulfato 

de d o ;  los factores de creamia~to aceleran la fermentación l6cti- 

ca a d d  de que los niveles de  producci6n del metabolito varfan d e p  - 
diendo d e l  tip de fuente nitroqenada en combinaci6n  con los factores 

de crecimiento. 
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I N T R O D U C C I O N  
\ 

Una de las fermentaciones txadicionales m cmunmntc usada, junto 

con la   f emtac i6n  alcohblica, es la f m t a c i 6 n  ldctica. E l  estu - 
dio de esta  femntacibn se remonta a fines  del  siqlo pasado. Sin an- 

bargo, los estudios  sistematizados ( c o r n  las condiciones 6ptira.s decre 

cimiento y femntaci6n) se ini.ciaron UI e l  pr imr tercio de este si - 
- 

glo . 

Los usos del k i d 0  1Sctico se encuentran principalnente en la  con - 
servaci6n y producci6n  de alimentos. Por e j q l o ,   e l  dcido l d c t i c o  se 

emplea corn3 conservador en divexsos t ips  de afirtentos en donde sa fim 

c i6n  bSsica es la de evitar la  putrefaccibn; suele usarse en la .irxIus- 

- 

tr ia  confitera cam acidificante, dardosele un uso similar en la eiabo 

raci6n de jugos. Tambi6.n es utilizado en la prcducci6n  de  bebidas e - 
I 

fervecentes y en la industria cervecera es utilizaü0 e l  dcido Itictcim. 

E l  proceso industrial para la  pmducci6n de proteirn unicelular utLli-  

za a l  &ido l5ctico para inhibir e l  crecimiento de bacterias butiricas 

(Prescott, Caseda). y Dunn, 1962, (asida, 1968). 

Siguiendo en este mian rengl6n de aplicaciones se pude citar la - 
pducci6n del yoghourt, que SE: considera cam un derivado 16ctiw de 

invaluable valor biol6gico. La elaboraci6n de este producto se ha v e  

nido haciendo en Europa desde  hace siglos mediante pmcedimj_eni;os q5: 

ricos consistentes en dejar que la leche se contanrinara a -atwas 

- 

entre 40-50°C. IDS estudios bSsicos pa.ra hacer de este proceso qfri - 
Co Un proceso industrial se iniciaron en la primera parte de nuestrosi I 

glo por el  trabajo de  Metchnikoff (1.907) quien identific6 a Lactnkaci 
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taci6n ldctica pro en la qde es&  involucradas dos cepas microbia - 
MS, a saber: L. bulgaricus y StreptDcoccus them?hilus. Tus traba- 

jos de Pette y J;olkana (1951) damestran que e l  ~lroccso se puede lle 

var a cabo a 45"C, ccnm tenperatma 62tima. AS€ rnim señalan que l a  

funci6n de S. themphilus es la de prmver una acidez suave que - 
permita e l  ulterior desancollo de L. G u l g a r i c  quien hidrohiza la lac 

tosa y la  caseina a pH de 5.5. En la actualidad se han establecido - 
procesos de fem~ntaci6n continua para la pducci6n de yolqourt (Mac 

Bean, 1974,  Driessen,  1977, a,b:) . 

- - 

- 
- - 

Dentro del rengl6n  de los Lbcteos se encuentra otro que, dentro de 

los procesos de fermentaci6n l d c t i c a  es m q  inporh.nte, a saber, la - 
mufactura de quesos, Este prcxeso se lleva a Caso mediante l a  par- 

t icipci6n de una microflora h e l q e n e a  y carrpleja, que atin ro esdel 

todo identificada. Sin anbaryo se sabe que &-& especies de Pro - - 
pionibacterium y butirobacteriunn. A s €  mismo, se sabe cpe en quesos - 
del tip chedar juegan un papel muy importante especies de bacterias 

lscticas co~n;, S.crmris y S.lactis, quienes  san insustituibles para 

proporcionar el sabor y olor  car-acterlstico a este queso (Rei-, 1965) - 
" 

Existen otros alimentos que Eon previamente smetidos a la  femen- 

taci6n.  Por ejemplo, en el Medio Oriente y en Africa del sur se da- 

ban "cervezas" de color opaco semis6lidas que se obtienen de fe- - 

cimiento de levaduras, k e l  Sur de la India e x i s t ~  e l  idli que se 

Kepara mezclando a r r o z  y un tip especial de frijo1,SteinkraUs " et al. 
(1967) reporta que  de la actividad microbiana sobresalen los q&ms 

LRuconostoC, Streptococcus y Pidiococcus. I?!rtan que la  elaboraci6n 

de este producto no se lleva mas de 22 hrs, Se pcdr5k1-1 citar otros - 
"- 

procesos m e l  ogi y e l  Kishk, originarios del Africa y en donde se 
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mnsumn cotidiananrente, puk f c m m n  parte de la dieta (Hclsseltine , - 
1979 ) . En general, los granos y en particular la harina de m C z  se - 
f m t a  f5cilmnte y el proceso es acelerado  a terperatuas de 37°C. 

As€ mi=, frecuentemente se encuentran dentro del  proceso de ferrrenta - 

ci6n,  bacterias  coliforms y lewdduras. S i n  embargo, la  Lprticipaci6n 

de las bacterias 16cticas es relevante. Fields, “ et   a l ,  (1981), en - 
cuentra que durante la  femtac:i¿jn del m l z  las bacterias q e  se en - 
cuentran prodaninando  son Lactobacillus femntum L.cellobiosus y - P i  - 
diocom’s  acidolactici, pues los otros qxps microbianm  desaparecen 

duante l a  fennentaci6n  rnicrobiana. E l  valor biol6gico del rralz rejo- 

ra notoriamente. 

En M&im existen numrosas  bebidas tradicionales de fenmtaci6n - 
pero existen dos  que han llanado l a  atenci6n y harr rrerecido algunos es - 

tudios. Ios dos  productos  de fementaci6n heterol6ctica son el  plcpe 

y e l  pozol. El pulque es una bebida  de mderaci6n y pducida p r  par - 

ticipaci6n de una microflora parcialmnte identificada. Se han i c i m ~  - 

ficado var ia  especies de ” Ieuconostce, Streptococcus y Lactohcill-s - 

que tienen patrones de femtac56n tanto homlSctica y heteroEictica. 

Se han identificado tambih ciliados y protozoarios al  inicio del  pro- 

ceso fermentative pero que desaparecen a l  final de l a  f ementaci6n,  en 

donde e l  pH es &ido l o  cual pennite e l  de,sarrollo de  levaduras entre 

ellas Saccharcsnyces y Candida (:;5nchez”arrquin y Hope, 1953) . Lus - 
productos metab6licos principales son e l  &ido lSctim y el. etanol. Ia 

mideraci6n m& irrrportante qxe se debe hacer de este producto es qxe 

crecen sobre un sustra+a de bajo valor biol6gico (conocicio cam aqn- 

miel y se forma en una especie del g&em gave) _I pasando a un prcducto 

de myor valor biológico. 
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E l  pozo1 es e l  producto  de mdz mcerado y l u c o  f e m t a d o  rx>r m a  

microflora ample ja. Al E i n a l  c i d  proceso f e m t a t i v a  (consecuente - 
mente anaerobio) se contamina  con  algunas cepas de hspergillus ” (Ullm 

y Herrera,  1970) . Al f ina l  del proceso es tambibr, COmGn encontrar r a s  

nitr6geno que e l  princj-pi0 de la fennentaci6n  (Cravioto ” et  al. , 1955) . 
Herrera y U l l o a .  (1970) identifirxxon la presencia de bacterias  del g& 

nero I.actobacillus, que son los que ‘ le  confieren el olor y m r  que ca 

carteriza a l  pozo1 y suponen que la femtac i6n  es del tip Gctico - 
siendo es& producto e l  metabolito principal. 

~ 

- 

la fennentaci6n lsctica es un proceso de mcada importancia en la 

preparaci6n de alimentos forrajeros pues a m t a n  la palatabilidad y - 
mejora e l  olor de este tip de alimentos. Por otra parte, las investi - 

gaciones en esta lfna de pmducci6n de dirrentos,  por fermentaci611, - 
mediante los aprtes de Anthony (1968) , (1971) , Preston (1972) , !!arty 

y Demeyer (1973), han sido relevantes. Por ejenplo.los trabajos de Pé - 

rez-GavilSn - e t  -. al . ,  (1976) y A l w z  ” et   a l . ,  (1979) se han encaminado 

a encontrar las condiciones de  fermentacidn láctica, partiendo de mla I 

za y urea, cam fuente de carbono y nitr6gen0, emplmndo inóculos can- 

plejos heterog&las (Líquido ruminal o estiéraol) pu& se ha visto que 

empleando este tipo de sustratos, a niveles elevados, los productos de 

fe.rm?lntadbn son los dcidos butlrico y adtioo, que resultan t6xicos - 
para los rumiantes. Frcuentrar?. que mediante la sustituci6n del ni- 

geno proveniente de la urea por nitrheno proISic0, cambian los patro- 

nes de fermentacibn. L a  fem~mtaci6n se hace l.Actica. En general st3 

procura que, en los al~imentos forra jeros para la alimntaci6n de rumian I 

tes la fennentaci6n sea  1Sctica PI& este rxetablito puede ser utiliza - 

do p r  los animales m fuente de carbno y es aqvf en donde reside la 
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impc?rtmcia  de que la ferme.ntaci6n, dummte e l  mezclado de forrGjes, 

sea principahmte  Gctica, adan& de que actua cam conservador del - 

forraje mi-. 
Por lo visto h a s t a  ahora, se tends5 l a  impresi6n de que las fermen- 

taciones solo son aplicables a la  producci6n o conservaci6n de alimen- 

bs, ya sea mediante la  ptici.paci6n de cultivos puros o mezclados, o 

mediante los cultivos heterog&eos. Sin -0, existen usos .indus - 

triales. En este sentido, se pueden mencionar los siguientes usos. Se 

pueden emplear derivados del &:ido lbc t i co ,  corn3 e l  ldctatode n-butilo 

que se utiliza en la  fabricacih de pinturas; el  ldctato de n-eti.10 es 

a menudo utilizado caro0 agente lubricante (Prescott y Dunn, 1962).  Las 

sales del &ido fictico tienen usos hpxta tes  en l a  Fastelerxa, sin 

embargo su uso crece cada dla n& en ia industria famceGtica. Por - e 

janplo, es frecuentemnte usada  para aumentar lz solubifidad de la pe- 

nicilina. Eh general, los usos del dcido 1Sctj.m o sus derivados, sa- 

les o esteres, e s a  encontrando nuevos  usos. Por ejemplo, la forma - 
ci&l de acrilato. Este producto  puede terer cam precursor zl Scido - 
Uctico (pueden ser tambih el  acetileno, propileno y etileno) . Z l  a- 

crilato, y por ende e l  lS,ctato, se pueden polimerizar  para f o m  pa - 
tas  transparentes que pueden ser usadas en la fabricaci6n de lentes, j_o 

yerxa de fantasia,  etc. E l  acrilato puede ser e l  precursor del acmni - 

t r i lo  que a su vez tiene una gran damn&  para la  fabricaci6n de fibras 

sint&icas que se -lean en la mufactma Ge m p  (Es oportuno seiia- 

lar que e l  acrilato inism, es un producto de femtac i6n  o en algunos 

casos es el intentediario en vlas mtab6licas (carrion 1947, Johs , - 
1952, Ladd, 1965, W e g n e r ,  1967). 

Las bacterias fomdoras de dcido ldctico presentan dos f o m x  ana- 

#micas, a saber, m i d e  y de b a s b n .  En l a  Tabla l. se describen las 
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bacterias Ucticas tanto de valor ccmxcial m biol6gico siendo e l  - 6 

cid0 ldctico e l  productD mtab6lim principal. 

Ias caracter5sticas generales de las bx+mias  ldcticas se descri - 

ben con amplitud en e l  manual de Bergey ( B u c m  y Gibbn,  1974), sin 

embargo, se pueden hacer  alguras amideraciones. Las bacterias Xct i  - 

cas, tanto las formas esf6ricas cop[y3 las de baston son bacterias gram 

positivas, no fomdoras de endosporas. Algunas de las especies des - 

critas pueden ser microaerofilicas o facultativas. E l  pH para e l  cul - 

tivo de estas bacterias  se encuenlxa entre 5 y 9. Por  ejemplo, las " es 

pecies del ghero Streptococcus - crece.. en valores de pH ligeramente 

&ido hasta valores de pH fran.carrrcllte alcalinos. 

Por otra parte, las forms esféricas del género  Leuconostoc  puede - 
desarrollarse en e l  intsrvalo die pil que va de 4 a 6.5. En este g&x?- 

ro se encuentran especies que F I U & ~  formar plimeras de glucosa a par - 

tir de disacdridos con diferentes grados de ramificaciSn y peso mlecu - 

lar. " L. b i s  f o m  dextrana en presencia de sccarosa pero de peso - 
molealar diferente a - L. " destraniwn. En general, este y h e m  de hste - 

rofermentativo. E l  pH de crecimiento de las formas de baston, se en - 
cuentran en el dcido,  siendo &te de 5 a 6 .  

La temperatura  de crecimienb de las bacterias ldcticas se desarro- 

1hi en rango muy amplio de  temperatura, de m que se pueden encon -- 
t rar  bacterias Xcticas psicmf€.licas, mesofllicas y temff l icas .  - &u 

conostoc crece genera.hmte entre 2O-3O0C, sin enhrga, las otras for- 

ms esfkicas ldcticas, Streptixoccus, y las f o m  bacilares se desa- 

xrollan desde 30 a 55OC. Con frecuencia el cricimiento k j o  condicio- 
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Microorganism Acetic0 Ac. rdctim m 0 1  

StreDtomccus b i s  + + - 
- S. thmphilus  

s.lactis 

- S.diacetylactis 

S. crennris 

L. detranicum - 

L. lactis - 

- L. acidophillus 

L. casei 
" 

-+ 
-+ 
-+ 
- 

-t 

-t 

-t 

a t  

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
i 

4- 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 

+ 
+ 
+ 
+ 



Eh l a  Tabla 2 se ' d a  una relaci6n  entre e l  tip de microqrganisnz, y 

su fuente de carbono. 

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

Microorganism Dextrosa Lactosa  Sacarosa A h i d 6 n  Czlobiosa Xilosa 

L. casei + + + I + 
" 

L. delbrueckii + + 
Ieuc . mesenteroides + + + 

- - - - 
+ + 

Lac. dextranicum 

- s. therrmphilus 

- L. xylosus 

- S. crermris 

S. mis 
" 

L. brevis - 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

I m  adcares enunciadas en la Tabla 2 son.10~ normhent;e usados - 

Esta capacidad  de las bacterias Idcticas nos prmite vislumbrar que es 

tos microorganisms es& apliamnte distribuidos en la naturaleza. 

- 

El cultivo de las bactesias .Ucticas en forma pura, requiere de la - 
preplraci6n de medios de cultivos oamplejos y e  deben de ser adiciana- 

dos de nitr6geno proteico. De he&o, solo se conoce una especie m n  - 

requerimientos nutricionales sinples, a saber, " S. bvis, que pude crc 

ter en sales de m n i o  (Niven " et  - al. 1948, Walen " et al. 19591, perm 
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las d d s  bacterias IScticas necesitan de la Eresencia de amino Scidas. 

M& de necesitar de la  preskncia de amino dcidos en el medio d e  cul- 

. tivo, es necesario adicionar factores de crecimiento, dentro de ios cu3 - 

les se pueden citar las bases puricas, perimidicas y dcidos qrasos de - 
‘cadena larga. Se ha demstradc, la  fundaínental influencia. d e l  dcido ni- 

cotlnico (kitahara y Okayashi,  1955;  de la riboflavim (Orla-Jensen, - et 

al, 1936, Wood e t  al., 1937);  el dcido pantotenico (Snell e t  al., 1938, 

1939). Por e j q l o  se d m s t r 6  que Lactobacillus ptosus necesita en 

7 c ” 

su medio de cultivo la presencia de biotina, dcido parltot6dco y 6cid;o 

nicotlnico (Krueger y Peterson,  1913) . 
La f o m c i ó n  del Scido lScti.co depende de las condiciones de cultivo. 

EETidentemnte los par&netros f F s i c o  quhicos cpe deben de ser estable - 
cidos para que la  f o m c i ó n  de ácid0 ISc+Lco se optinrice son pX y temp - 

ratura. Por otra parte, existen evidencias recientes de que la concen- 

t rac ión  de &geno presente, p’uede d a r  1uga.r a la f o m c i ó n  6e otros - 

productos (Bran y Collins 1977, l lanas “ et. al., 1979, Xrzr y Collins , 
1973). As€ mi-, l a  reducción (o desaparici6n d e l  &ido Lbctico ” 

te una fermntaci6n) de la fcmacih del  dcido Lbcticn puede deberse a 

ccsnpuestos corm el  citrato que &via la  f m t a c i e n  ldctica en cepas 

hormlácticas y da lugar a la f(>aiación 5e diacitilo o acetoina ( I q a n ,  

1975, man et  al. ,. ,1981). 
” 

Por otro lado, concentrac iaxs  elevadas de azfícar pueden cambiar la 

a m c e n t r a c i h  de dcido ldctico aumentado, p r  e j q l o ,  el dcido aceti- 

co o e l  etano1 (Christensen, 1!358). 

~a familia Lactobacillaceae en t&nims generales, pueden ser cksi- 

ficados en bacterias lScticas . h e t e m f  tnnentativas y hcmfem”ativas. 

Esta c l a s i f i c a c i d n  subjetiva se da en f u n c i b  de la aparici6n de otros 

proaUctos diferentes al Scido Zictico, principzhmnte por la  aw-ici6n 



,del etano1 y del &ido acética. Se dice que es kxmfementativa cuan- 

do e l  dcido ldctico se encuentxa, en relaci6n a los otros, en 80% - - 
(melle, 19751 . 

La formaci6n  de &ido Hctico por microorganisrnos hamfem.entativos 

sigue la  vfa de Elnbden-Merlmff-ParnasCE?.IF) aunque existen excepciones 

(Gibbs et   a l ,  1970). 
-7 

La vla de la  fementaci6n haml6ctica se muestra en la  Figura 1 en 

donde, en forma  esquematizada se mestran los pasos &S imprtantes.Ca 

be señalar que se forman 1.3 mles de ácid0 lsctico p r  m 1  de glucosa, 

lo  que sugiere que  son fomdos otros productos diferentes a l  &ido - 

l5ctico. Algunos autores encuentran que un factor  detemhante que pue 

de influir en e l  mantenimiento, de la  relaci6n de productos, en la  que 

e l  %cid0 lScti00 sea el  metabolito predminmte, es la  concentraci6n - 

de r’DP pués se ha visto que es factor psit ivo en la activacien de la  

deshidrogenasa lsctica. Niveles bajos de esta enzima favorecen la  for - 

mcidn del &ido ac6tico ( F J i t t e n t 7 e r g e r  y Angelo, 1970) y negativamente 

sobre l a  oxidacidn del  ácid0  l=iGtico (London, 1968). Eh la Figura 1 - 
se señala otra enzima que tiene un pap1 importante en la  definici6nde 

vía láctica hamfermentativa, a saber, l a  fructosa diEosfat0 aldolasa 

(Buyze et al., (19571. 

- 

- 

” 

~1 scih l&ctiaa presenta propiedades 6ptica~, es decir, se puede 

encontrar en el caldo de  fermentaci6n en la f0m DI en l a  f o m  L 0 

fad r a w t o  (Wpelof f ” et al. , 1937) . Las d e ~ d r o g e n a s ~  10- 

u z a h s  en estas bacterias se pueden encontrar enlazaCias a acarrea - 

dores 

m se 

de pH 

de electrones diferentesr o flavin nucleotddos. cad? a z i -  

puede encontrar en l a  forma D o L. Por otra parte, los valores 

6 t i . m ~  son diferentes. Por ejenplo, la  deshidrogenasa de las - 

12 



Sus t ra tos  diferentes a la glucosa 

Glucosa- JJ? 

Glucosa- 6P 

'It 
Fructosa 1-6 difosfato 

* 
Gliceraldehido - 3P 

F2g. 1 Fomci6n de Scido l8ctico p r  bacterias U k t i c a S  

h m f  exmmtativas . 
13 



b z c k e r i a s  kmfementativas tiene un pH 6pti1-m entre 7.8 y 8.8, en cam- 

hi0 el pH 6ptim para las heterofemtativas se lecaliza en intervalo 

.de 9 y 10. m s  deshimenasas, teniendo flavias m coenzimas, pre - 
sentan s u  mkirna actividad entre valares de pH de 5.6 a 5.8, que  son - 6 

cidos (Doelle, 1971) . 
Las hcterias heterofermentativas (Leuconostoc, algunas especies de 

iactohcillus y Bifidobacterium, enbe otras)  metabolizan el azticar, a 

Bv& de dos vlas parecidas a l a  trayectoria de las ptosas (conocida 

ciones de esta vTa. A la vla h e t e m f m t a t i v a  se l e  conocen las vlas 

de La pentosa  fosfocetolo-sa y hexosa fosfccetolosa. Ia vfa de l a  pento - 

sa  fosfacetolasa puede u t i l i z a r  cam az6ca.re.s tanto hexmas px-ko- 

sas S- se ve en l a  Figura 2 ,  en la que se &sena que la utilizaci6n 

de las pen- se llwa a expensas de ATP par e o  de una fosfotrzns- 

mentaci6n sun etanol, COZ y &ido Idctim (Deley, 1962) . 

sa fasfacetolasa, en esta vla la enzima clave es la fosfaoetolasa que 

' co a la xilulosa SP. 

En este esqucrrra la mpe la fructosa' 6 fosfato a eritrosa 4 - 
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finahmte hidrolizada a gliceraldehiclo-3 fosfato y acetilfosfato. €31 

esta d a  no se libera c02 y el metabolito predmimnte es el &ido a& - 

tia. 

En general, las dos vlas de la  fosfocetolasa, son, desde el  puntode 

vista energgtim, menos eficientes que la femtac i6n  homldcticapues - 

to que en d a  se obtienen dos ATP p r  m1 de  hexosa consumida, Aunque 

valdr5 la pe.na reconsiderar ésto, en la vla de la peatosa fosfocetola- 

sa, pués la hidrolisis del acetilfosfato o acetil menzima A tiene cam - 

bios de energla libre suficientes para f o m  ATP (AGO= 7 . 3  K c a l / m l )  . 
Consideraciones similares pueden extrapolarse a la  hetemfermenta - 

ci6n de la v € a  hexosa fosfacetolasa en  donde se forman 3 mles de a - 
cetilfosfato que a l  hidrolisarse genera tanto calor que & € a  dar lu- 

gar a la fomci6n de  nuevo X . .  

L a  producci6n de bcido láctico  tradicionahnte se ha venido ha - 
ciendo por cultivos lote, sin a-bargo, la  pducci6n de este metab0J-i- 

to  se ha hecho tambi6.n mediante un proceso  c!ontinuo (\JNtter y RDga-s, 

1931, Hanson y Tsao, 1972) pero que es usado solo en pequeños  ferment2 - 

dores y su uso no est5 m y  exterdido, Zebido principalmente a los pm- 

blems de contamimci6n,  frecuentes en es+& tipo de procesos, Por - - 
otrolado, las fuentes usuales de carbono son lactosa, almid6n de m f z ,  

d a z a s ,  almid6n  de papas, maltc)sa, etc. Cabe indicar que los almido- 

nes antes de la  fermentaci&, son hidrolizados mediante procesos mzi- 

maticos o procesos qulmicos, e? donde se ernplean valores de pH 5cidos 

y altas tmperaturas ( W e e p  " et - al. , 1956, Nedle y Aries, 1949, Cop 

don, " et al., 1350, Leonard, - e t  " <d.. , 1948). La m p s i c i 6 n  del mediode 

cultivo contiene una fuente n i t r o p i  T l e j a  de tip proteico, ade - 
XIE& de  que requiere de l a  adicih de factores de crecimiento que enlos 

procesos industriales, son adicionados nomalmente en form de ex t rae  

15 ' 



Glucosa-6 fosfato 

Xilulosa-5 fosfato 
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2 Glucosa-6 fosfato 

Fructosa-6 fosfato 

! fcsfocetolasa 

Eritrosa-4 fosfato + ficetilfosfato .-. Acetato 

2 Xilulosa-5 fosfato -+ Glfceraldehido-3 fosfato 
E'osfocetolasa 

ARP I + H  + 

Fig. 3 V f a  de l a  hexosa fc&metolasa seguida por bac+&rias a m  

ferrrentacidn heterulSctica (gkero Bf fidobacteriun) . 
- .  - 
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tos, a saber, extracto de malta y suero de l a h e  o agua de cocimiento 

de d z .  Lns valores de tenperatura dependen del rmicroorganim cm - 
pleado, por e jmplo, cuando se usa am in6c .o  a Lactobacillus casei 

se pone una t-atura de 43OC; con - L. delbrueckii se f i j a  49"Cpero 
" 

cuando e l  in6culo lo constituye - L. p e n t a u s  la temperatura es de30OC. 

E l  pH usado se encuentra en e l  int6rva.l.o de 5 y 6. 

En casi todas las variantes existentes para la prcducci6n  de Scido 

ldctico  se logra una conversi6n entre e l  80 y 90%. E l  ti- que tar 

da e l  proceso es variable pu& deperder6 del tipo de nicroorganismo, 

- 

sin errbargo, la mEurima producci6n se lapa entre 2 y 7 dlas s i  se par - 

t e  de mncentraciones que se encxertren entre e l  6 al 10% de  azGcar. 

Aunque e l  empleo de in6culos caplejos heteroféneos (ICH) no se ha 

llevado a escala industrial se puede mm.izar a pensar en este tipo - 
de in&Ülos, corn3 una altemativa para la  producci6n  de diferentessol 

ventes y &idos orgSmms. Eh realidad, la literatura verkida sobre 

I. 

la pmducci6n de solventes, empleando ICH, se ha encaminado Msicanen - 

te a la utilización psterior de los metabditos producidos  para la  - 
producción de gas metano (Bhattacharya y Taylor, 1975, c0one;l y Wise, 

1975, Pohland y Ghosh, 1977, Verel " et   a l . ,  1977, Win et al.,  1979). 

La producci6n de etanol est4 prácticamente limitada a las levadu - 
" 

ras del  género Saccharanyces - que son r,ücrmrganisms ovalados (50u) - 
pestenecientes a l  orden de los AsccPnycetdLes. Ocasianalmente se l le-  

gan a encontrar bacterias fomdoras de etanol, sin gnbargo, la canti - 
dad producida, respecto a las bacterias, es poco sicpificativa. 

Las levaduras son microorganisms facultativos que crecen enmedios 

sinples a pH &ido (4-5) y a temperaturas que van de 25 a 3OoC y la - 
fue& de carbono tanto para e l  crecMerlt0 ccmo para la feymcnuci6n 

a l d l i c a  es una hexosa. No se han encontrado cep de levadura que 
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necesiten de factores de crecimiento para su, desarrollo. 

la vlfa mtabólica para o x i d x i b n  de glucosa a pinrdato es la descri- 

ta por R n k k n " y e r h G f  f-Pa-?las (Fig. I). . La reducci6n del  pirwato se - 
lleva a cabo mediante s u  descarboxilaci6n a acetildehido, quien es redu - 

cid0 a etanol mediante la deshidrcgenasa alcoldlica. 

Por otro lado, se ha encontrado que l a  fermerltaci6n alcoh6lica scpue - 

de favorecer a concentraciones elevadas de adcar debido a unareducci6n 

de las e n z m  d e l  ciclo de Krebs (se ha reportado  que l a  enzima mea- 

darrrtnte inhibida es la 2-oxoglutarto-deshi.drcgenasa. A este fen6inenose 

l e  come CCPID efecto Crabtree). Por otra parte, e l  ox€geno tiene un - e 

f e d  negatim en l a  fementaci6n alcoh5lica pés existen evidencias de 

que inhibc la bioslntesis de deshidmgenasas en rxiicroorganisms faculh - 

t i m s  ( L i n  " et al., 1960 y M c P m a n ,  " et  a l ,  1961, r e p r t a m n  que e l  o x €  - 

geno en l a  f e m t a c i 6 n  almh6lica inhibla l a  formaci6n de la deshidrc- 

genasa 16ctical: 

Newberg y Reinfurth (1910) , inicialmente y rrds tarde Neish y Black - 
mod (1951) , demstramn la importancia del pH en .la fermentación al - 
ooh6lica. &servaron que a diferen+s valores de pH e l  prcducto final 

era diferente. Erzwntraron que a pH &ido el p&cto principal era - e 

-1, en tanto que a pH alcalino se tiene una heterofemtación - 
pu& los productos .finales scn etanol,  acetato, c02 y glicerol. ID an - 

terior indica que e l  pH cnm factor fisiol6gico IK) solo altera el p m  - 

de fenentaci6n en si, sirn que tambi6n influye notoriamente en el  

crecimiento celular al verse reducidos los niveles de energfa. 
Las aplicaciones y usos de la fermntaci6n aldlica son bien corn - 

ci+s, pero destacan ias aplicaciones industriales. A d  la  fermenta - 
ci6n almh6lica se qlea para la preparacidn y f a b r i c x i 6 n  de Midas 

tales cum la cerveza, vinos de mesa, rones, brandy y n u c b s  otros. 

3.9 



~1 USO del . e m 1  se amplia a la indust1”ia f a rmad t i ca  ‘y n & i c a  en 

donde se emplea cumo diluyente y m antict5ptico. 

A d d s  de 1.0s usos descritos, los tradicionales, existen otros, e 
ro hay uno sobresaliente,  a saker, el uso del etanol CCXK, carburante 

en motores de cmbustitjn interna. k este sentido, actuahwke exis- 

ten en diversos lugares de? mundo (prificipahente en los paises no - 
productores de petrtjla) progr.amas para la prcducci6n pasiva de eta- 

nol, para emplearlo corn sustxituto de la gasolina o en  mezcla con la 

gasolina. Para tal pro@sito, se han iniciadc programas de mjora - 
miento de cepas de levadura super productoras de etanol. IDS resulta 

dos obtenidos a la  fecha jrdican la incosteabilidad del proceso (su - 
precio en el mercado es m=is bajo que su valor de producci6n) . Se har~ 

planteado alternativas para reducir los costos, tales m l a  de em - 
-plear sustratos de muy bajo precio y abuadmtes corm la celulosa, y - 
prescindir del  sustrato carbonado tradicional, la melaza, ya que ICs 

usos de este subproducto de l a  industria  azucarera se es+& dirigien- 

do hacia la  producci6n de a l i rentos ,  por lo que se hace iqer iosa  bus 

car nuevos sustratos o bien, nuevos procesos de fenrentaci6n. Respec 

to a &te tiltinn, Jones y Greenfield (1961) produjeron e t a m l u t i l i z a n  

do un cultivo mixto gnotobiotico de levaduras y los resultadcs sei? a- 

lentadores, sin embargo, es necesario  seguir  buscan30 un proseso s h  

ple y sabre tcdo, barato. Todo lo  anterior   evidencia  cpe los traba - 
jos realizados en cultivos axknicos, canprados a n  los cultivos mix- 

tos no admiten una caparaci6n  Laant i tat iva .  Estas diferencias  esta- 

blecen 12 necesidad de inicia y s i s t m t i z a r  los estudios de los d 

tivos mixtos y heterogheos y mncretmte aquellos que se refierena 

” 

- 

- 

- 

- 



1 2 8 4 2 4  
De hecho, los clnicos estudios  formales con cultivos mixtos hetern - 

géneos (no axéncios) son los que se refieren a la  dicjesti6n  anaerobia 

para la pmducci6n  de gas metano en los que se han estudiado e l  efec- 

to de l a   t m a t u r a ,  pH y conpmsici.6n del medio de cultivo. Ekistcn 

otros, por e j q l o ,  los relacimados con el estudio de l a  microflora 

ruminal pero que en realidad hcul terminado en e l  estudio irdividual - 

fisiol6gico de grupos bacteriams bien caracterizados, sin anbargo, - 

son pocos los que trataron de estudiar la conducta del cultivo sin se 

pararlos engrupso gheros bacterianos. 

- 

anterior hace necesario el estudio de este tipo de i n h l o s  en 

su forma natural, es decir,  sin so~terlos a una sdecci6n y,en parti - 

cular, aquellos que por su naturaleza actuan ccmo contaminantes pero 

que son pote.r~cialmcnte suceptihles de ser utilizados industri.almente 

m, por e j q l o ,  producci6n de alimentos forrajeros, pducci6n de 

metabolites ozrm el e-1, lactato, aceta*, etc. y, en este sentido, 

e l  esti&col de bovinos es uno de estos iratjculos, ya que su produc - 
cien anual alcanza cifras inpresionantes y su uso está my restringi- 

go, de mdo que se acumula, lo cual origina focos de contamimci6n y 

enfemedades (principa-te ent6rica.s). 

m thn inos generales, se ha venido diciendo que los patrones f c r  

mntativo de los cul"dms mixtos, no axenicos, (como el. estiGcmli es - 
tSn determinados principalmente por la ccanpsici6n del medio de culti - 

vo. Cbncretamnte, se dice que la  fem1taci6n alcol-blica o l5ctica 

se modifica por el  

cultivo, a.4 se ha 

la 

la 

la 

fermentaci6n es 

fermentacitin es 

canpsiciisn del 

tipo de fuente nitrogenadd presente en e l  medio de 

indicado que en presencia de nitr6geno no prot6iClo 

alcoMXca y si 13 fuente Ntrqenada es proteina - 
principalmnte Uctica, sin gnbargo, e l  efecto de 

medio de cdtivo se ha aislado de la inf luencia  que 
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presencia de factores de crecimiento que, ~ 0 1 ~ 1 3  se sabe, en cunl.quj.er 

cultivo son necesarios de establecer. Del m i s n o  d o ,  poco se .sabe - 
de e f e c ~  chético de la  fuente nitrogmada en los patrones fesmenta- 

t ivm usando este jn¿jc!üio hCWog&€€). 

Por las consideraciones anteriores, en este t rahjo  setienecamooh - 

jetivo: 

a) Establecer las condiciones experimentales de laboratorio para la - 
producci6n de metabolites primarios, 

b) Damstrar que un in6mlo h e t e m g é n a  ‘ co;rrplejo puede ser orientado 

hacia un petr6n knrentativo definido, dadas las condiciones de - 
cultivo. 

c] Estudiar el  efecto de la  fuente nitrqenada (inorgkica y proGic4 

bajo diferentes Condiciones fisicoqxímicas, a saber, pH, terperatu - 

ra y el efecto de los factores de crecimiento, empleando un ir6cu- 

lo  heterogéneo Conplejo (no ax6mico-no gnotobiotico) . 
&&S los objetivos  anteriores se tiene o metas : 

1.1 ~stud ia r  el efecto y control del p~ con dos fuentes nitrogenadas - 
diferen*. 

2) Estu- el efecto de la tRnperatua con dos fuentes nitrgenadas 
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lndculo. El in6culo empleadct fue estitkcol fresco de bovino (raza 

Holstein). La dieta bdsica de los animales consisti6 de malz y sal- 

vado y se qlementb con d i ferentes  forrajes. El ist6culo fue del03 

por cada 100 ml de d o  de cul.triv0. 

Medio de Cultivo. Estuvo compuesto p r  dos fuentes nitrogenadas 

diferentes, a saber: peptona (NO) y sulfato   de  amonia (NI) . U n o  y - 

otro nedio de cultivo contwieror, la mima concentraci6n de nitr6ge- 

no. E l  medio basal se arrpuso de : glucosa al 38, sulf ato de nape- 

si0 al  0.1%, fosfato dcido  mno-ptSsico a l  0.1%, cloruro de sodioal 

O. 1% y vitaminas de tip farrrwcefitica que se adicionaron de la si - 
@ente form: se ponen 2 dpsulas en 20 ml de agua dest i lada y se 

agitan vigorosamnte. De esta suspnsibn se tam 1 nl por cada100 ml 

de medio de cultivo. 
pH. En ocasiones e l  pH fue controlado (csnstante) y en ctras se 

f i j o  solo un valor de pH inicia.1 (no constante) . E l  control del pH 

se hizo de dos forms, a saber: r W a c i 6 n  d e l  pH con amortiguadores 

y regulaci6n por medio de un cclntrolador  autcordtico de pH (Sew Bruns - 

wick S c i e n t i f i c ] .  Para e l  caso d e l  empleo de amrtiguadores se em - 
pleoun dcido o base débil  dependiendo del valor de pE1 a usar, Lacon 

centraci6n del amortiguador, en todos los casos fue  de O. 25 1.1. U s  
L 

- 

canpuestos qulrmcos que se anplearon fuerofi:  dcido succinico, glici- 

m, dcido fosf6ri.w y tris (h idrox imet i laminmtano)  . Para estudiar  

este parhtro se f i j a ron   in terva los  de 0.5 unidades de pH. 

m a t U r a .  E l  estudio de la temperatura -se llev6 a c a b  conuna 

variaci6n de - + 2OC. 

En L a s  los casos la fermntaci6n se llev6 a c a b  can agitac i6n 
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(200 rp). En unos casos e l  voJ.u~m fenmkzdo fue 200 ml y en o+ms 

de  400 ml. 
/ 

Cramtografia de Gases. Para determinar los perfiles de fermenta- 

c i6n  se midieron $cidos g r a m s   m l b t i l e s ,  AGV (&c.ido acetico, 6cido - 
pmpi6nic0 ,   Sc idobutkicc) ,  e-1 y dcido 16ctico. Para l a  detenni- 

naci6n y cuantificaci6n  de los cmpuestos se _procedi6 corn3 sigue;  Se 

-ron 5 ml de muestva de fennentaci6n, a diferentes  intervalos de - 
t i e m p  y se les adicion6 O .  6 ml de m a  m z c l a  (3 : 1) de dcido fosf6- 

rico concentrado y Scido f6mrico al 25%. Se agi ta  y se centrifuga a 

5000 qm durante 20 minutos. Del sobre&dante se t a r 6  muestra para - 
determinar etanol y AGV. Para determinar el  Scido lsctico se km5 - 
1 ml de  sobrenadante a l  que se le adicion6 2rrJ de metanol, O .  5 rri: de 

Scido  sulfCrrico a l  50%. Se calento a 55OC durante  30 minutos, se sa- 

c6 d e l  baño y se adicion6 1ml de agua desti lada y se agit6; se zgre- 

ga O. 5 ml de c l o m f o m  y se agit6. Se tom5 de la fase no acuosa pa- 

ra la detennimci6n del dci.do IActico. Cabe señalar que ccary> se tie- 

ne en al-s ensqos la  presencia  de &ido succinic0 se hicieron al- 

gunas mdi f i cac iones  a los metodos establecidos, para cuant i f i car  tan - 
~ e l  dcido l;icticx, m el dcido su~cci~ico. 

Para la cuantif icac i6n  de los productns de fementaci6n - 

se inyectaron 3 rricyolitos en UIB columna de 3.. 60 nts. rellena con cm - 

nnsorb W 60/80. La fase estacionaria se compne de &ido fosf6ricoal 

2% y de Tween 80 a l  20%; la fase m6vil fue nia6geno mlecular y se - 
uso a una velocidad de 30 ml/rrsin. El cramat6qafo ut i l izado fue un - 
cranat6grafo Varian  1400 con un detector de imizaci6n de flama. E l  

gas F a  e l  quanadar fue hidrGgcn0 mlecular y se m e j 6  a 20 ml/hin. 

El a-ire se us6 a 200 nlbtnin. Para Is cuant i f icaci ik  se mple6 u11 in- 



rencia de AGV y etanol al 1%. Para &ido Gcticm la referencia tuvo - 
una cancentraci6n de 1.5%. Para la  cuantifi .caci6n de los productos - 
solo se procedi6 cuando el error m ,“ue m p r  a 6%, con recpecto a la 

referacia. 
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RESULTAEQS 

Control del pH y ae&o de la Fuente N i t r g e n a d a ,  Todos los exmi- 
mentos se l levamn a cabo por t r ipl icado y en algunos casos, el  mismo ex - 
perhento, se repitio semanas despu6s. Se trahj6 con un error e s t a  - 
dar de -t 5%, aunque la mgnitud de la  mncentraci6n en algunas ocasio- 

nes fué de variacih myor. las Figuras 4 y 5 muestran la f e m w t a c i 6 n  

de glucosa,  con continuo de pH a 6.5, donde se puede apreciar que elpa 

trón es el de una fermentaci6n lsctica, pues este rnetabolito predomina 

sobre los daras. Es notorio, pr otra parte, que la producci6n m5xiroa 

de los netabolitos se alcan26 en aproxixddanmte 12 hrs., cuando el ni- 

tr6ge.m provine de la  proteins. Cuando la  fuente nitrogenada es de ti- 

po inorgSnico, la p d u c c i 6 n  xdxima se alcanza después de las 24 hrs. de 

fermentación tanto NO corm en N I  la  concentración de los metdmli - 
~ s ,  corn el &ido acético y e l  etanol, no fué significativa. 

- 

- 

m la  Figura 6 se muestra un mil de fessnentación a pH 4.5 de cons - 

tante ,  con peptona, en un caso y sulfato de d o  en otro, corn fuen - 
tes nitrogenadas. Se obsewa que el prcducto  principal, empleando pep 

t o m ,  es el  &ido Kctico y e l  etanol es el  producto secundario. &te 

ywtr6n de femmtaci6n se invierte cuando la fuente nitxcgenada es sul- 

fato de mnio .  As5 mi-, pudo observarse que e l  tiempo de fermenta - 
cih, para alcanzar'la pmducci6n r&xim, es de rrds de 40. hrs. Se ob - 
se.t-va W i é n ,  que en Ni hay retardo en la prodtuwi6n de mtabolitos m 

yar que en No. 

- 

- 

L a  Figura 7 representa la f m t a c i 6 n  a un valor de pH de 6.5 ini - 
cial, con sulfato de m n i o  c ~ m 3  fuente nitrqienada. Se ve que e l  p m  

duct0 principal es el etanol y el secundario es el &ido Uctim, Ppa- 

recen tambi6.n &ido propi6njca, S& a k r g o ,  en e x p r i e n c i a s  psterio - 
res no fué reproducible. La Figura 8 nuestra e l  perfil de fermenbcibn 
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a pr-I de 4.5 inicial en el mdio NI. El patrón de fermentaci6n de las 

Figuras S y 9 son muy similares. Probablemente la fennentaci6n a 6. S 

sea solo un poco mas eficiente que la fermentacidn a 4.5. I ~ I  ambas - 
Figuras la magnitud del rrretabolito principl es renor que el d e l  mta - 

!mlitO principal a pH c o n s t a n & . .  Eh arribas femtaciones el pH final 

fuS de 3.4. Este valor de pH fué  reproducible en t dos  los casos en 

que se experinwkaron variaci6n en e l  pH. 

En l a  Figura 9 se representan los perfiles de fermentaci6n en pre- 

sencia de peptona a dos valores de pH, a saber 4.5 y 6.5 se o b s e d  - 
que a ambos valores el produca principa'l es e l  etanol, en donde, a - 
diferencia de lo que se observa en las Figuras 7 y 8, el nivel rr6xim 

se alcanza en un t i e p  clorto. Eh la Figura 9 tarhi& se puede ver 

que hay una mayor prducci6n de Scido 15ctlco. E l  pH final a los - 
dos diferentes valores fig de 3.4. 

En la Figura 10 se muestra el perfil de una femitaci6n  lsctica a 

3 diferentes valores de pH con sulfato de m n i o  cum fuente nitrqe c 

nada. Se observa qw hacia valores de pH Scidos la   fmmtaci6r~ 15c - 

tics se abate (en la Figura 6 se ve que e l  S c i b  Kctico casi desap-  

rece), sin ahaxgo, a valores de pH hacia l a  neutralidad la veloci - 
dad y prcduccih ndxima aumentan. Se observa, tmbi6n que a 7 .5 ,  res - 
pecto de 6.5, la diferacia cin6tica es muy pequaia, 

Efecto del pH (mrtiguado) 

Se estudi6 el  perfil de pH para comer e l  efecto de pH y su mr- 

tiguamiento qleando Scidos o bases d a i l e s ,  q l e d o  e l  medio No y 

NI. 
En la Figura U se ve claramnte que a valores bajos de pH el pro- 

ducto principal es e l  etanol ,  sin enbargo, el $cid0 16ctCico va siendo 

el prcducta metabolic0 princigcll a valores myores de pH. L a  concen- 
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traci6n rdixima de &ido lzictico se alcanza a valores de pH francamente 

alcalino, cuando se emplea N9 m medio de CulLivo. La variacidn de 

pH, en cada punto, durante diferentes ensayos, fué 1.2 + 0.3.  - 
En l a  Figura 12 se observa e l  perfil de la f m t a c i 6 n  de glucosa 

teniendo a N I  m med.io de clutiw . Aqyi se aprecia una situaci6n - 
similar cam a l  descrito en la Figura 6. S in  e n b a r g o ,  se nota que los 

niveles de prducci6n para &ido l&ticm se logran a ti-s myores - 
que a pH constante. Por otra parte, e l  etanol awece  en f o m  &S - 
significativa que cuando se enplea e l  medio NI. El nivel r d x i m  de 6- 

cid0 Zictioc, alrazado es menor que en ei caso del medio NO. 
Efecto de la  Temperatura 

En la Figura l3 se ven los dos perfiles de la  fen~ntaci6n Idc~ca 

en NO y NI a diferentes temperaturas  en  donde  claramente se observz - 
que la fementaci6n Gctica alcanza niveles de mncentraci6n myores - 
en el mel?io NO, que en el medio NI. Ada&, se puede apreciar que en 

presencia de peptona el in6culo [ e l  estiércol) es m tolerante a tern- 

peraturas relativanente altas y es casi constante el  nivel de p d u c  - 
ción de &ido lzictico en el int6malo de 34-45°C sin una cafda síbita 

en l a  formci6n del mctabolito. DI cambio,  &do e l  medio lo  foma - 
NI, el  i n t b a l o  en el que se alcanz6 la  Froducci6n m s  alta es A m s a x  

ta, con una calda brusca despu6.s de los 37OC. A 55OC em e l  medio No - 
hay una disminucib  de apraxirradamente 25% de &ido ldctico y en el NI 

a esta tmperatura es de &S de 60%. 

Efecto de las Vitaminas 

- 

Eh la Fiqra  14 se representan los ~,?xperimentos en presencia yausen - 
cia de factores de crecimiento en los mcdios No y m. fl mcdio NI sin 
vi taninas (perfil N es notorio que l a  ausencia de los factores de - 
crecimiento i n f l u y e  significx&ivmte en l a  f e m t a c i b n  Idctica. Sin 
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*go, en e l  medio No l a  ausencia de v i ” m c -  no tiene un efecto im- 

p-+& en téminos de  producci6n rnlkima de mtabolito, pero s i  influ- 

ye en e l  aspecto cin6tico. 

IDS perfiles mstsados en las Figuras 11, 1 2 ,  13 y 14 fue.ron mrti- 

guados con  compuestos &COS con variaciones de pH tal cam ,se indid 

antes. 

Se estudió micmscopicamente (coloraci6n de Gram) la micmf lora, a l  

inicio y a l  final de la  fermentación, en experimentos llevados a caben 

diferentes estaciones del  año. Al inicio de la  f-tación se observt5 

qye la  microflora es my heterogenea, encontradose tanto bactexias gym 

psit ivas corm negativas, as€ ax-m levaduras. Este patrón de microflora 

vari6 dependiendo en la  estación del CEO. Al final de la fermentación - 
la microflora se hace mas homogenea; dependiendo de la  eskci6n, en ~ m s  

casos predanimban las forms bacteria.?.? bacilares y en otros casos la  

fonm imperante fueron las bacterias cocaides. ANlebas parciales de iden ” 

t i f i cac ih  taxonmica indican qye son bacterias Gcticas (familia Lacto- 

hcillacea) . otras pruebas de caracter generd, n l o s t r x o n  que las bacte - 

rias, m las coliformes, desaparecieron despues de 24 hrs. de fementa - 

ci6n, lo que jndicar~ l a  reducción toxica o patqena del  estieccl, 
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D I S C U S I O N  

Control de PI-I y Efecto de l a  -te Nitrogenada. 

El estiErcol que se qleo cam inúculo se estuvo  tanando de anima- 

les estabulados sujetos a una dieta vxi&le ya c p x  e l  tip de rastrojo 

que se sministr6 dependió  de l a  estaci6n del aio. La anterior  oblig6 

a que se hiciera un estudio de l a  conducta bioqufmica del e s t i e c o 1  du- 

rante un año, con el progkito de medir 10s cambios UI los productos de 

fermentación. No se obtuvieron d i o s  notorios en los perfiles de fer 

rwntaci6n  mayores a l  lo%, *p& los patrones de fenwmtaci6n mstrados 

en las Figuras 4 y 5 se observaron constantes en todos los procesos lle - 
vadm a cabo bajo esas condiciones. Sin embargo, si se notaron  caxbios 

en l a  microflora del estiercol cuando se hicieron 05servaciores a l  mi- 

croscopio,  resultado que ese de acuerdo con lo  reportado p x  Grubbs y 

Dchority (1975), cpienes dmstraron. que l a  composici6n  micrubiana del 

aparato digestivo de rumiantes varia de acuerdo  con e l  tip de ingesta y 

a10 consecuencia varia tax-bién l a  microflora de las escretas. 

Lh las Figuras 4 y 5 se muestra l a  fennentacibn de la cj-l~~cosa  bajo 

condiciones  controladas de pH. E l  pH en m%s casos fie de 6.5 con una 

variaci6n no  mayor de Q.1 y se observa en &S p r f i l e s  que la  produc- 

c i6n rr&&” alcanzada en estas condlclones fue simllar. Cabe anotar, 

s.in embargo, que en presencia de peptona l a  producci6n rn-sxima alcanzada 

se logra en l a  mitad de ti-, respecto a l a  fuente Lnorghica, aunque 

por otra parte no se observan canhtos significativos en los ti-s de 

retardo. Esto se puede explicar f6cihente, ~;u& se ha demstrado que 

la presencia de ami-nobcidos en un cultivo micro5iano reduce considera- 

blemte la fase de retardo de los microorganisms (Shida ” et a l ,  1975) , 

por ende, la aparfci6n de 1 s  n & a b l i t o s  de f m t a c i 6 n  aparecen pri- 

mero aqui que en presencia de NI. tu€ miszb, se ha demstrado  LE la 
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presencia de amino5cidcx; en el  W i o  de cultivo incrmtan' l a  vela-idad 

de crecimiento microbiano. Dc hecho, la  formaci6n del producto rwtabolim 

depende del crecimiento rrdcrobiano y p r  lo tanto, &te se formar5 mando 

los microorganisms se multiplique?. 

2 concentracitjn de etanol producida bajo estas condiciones, no fue 

importante, aunque en anbos casos (U y ID) se observa la  aparicih de 

otros productos c m  e l  acetatm,  Fropionato y b u t l r a t o ,  que en otras f e m n  - 

taciones llevadas a cabo bajo las mismas condiciones, no se presentaron. 

De todas forms, cam en e l  caso del etanol s u  presencia no fue consickra- 

ble. 2a hanogeneidad  de resultados son  sorprendentes dada l a  heterogenei- 

dad y c q l e j i d a d  del in6culo y una explicación a &to resul t6  dificil ya 

que andl i s i s  de l a  ccmposlci6n microbiana tanto dz mi cam de estiérml 

no reportan  a las bacterias  18cticzs la  microflora predaxirmnte. 

En las Figuras 4 ,  5 y 6 se puede observar una heterogeneidad en prcduc- 

tos metabbl$cos que son resultados de una  no regulaclh del pH. Neuberg y 

Hirsh. (1919) y tarde Neish. y Blackwood C1251) y Gunsalus (1955) , ckmcs- 

traron que el pH in lua l  tenfa un efecto significativo en m p m s o  de - 
f m t a c i 6 n  con levadura del g h e m  Saccharqces cerevisiae. - -contraron 

que dependiendo del valor inicial,  e l  product6 de f m t a c i h  variaba t a n t o  

cualitativa cam cuantitativamente en cultivos axén3cos de levaciaras o da 

bacterias. En nuestro caso, ;Itil$zando un .in6culo h&erog&eo q l e j o  S? 

&end un resultado similar. Estos resul+ab indican que e l  valor de p!i 

inicial determina cuantitativamente y cualitativarente l a  formaciGn Gel pro - 

duct0 ~ t d h d l i c o  en e l  proceso de f m t a c i 6 n .  De hecho, -tos resultados 

mcuerdan con Seger  " et a l  (1981). y Pipyn y V e s t r a e t e  C198l) quienes t r S a  - 

jando con cultivas no &.icos encontraron que ha prducciejn de etmol , - 
lactat0 y otros productos fundzmntah~nte deperade del pH. 

Por otro lado, se 0bS-a tambi& que e l  t w  de fuente nitrqer lada i n -  
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fluye de algwa m e r a  en e l  proceso fermntativo. Ya se señal6 que 

la  adici6n de mninodcidos a l  medio  de cultim puede reducir la  fase 

de retardo, s i n  d a r g o ,  puede i n f l u i r  m i &  p o s i t i v m t e  m l a  ve- 

locidad de crecimiento de los nucroorganims (Shida " et a l ,  1975) . Se 

pueden hacer  algunas  aonsideracioncs adicionales, por e j e q l o  , se p 

drla decir que'el poder reductor necesario para la  reducci6n de pimva- 

to a lactato, a m n t a  en presemcia de nitr6geno prot&co, en cmbio, 

en presencia de sulfato de m n i o  la disponibilidad de poder reductor, 

para la  fomci6n de lactato disminiiye,  ya que e l  NAD13 + H fonmdo se 

utilizar5 para la  reducci.6n de Scido g1ut;irico y dcido gl.utamico, c m  

puede verse en el  siguiente esquema, 

+ 

$' 
co3H 

I 
co 

m+ &NADPH + €1 

+ HzO 

Lo anterior es en el supuesto de que l a  vla a .trrav% de la  cual se f o m  el  

dinucleotido sea la de E W ,  Figura 1 , y no por rrsdio de la  vfa de las fos_ 

~ocetolasas, pués q u i ,  a m  de que pued~ fommrse NADPH + H+, se for- 

rwfa no solo lactato, sino M i 6 n  acetato o etanol m5s lactato, tal - 
cam se  ilustra en 1 ~ s  Figura 2 y 3. 

Es probable que esta Mp6tesis sea vblida en cultivos ax6nicos pero - 
para cultivos carplejos no es d e l  todo mnsistente, ;XES en si se &ser- 

1 
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van las Figuras 4 y 5 se puede apreciar que se produce dcido ldctico, 

tanto con NI cam con NO, en donde l a  magnitud de la. concentraci6n del 

metabolito es muy similar. Merrds, en la Figura 7 se observa qw aGrl 

en presencia de peptona, se produce etanol, m donde este  mtabclito 

representa cerca del 40% de los mt.abolitos producidos, resultado que 

va en contrario con la  .Wp6tesis de que d o  el  M o  de cultiva 

contiene  proteina no se f o m  e l  alcohol etelico n i  acetato, es decir, 

se produce una femtac i6n  h m o l d c t i c a .  Nuevaente, 21 pH juega un 

papel bioqulmico muy importante. 

Existen revisiones detalladas (Suchanan y Gibbon, 1974) de las bac- 

terias IScticas y en todas se pueden apreciar que e t a s  requieren de 

una fmte nitrogemda protaca para su crecimiento,  excepto Streptc- 

coccus bovis (se debe aclarar que este microorganismo no es e l   h i m  

responsable del proceso f e m t a t i v o  en este caso, ya qce c m  se indi- 

có antes, en las observaciones a l  microscopio se pudo apreciar una mi- 

crof lora my variadal. Nuevamente, &to es cierto para cultivos &d- 

cos, sin &argo, cn cultivos heterogéneos , segtin se observa en l a  Fig. 

5 ,  &tan0 es una restriccih que Unite la femtaci6n  lsct ica o bien, 

e l  crecimiento celular, aunque si  se evidencia un efecto cin@tico. 
Existen reportes en emlogfa micrcbiana que podrrian arrojar alguna luz  

y pxlieran explicar estos resultados, es decir, tratan de dar una expli - 

caci6n a travGs ck las interacciones que se presentan entre los diferen 

+a grupos bacterianos y llenanclo de esta f o m  sus deficiencias nutr i -  

cionales. M& tarde se volver$ a hablar de &Sto. 

- 

No se debe olvidar el efecto del pH en e l  proceso fem-entativo que, 

:.1Psdn el punto de v f s t a  bicqulhuco y temdinSmico, jwga un papel muy 

inportante y que podrra verse acentuado este efecto de pH por la influen - 
cia de l a  fuente nitrogenada. Se sabe por ejanplo, que algunos microor 
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ganisms tienen respuestas diferentes a pH, a saber se ha observado que 

Klebsiella aerqenes, en d o s  de cultivo con  peptona, a valores de pH 

alcalinos desamina la  proterna y que a pEI !%ido la  descarbxila con e l  

objeto de mrtiguar e l  efecto de un pH desfavorable. No hay datos en 

la  literatura que describan este m i s m  efecto en cultivos heterogéneos 

y que esten relacionados con procesos fementativos. 

Por otro lado los estudios biquhicos " i n  vitro y los term=>din&nicos 

para e l  sistema de la  deshidrogenasa alcoh6lica y deshidrogenasa l5cti 

ca mién han dmstrado que, las variaciones del pH, induen &ios 
, 

en la estructura terciaria de las enzimas, aunque estos cmbios se pro - 

' ducen a valores extrems del pH 6ptii-m de las deshidrogenasas. En e l  

caso que aqui se  tratá no se t i . e n e n  valores de pH extremo para e l  con- 

junto nicrobiano localizado en e l  i n h l o ,  aunqw e l  efecto desde e i  

punto  de vista enzimStic0 @fa ser diferente (Wittinberger y Fngelo, 

L970) , p r  lo que se puede intentar una explicaci6n f is lcquk-ca .  Pa- 

ra ta l  prcp6sito se debe partir del equilibrio que se establece 

en el  sistema ccpnpuesto por las coenzimas de la  &shidrogenasa Xctica o 

almh6lica, a saber: 

Pir + NAJXI + H+ --m Lactate 3. NAD 

& O )  = -6.0 K c a l h l  a pK 6.5 

+. 

para l a  fenwntaci&: 19ctica y 

ketaldekido + NAD + H' = Etanol + NAD 
+ 

A G O '  = -5.15 K c a l / m l  a pH 4.5 

para l a  fem~ntaci6n al-coh6lica de d o  que e~ el equilibrio se puedan 

establecer IC= ecuaciones: 
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Lros valores de las constantes de las ecuaciones 3 y 4 pueden esta- 

blecerse de las reacciorkes 1 y 2 a partir de lo reportado en la  lite- 

ratura y puede obsermxse que ser& menores que cem'dado que los - 
canhis de AGO' son n e g a t i m ,  indicSndunos la  espontaneidad del pro- 

ceso y que l a  reacci6n procede hacia el  lado derecho. 

Por otra parte, la reamien 1 se puede plantear en forma rrds gene- 

ral  

A + B  P + Q + n H '  c5 1 

y en el equilibrio la  eneryfa quedari'a 

que haciendo los arreglos suficientes se puede llegar a 

AGO'' = -m In LP) (Q) 

(A). 031 

f i n a h t e  AGO ' = AGO'' - EZT Ln (H ). 

que ajustada para los cambios de pH vendrfa a ser 

+ n  

sistema en t&minos de las variaciones del pH. 

Las mnsidexaciones anteriores, aunque ciertas para sistemas enzi- 

misndticos bien definidos, m han poaildo ser demcstradas dentro del 

sistena a d u l a r  citoplam6tiCo fundartentalmate debido a que una cdlu- 

la es una estructura muy carq?leja, ~xxpuesta ,nor mu- sistems enzi- 

r!tSticos y no por uno solo. A s €  mim, se reconoce que e l  pr; ambiental 

es difaente  a l  pH intrxelular aunque es diffcil q l l c a r  la  dependen - 
cia de la  d l u l a   a l  pH exterior. Esta dependencia mtabtlica se +re- 

cia en las Figuras 7, 8 y 9, m donde se pU& abservar el eftTto d e l  
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pH, tanto del regulado n-ec&licmte (pH-stat) c m  miliante amortigua- 

dores qu2micos. En la  Figura 9 se ve que la fernentacitin lbctico m n  

sulfato de m n i o ,  a valores de pH dcidos  tiende a reducirse. En l a  

Figura 8, el patr6n  fennentativo, con la mtsma fuentr? n i t r q a d a ,  sal 

de amnio, se vuelve a cbsewar la  nulm bqdencia, es decir, que l a  

femu3ntacidn ldctica es la  principal f o m  de respirar, en tanto que a 

valores francamxqte &idos, la  f m t a c i 6 n  alcohdlica es la f o m  pre - 
dcsninante. En la Figura 9 ,  f m t a c i 6 n  con peptona, se obsema algo 

similar, s i n  embargo, respecto a la fuente nitrogenada se observan di- 

ferencias en la  magnitu3 de laconcentraci6n de los n-etasjolitos prcdu- 

cidos. Asf se aprecia que e l  etanol se produce rr$s en presencia de 

amonio  que  con  peptona. Estos resultados evidencian un efecto nutr ic io  - 

;la1 de l a  fuente nitrcgenada, s i n  embrgo, dar una qll .caci6r ;  bicquhi- 

ca acerca de l a  dependencia de las deshidrogenasas ldctica o alcoh6lica 

es diffcil ya que se sabe que estas enzimas tienen una depadencia de 

factores vitaniXLms Ci-dcotinami'dal pero no se ha reprtado qw para su 

financi.amiento sea necesario l a  presencia de mino3cldos. 

Por otra parte ,  no hay una diferencia marcadarente significativa de 

concentraciones entre l a  fermntac26n mrtiguada m&icarrwte y qul- 

mbnt-ente, lo cual plantea la  posibilidad de producir a cualquiera de 

los metablitos mediinte un proceso m&s simple que el de estar regulan- 

do l a   f m t a c i 6 n  con - sofisticado ; aunque se debe señala- que 

la mrtiguación de la  ferrwntaci.6n con sustardas qühicas no fue to- 

*tal, ya que hbo cambios, pero no mfid sustancialmte el pa.tr6n - 
fementatiho, ya que e l  tip de productos prcdwidos ¿sf occlo la mgni- 

tu3 de l a   f m t a c i 6 n  es casi mnstante, p@s la s m  total de los me- 

tabolitcs es apm-te la  n u m a .  Estudios ernn6nicos  y de rercacb 
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pcdrfan dar indicaciones en el sentido de que camino  segu.fr. Asf xnis- 

m ,  estos resultados son muy alentadores ya que permite dmstrar la  M - 

nejabilidad de i n 6 c u l c s  heterog6neos y su aplicaci6n en otros procesos, 

tales cam la prcducct6n de al-ntos o en e l  tratamiento de contaninan - 

-&S o procesos de  descontaminaci6n. 

DC la Torre y Gcard c1981)., Pipyn y Verstraete (19811 , encuentran  que 

la  fermentaci6n con cultivos no -cos  (aguas negras) depende fuerte- 

=te del valor del pH inicial y de su control. En las Figuras 1 0 ,  EL y 

1 2  se observa  que e l  in6culo q l e a d o  (estigrcol de bovino) tanhi& tiene 

esa dependencia,  ya  que e l  patrón fmentativo hetercgheo es similar , 
tanto a valores de pH diferentes ccmo con fuentes nitrogenadas diferentes. 

Se nota una notable diferencza entre, p r  ejemplo, los perfiles obsewa- 

dos en las Figuras 3 ,  4 , 8  y 9 respecto a los mostradas en las Figuras 1 0 ,  

l.l y 1 2 ,  donde e-rl las prirru3.ras se lleva un control del pH, y en las otras 

se deja evolucionar s i n  rdngun control, adem& de las diversidad de prcduc - 

b s  se aprecian caxrljios cineticos, ya que e l  proceso  ferI?tentativo se hace 

rr6s lento y todo esto es cam consemncl'a de %a no regulaci6n del pH. De 

los resultados mcionadcs,la no regulación del pH, se aprecia que e l  pro- 

ducto prlncipal  es e l  alcohol etflico, adiclonalmnte se  &sen$ que e l  va - 

lor  frnal de pH en tcdcs los casos fue de 3 . 4 ,  qw es franwwnte dcido. 

Fste  filtirm  resultado de fuerte acidez, probablemente explica que e l  eta- 

no1 sea e l  producto mtab8lico principal, p& &sten evidencias eqeri- 

m t a l e s  de que a pH b u d o s ,  qleando in8culos heteroq6nec6, se produce 

este metabolito y parece ser que esta mnducta es independiente del  tipo 

de fmte carbonah o nitmgenada (Seger , " et al, 1981) . Parece ser que 

la eficiencia fementativa no &ia a pesar de la reducci6n del pH a va- 

lores Scidos. En general, los resultados anteriores no concuerdan del to- 
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do con lo reportado por Roger y Whitter (19311 y V7mg " et a l  (1980), 

yuienes señalan que los dcidos no disociados fnhiben la  fenwntaci6n 

(el pKa  de Sudos carboxflicos e s t A  alrededor de 51, LIU& sf se obser - 

va, l a  suma de. los lretabolitos producfdos en todas las femtaciones, 

es muy parecida. Este criterio se extiende tamhi& a prcductds mta- 

b6licos no disociables y se habla, en Gminos gen&lms, de inhibici6n 

por producto final. ?or dltimo, amqye l a  producci6n del etanol coin- 

d d e  con e l  valor de pH &ido, considerado axm el valor normal, no su - 

cede l a  misma para la fonnación del &ido l5ctico puesto que &to se - 
sale de lo previsto, ya que existen reportes  (Wittinberger y Angelo , 
1970) ~qw indica que a  valores de pH mayores a l a  neutralidad, la  fer - 

mtacf6n lsctica  se abate y en lo que aquf se reprta, !-a mayor forma - 

ci6n se alcanza  a valores francamate alcalinos (Ffg. 8 y 91. Esto - 
abre la psihilidad de que la vfa mtab6lica lnvolucrada sea  precisa- 

m t e  la EMP utilizada para oxidar el azdcar, p.6~ es quf d0nd.e se 

forma FDP, y este actua am estlmulador de deshidrcgenasas en valores 

de pH pr6ximos a 6 pero, imr otra parte, es francanwte inhihido este - 
efecto a pH alcalino. Esta contracWccibn es diffcil de explicar debido, 

nuevamente, a l a  lieterqenei'dad del cultivo. 

Efecto de Taperatura y F"Ite Nitrqenada. 

Eh los perfiles de tenq?eratura mstrados en la  Fig. 1 3  se aprecia 

que, independientemente del tipo de fuente nitmgenada, l a  prducci6n 

rr$xima se alcanza  a 37OC. Asf nkm, se observan d i f e r e n c i a s  marcadas 

entre *.m perfil y otro cam, por ejesnplo, la magnitud de l a  concentra- 

cf6n del lactato producido er. presencia de pmtelna (@{ 8.51 es rmyor 

que con la. fuente nitrogenada  inorgSnica (pH 7.5) , aden& el- abatirnien 
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to de la  fenrvzntaci6n lsctica en presencia de pepbna es mZnirm en ma 

amplia regi6n de taperatura (30-55OC) , en tanto que cuando es sulfato 

de m n i o   l a  fuente nftrogenada se presenta una cdda brusca de l a  fer- 

mtaci6n. Io arkerior @-fa ser explicado desde e l  punto de vista nu - 

tricional y gengtico y partiendo del supuesto de que sean las bacterias 

lScticas l a  microflora predaninante. A s €  , se sabe que las bacterias lSc  - 

ticas tienen una nutrici6n cmpleja en cultivo ax€%co  [Buchanan y G i b b n ,  

1974). Pdicionalmente se ha  demostrado que l a   t a p r a t m a  es m factor 

mtag6niao (F\Tatanabe " et a l ,  19761. Por otra parte, Zelkus, et al (19701 

y Zeikus 61979) señalaron que en cultivos ax6nicos , la  complejidad nutr i -  

cional  se incrementa cuan20 l a  temperatura se eleva, Partiendo de estas 

evidencias, los perfiles mstradc6 en l a  Fig, 1 3 ,  p0arfar-1 ser aclarados, 

es decir, que en presencia de m n i o  y a temperaturas altas, debido a 

probables alteraclones gen&icas y en consecuencia  nutrscional, se presen 

t6 una cafda  brusca de la femrkaci€h, p&s en e l  caso de sulfato de 

armnio 110 se cuenta con  amino5cidos que mrtigüen el  efecto mutanog&i " 

co de l a  temperatura. 

W d e  el  punto de vista prdcticc, &tos resultados son interesantes, 

p&s sf se deseara producir industrialrrrente este metabolite, se puede te- 

n e r  la  certeza de eliminar las bacterias pattigenas (que crecen a tempera- 

turas rt-esofillca.. , preferentawnte) o b26n , s-2 se quisiera producir alirren - 

tos balanceados (knsilados~, la fonnaci.612 de ilongos se verfa  nulificada 

[&tos crecen a tenperaturas psicrofílicas~. m este trabajo solo se ana - 
Uzaron los canbios mtabdlicos caro consecuencia de los W i o s  ambienta - 
les, de mdo que no se estW6 el efecto producido en e l  crecimiento ce- 

lular n i  los cims3ios pduc2dcs en la ampsici6n celular, que son muy de - 

pendientes de la tapratura,  imr ejmplo , se sabe que las &ranas cito - 
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p l d t i c a s  &ian tanto cuantitativa m cualitativmmte a diferen- 

tes temperaturas; tanhi6-n se ha darostrado que l a  carrposici6n cualitati - 

va  de las enzimas canbia. 

En fin, dado p en este  trabajo se obewan diferencias metab6licas 

respecto a las reportadas, es probable entaxes que se est6 hablando de 

nuwas perspectivas en la fisiologfa y bi-ca bacteriana, &icas, 

pero de con juntos microECanos caplejos y no de los tradicionales culti- 

vos i3xénicos. 

Efecto de los Factores de crectmtento y la  F'wnte Nitrogenada. 

Actualmente, se sabe que Streptococcus bovis es la  Gnica bacteria l d c  - 

tics que puede crecer en sulfato de m n i o  ano fvtente nitrogenada Wven 

" et a l ,  19481 I ixro los 2 4 s  microorganisms lScticos requieren c?e -0s 

de cultivo nbs ccqlejos;  todos invariablemente, requ2eren de vitaminas. 
Eh la Figura 14 CI y 111, se observa que no es indispensable l a  presencia 

de vitaminas, ~3ero se nota un m a d o  efecto, tanto cin6tico ccmo en la  

productividad de los mtabolitos, cuando la  fuente nltrogenada. es sulfato 

de m n i o  QTI y IV) . Esristen reportes en el sentido de que, en- las 

bacterias de un mi" género, existen sistemas. de ccoperaci6n (alg-unos 

señalan la recanbinaci6n c m  el  principal) que  hacen que bacterias de nu- 

trici6n compleja puedan crecer en IIIE?dios simples (??unnikko, 1954; Bryarit 

y mbinson , 1962) . Se supone otro tip de  ooaperaci6n p r  ejemplo , 

se dice que en cultivo mixto una bacteria 'autotmfa de alglh arninofici6o 

puede obtenerlo de otra, m el mim cultivo, IJ a su vez otra &tiene otra 

nutrlente para su  propio crecimiento, es decir, se habla de p e l e s  

s&rbio~ls. Se dice txm6iE1-1 que pueden establecerse otro tipo de asociacio - 

nes cam el  amnsalism o nutualisno, etc. =I cualquier caso, las e\i&n I 

cias encontradas qus expliquen estos. eventos SM muy escasas y son =*a- 
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rLmte especulativas, lo cual establece la  necesidad de ahondar &S en 

el  estdio  de las interrelaciones en cultivos mlxtos carpkjm (prcba- 

b l a n t e  prirnero  con cultivos mixtos ccmplejos gnotobi6ticos y 1- 

en no gnotobidticos no axénicos) . 
Este tipo de evidencias y supuestm pueden dar una explicaci6n px- 

cia1 a los resultados mtrdos en l a  Fig. 14, ya que si no se adicio 

nan las vitaminas en l a   f e m t a c i 6 n  con  nitxdgeno inorg5nicn es pr6c- 

ticarrwte nula l a  formaci6n  de lactato, sin e a r g o ,  &to no reduce la  

posibilidad de producir lactatn mdiante este tipo de cul*dvo, ya (que. 

los dtcdos munes adicionan tanto protefna cam vitaminas a l  redio de 

cultivo, sin contar con que mplean cultivos ax€nicos y cordiciones es- 

e i l e s  gue, a lo largo de este trabajo no  fueron empleadas, lo cud 

desde el punto de vista econ6nico ( c o s t o  de  energfa y aZnsemaci6n~ re- 

sulta MUY atractivo. 

F’inakwnte, se debe dejar aqentada l a  importancia de seguir el  estu- 

dio tanto bioquhico - fisioltjgico cam clln6tLm ya qye las explicaciones 

en este mto, ‘pra  este  cultivo se estan guedando en e l  terreno espe- 

cultativo. -S del inter& bkim que thnen, 3 1  estcZio es irrFprtz2 - 

te desde e l  punto de vista emngnico ( y  tdi& social e17 €0- m- 
importante) y es, en este sentido, necesario q3e - se hagan estdios & - 

ücos p permitan pkonosticar y establecer alternativas en las fomas 

de producci6n de rntabolitos de valor econMco [amo el  etanol, acbtato, 

lactato, etc. ) , imr e j q l o  , no se sabe cual es el efecto biquhico y 

cin6tico producido a l  cambiar l a  concentraci6n del azGcar, cle la  fwnte 

nitmgenada, del tamaño del in6culo (Christensen “ e t  al, 1.958, reprta 

canWos en los perfiles de femtacidn cuando se c d i a  la mncentraci6n 

cle azGcar) , &c. En f i n  , se pueden seguir exmerando otras aplicacianes , 

pzm hasta solo señalar una muy importante, La producci6n de aLimentos 
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tanta  de uso pecuario amo los de c o n s m hmano, ETI donde el uso de 

los rdcrwrganosmos es  cada vez nbs frecucnte y en donde la  aplicaci6n 

de los cultivos mixtos y amplejos abren m a  posibilidad muy valiosa 

que es necesario explorar a corto plazo. 
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1) La fenrrentacifn alcoh6lica es c-.XponGinea y s2n regulaci6n d e l  pH a 

valores de pH dcido sin irrprtar e l  tipo de fuente  nitrqenada. 

2) La f m n t a c i 6 n  hrxrr>l;lctica es posible a pH cercanos a la  neutrali-  

dad s610 si se controla e l  pH (jwdnicamente con arrrortiguadores] . 
3) La femtAci6n es iáctica a pH constante  cercano a la  neutralidad 

y es independiehte del tip de  fuente  nitrcgenada. 

4) La fenrrentacidn l5ctica estS determinada por e l  tip de fuente ni-  

trcgenada a t-aturas altas a. pH pr6xh-o a l a  neutralidsd. 

5) La f m t a c i 6 n  es l d c t i c a  a tenperaturas termf€licas s610 en pre- 

sencia  de p r o t e h .  

6) La fermentacidn l5ctica a pH prcjxirno a l a  neutralidad y 37OC depen- 

de de los factores de crecimiento si la fuente  nitrcgenada es inm- 

g k i c a  y es independiente de esos factores cuando la  fuente es pm- 

telna. 
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Fig: 4 Patrón  de  fermentación con glucosa y ?eptona. La 
temperatura  fue  de 37°C. E l  pH de 6.5 se manbuvo 
constante  durante la fermentación. (O ) ácido lác 
t ico; (O ) ácido  acético; ( A  ) etanol. - 

- .* 
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I O  20 30 40 50 60 70 Hrs.  

Fi:g. 5 La  fernlentaci6n de la   g lucosa   se  ilev6 a cabo a pH de 
6.5 y permaneció  const,ante  durante  todo e l  tiempo. La 
temperatura  fue . H o c .  La fuente  nitrogenada  fue  sul- 

' fa to  de amoni'o. (-A 1 dcido  ldct ico;  (Ca ) etanol ,  - 
CO 1 áci 'do  acgtico; (.A Z dcido  propiónico; ( 1 á c i  
do hut i r  ico. 

- 
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O 10 20 30 ,40 50  60 7 0  Hrs 

Fig:  J Q  Perfi.1 de producción de metabol ¡tos  por  fermentación a .. . 
p a r t i r  de glucosa, El pH i n i c i a l  fué de 6.5 con sulfato 
de  amonio. La temperatura  se  rnantuvo.constante a 37°C. 
(A 1 ác ido   l ác t i co ;  (.El ) etanol;  ( O  ) ác ido’acét i co ;  
CA 1 dcido  propiónico;  (&f 1 ácido but i r i co .  

+. 

50 

I 



q r (Oío) 
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o IO 20 30 40 50 60 

H r s .  
Fi‘g. 6 La fermentación  se  llevó a cabo a pH de 4.5 constante.’  

- La  temperatura  fue 37°C. Las  f iguras cjeome’tricas 1 le- 
nas  son  con  peptona, las- vacias  representan al su l fa to  
de amonio. [A A 1 e’tanol; ( 0  B, 1 i c ido   ldc t i co ,  - 
( O  E 1 ácido  acético.  
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.F ig.11 Fermentación de glucosa a pH  inicial 4.5 empleando sulfato 
de amonio como fuente de nitrógeno. La temperatura se man 

do acético. 
- 

. .  tuvo a 37°C. ( . A  ) ácido láctico; (0 ) etanol, ( O ) áci - 

-. 

. .  
I .  

. .  . .  

. ' .  

. .  
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F i g .  9 Perfil de fermentación  a  diferentes  valores  de pH a 
37°C. La fuente  nitrogenada  es peptona.  Cada punto 
se tomó a las 35 hrs .  E l  pH s e  reguló con amortigua 
dores .diferentes. ( A  ácido  láctico; ( 0 ) etano17 - 



1.5’ 

o. 5 

Fig. 8 

. .  

- -. 

Fermentación de la glucosa a diferentes valores de 
pH amortiguados con diferentes cmpusstos químicos. 
La temperatura fué de 37°C. La fusrrce nitrogenada 
fué sulfato de amonio. Los puntos corresponden a 
38 hrs,  (A) ácid0 Iátrico; ( 0  1 etanol. 

. 
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F i g .  7 Fermentación Iáctica  a  diferentes  valores de pH. 
El pH se mantuvo constante.  La  fcenie  nitrogena- 
da  utilizada  fué  su!fato  de  amonio.  La  ternperatu 
ra fué 37°C. Los  valores de pH fuéron: ( a ) 7 . 5 ;  
( b ): 6.5; ( c 5.5 

I 

. - I  ." 
. .  

. .  
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.Fig. 12 Fermentación de la glucosa s.in amortiguamiento del 
PH El valor  inicial  del  pH  fué  de  4.5.representa- 
do por las figuras  'blancas; las  figuras obscuras re 
presentan el valor  de pH inicial de 6.5. ( a  ) áci 
do 15ctico; (D ) etanol; ( O  ) ácido  acético. 
Se empllo peptona como fuente  nitrogenada. . 

- 
- 

. .  
. .  . .  

.r 
. .  
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Fig .  13 

I .5 

I .o 
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Fermentación  láctica a diferentes  temperaturas. Los 
puntos  corresponden a 30 h r .  de fermentación. ( h . )  
peptona a pH de 8.5; (A 1 sulfato de amonio o pH de 
7.5 ' 

. . .  . .  

5 3  



= .  

. ,  
I 

4 '  

. .  . 

1.5 

I .o 

0.5 

10 . 20, 30 40 50 t ( h r s  ) 

Fig. 14 Fermentación láctica en presencia 'y auser,cia dc factores 

* .  fué de 370C. (A ) peptona; i A 1 sulfato de  amonio. I y 
de crecimiento ( FC j .  E l  pH f u 5  de 7.5. La temperatura 

111 fuiron adicionados de FC; I I  y IV no fuéron suplemen- 
tados con FC. 

* 
* I  
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