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T. INTRODUCGION Y ANTECEDENTES.

_Isgs' metabolitos primarios como el etanol,dcido acético
¥ §cido léctico son productos de fermentacién que tradicio-

nalmente se producen a escala industrial empleando microor=

ganismos bien caracterisados. Bor ejemplo. para producir ale . . . .

~ cohol se emplea usualmente una levadura, a saber, Szecharomy

ces cerevisiae; la produccin de #cide acético se hace aero

bicemente empleando una bacterie pertensciente al génerc

, Acetobacter, El écido léctico xe obtiezm via fermenta.tmreg

pleando bacterias homolécticas partenecientes al género Lac-

oy

tohaoillua, aunque en ocaeionea“ 8e amplea. 8 un hongo iilamau |

.%oso perteneciente al gé,ngrq. izopus.

Para procesos fermentativos de tipo lote, es necesario .
queo las cepas ﬁiorobianas‘- tanto de bac‘teriajg como de hongos*
ris‘ticaa*

a).= Ser tolerantes & concentraciones elevadas de azdcares.

Asi tenemos que la fermentacidn alcéholica se lleva a cabo &

una conceniracidn de azdcar de 15%, lo cual representa uns

.praa"ién osmética considerablemente alta para una célula co-

mun. L&s condiciones de fermentacién para la produccidn de £-

cido acético y £eido 1detico son similares a las de fermenta
¢idn alcdholica.



B) o= E‘?‘enentar unsg considerable tolerancia =3 concentzacionee
elevadas de producto final, Se sabe que el nroducto principal .

- de 1a fermentaeién achia‘ sobre el ‘microorgénismo inhiaiende

- Ae-ntilizacibn de azicar adicio:nal ( cher ¥ wzttier,iﬁzs" j '

¥Wang &% al. ,1980 ). Asi mismo,se ha repor‘kado que la. _naihi'/f
eién por 4cidos se acentia cuando el pmd_\m"so de ionizaciéx. ‘de
éatos se encuentra por deb'ajc del pka &el é“a‘ido. |

—Asi mismo, lo08 prOCEesos d.e fermentacion tanto de $ipo io~

IR - 5= Ve

rETmm— e

te cono de tipo continto, pueden verse Aimts ados pbr-

1") o= Costos de materias pr;imasa Es necesaric gus -2 medio fde

costos de yruducei&n no sean elevadcs. Pox ej emplo, 1&3 fermen '

~ taciones gemeralmente me llévan a cabo mleandqf subpraductos

de 1a Andustriz AZUCarersa { camo las melazas Yy ocasionalmen

-~

te se emplean ;;alimero,g de glucosa, Sin esbargo; existen Fers -

méﬁftaﬁiéﬂé‘s:, cozo la del £cido 1dctico & 1a del decido propid-

I ,,_zz..cp que necggitan de un medio de cultive mis complejo. Asi {e

nemos, que el medio de culﬁivow pa.réfla femenfaciﬁ“‘t{aatwa re
guiere de la suplementacidn de nitrégenci proteico y d& facto-

res de crecimiento localizados en extracios de levadura o ju-

gos frescos de plantas, como él de tomate ( Rogosa et g_l_,;,'l‘SBIL)T

2)+= Gostos energéticoa. Los procesos de fermentacion usual--
mente se llevan a cabo con agitacidn y en condieciones estéri-

1lss. Eato inplica el uso de sistemas so;is‘f;:,cados ¥ un fuerte

-k
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consuno: de energia tanto para agitacién como para esteriliza
'cién. Esto complica‘la simplicldad del,proceso. poxr 10 tanto,
dsa volﬁmenes de caldo'de fermentaci&n‘es compleja‘yfcostosa.
‘3).~ COStOB de mantenimientos de cepas¢ ‘Es neeesario establey‘
cer urogramas de seleccién defcepas«microbianas. EL desarro-b
"110‘da:éstos=programas»requiere de la participaciGn de-perso;‘

" mal fécnico especializado no 8010 en aislar 8 1denti£icar al;' :

microorganismc deseado, sino también_para,el mantenimiento

del microorganismo seleccionado. El desarrollo de éstas acti ';;

>vidadea se suman, naturalments, & los costos de proceso,re--_'
;percntiendo en el pracio del producto. '
‘En los.ﬁ_t_mos aﬁos 8e ha,expandido el interés por 1a u

tilizacidn de cultiVOs mixtos en 1os prccesos fermentativos.”

”'-,dehidn a uue. ganeralmente con.los cultivos mixtosfae logra'w

una ung productxvidad aimilar a la de lns cultivos puros 80 -
‘1o que las condiciones del proceso son gés- ‘B'mPleﬂ,vyi potos
costogas.. | ' " o | i ,

'gi‘“n‘i“e el "f@?léo de los infeulos mixtos no se ha 1leévado
‘a escala industrial, se puede comenzar a pesar o Eate ‘{;’*3__,'
po de inScules como una alternativa para la produccién de
diferentes metabolitos \prima.l’ios ;c'"cimvg el etanol, Loido acé-
tico, deido butfrico y dcido ldctico (de la Torre y Gond,
1981 ). ' ,



Eﬁ;xealidad”laglitena%ura‘vertiéa}sbbre.la.praducci5n.de
metabolitos primarios utilizando indculos heterogéneos, se ha
'éncamina&o bééicahente'a 1& ufiliZaCién’pbsﬁeribr az‘eetos ne
%aholitos para la produccion.de gas,metano ( Varel et al.,1977'
Robbins et al.,1979, Pipyn ¥ Verstraets, 1981 ). Varel et al.,
19?7,nestudiarog;1a¢e£ieienc;awbi616giéa deu;agp:aducciﬁnrtag
mofilica de gas metano de .eg:ti,ércasl; de bovino. ‘mra‘,‘bgjaron,co;ﬁz :
diferentes concentraciones de estiércol, tiempos de residéncia
.y a_alias;témﬁergturés,'Répbfignrgu3213~pquﬁéciGn;mﬁiiﬁa‘de
metano { 4.5 1t/dia/1t de reactor) se alcanza cuando l‘al con=
centracién de estidreol es de 8.2% de sélidos voldtiles, a 60°c
¥ 3 dias de tieﬁpo. de x,ea,fidén'c'ia. ‘Sefialan la Amportancia de
trabajar a altas 'aemperawras ya que de esta manera 1la diges—
‘i;:!.o'n del \es-ﬁfié’z:’co‘»j,l; es mds rfépida‘ ¥ 1la :e,’;intaminacj:is:z, por micro- "
organismos p‘arbﬁgéndsr 68 minz.ma. Eobﬁiné' &t al. i,,?,;'_1;97}9,,».- estudia~
Ton 1a produccién de gas metano utilizando paja de trigo como
.»sﬁs*rerartﬁ* ¥ :fefq%:i:ércol de bovino como ﬁ"&bﬁfd{ﬁﬂpﬁé&frﬁ}i paja de =
tigo "1&gnﬁ’i’c’ad& ¥ délfigﬁifiééda‘.. Sefialan que la producciﬁn.
de gas metanc es doa veces mayor con paja delignificada. De la
‘misma manera, ?zpyn.y’Verstraete,(1981) estudiaron ls produccién
de gasmmetanc utllizando‘melaza‘como sustrato y aguas munici-
'pales ¢omo,1n6culogfnievaran a cabo la fermentacién en dos fa
geg, La primeéra fase 'b,aj & condiciones ’&stﬁna! para la produccidn

de 4Zcido y la segunda fase bajo condiciones Sptimas para la



produccidn de gas metanos Reportan que orientando la hidrdii
ais de la glucosa haeia la formacidn de 4cido ilé..ctic'o é alco
 hol ,'Js;\e; aumenta ligeramente la producci,cing de biogas.

Sin embargo, un mimero reducid& de laboratorios ( entre
ellos los de de '];a‘f "l!o:re'y ‘Gomé':,-,’lSS‘i@;. Glmez y Viniegra Gonzé
lez;1981) han propuesto que mediante el empleo .dﬂé indculos
 heterogéneos es ,ppiéi’blé producir industrialmente me"ﬁaboli%os[
,,prim_a;lfiosf._;"‘PQl? ejemplo, de la Torre y ‘G‘c‘s:‘iz‘éf,;{?lSal) estudiaron
la produccidn de 4eido acético, dcido propidnico y £cido bu-
tirico como :ﬁ"etabﬁlito"a principales. Encuentran ‘q,uel la produ
céiﬁﬁ nédxima de £eido acético se _.',llie'va.‘ a cabo cuando el pH de
';13,- ﬁiemeniécLGn ‘;éa -rmaﬁtieyne constante, Usaron un medic de cul
tivo simple-y trabajaron a 28°C. Por otro lado, Dat:ta,(lgél)“
- eatudid 1a produccidn de écidos orgédnicos voldtiles (02_-56)
& partir de granos de ma.iz s est‘iércol de bovinc como inb’cu—
» lo. Usé' 'bajas temperaturas (menores de 2500) ¥y al*taa concen=

:traciones de sGlidos volattiles {meyores de 2.5%) yara mhibif S s
la metancgénesis y obtener Zcidos orgdnicos como metabolftos
prtihgipe;les. | |

~ Se ha estado gs::ﬁudiandb €l comportamiento del ie"atifé‘z:fcai
para fe;nplearlo como inéculo y ser utilizado en diversos pro-
¢esos, & saber, produccién de alimentos forrajeros y produ -
ccién de compuestos orgdnices. Por ejemplo, Pérez-Gavilan y
Viniegra-Gonzdlez,{1976) propusieron y desarrollaron un tipo
de fermentacibén 1dctica para la produccidn de alimentos forra -

5



jeros. Usaron urea y melaza de cafia como sustratos fermenta--
bles y estiércol de bovino como indculc bacterianc, Sefialan
que ls relscién ‘m.ela“za/uz-eg es determinante para la produccidn
de dcido Idecticos Régar%’can que ls prbﬂuﬁeién de #cido ldetico

e8 mayor a concentraciones bajas de melazz, Por otro lado, G§

mez y Viniegra-Gonzdlez,(1981) imdican que mediente el empleo
de estiércol de 'bovind es poéjibl,e“:prq‘c‘ﬁw,ir" dcido 1dcetico como
producto principal. Reportan el efecto de p y :t;i.pé de fuente
ni-trﬁojgenﬁaa'. Sefialan gque el control de pH més que la fuente ni
trogenada son decisivos en la produccién de dcido 14ctico.

R S

- Dodos estos resultados obienidos hasta ghora—hacenm pensar—

gue el estifrcol puede tener utilidad en la industria de las
i‘eﬁentacioées si controlamos 18s procesos biaqnﬁicoa: de la
microflora que constituye al ea,é,’siéfz:é“cle

Por lo general, se piensa que los factores que orientan
das .;femen’caciones pueden ser la fuente nitrogenads o la foen
te carbonada (Nurmikko,1956;Bryant et al.,196l;Virtanen,1966;
Péreg-Gavilan y Viniegra-Gonzdlez,1976; Gémez y Viniegra-Gon
z#&lez,1981). Por ej emplo, Nurmikko (1956) demostré gue las bzc
terias 14cticas, en simbiosis, pueden proporcicnarse diversos
requerimentos nutricionales bédsicos y que, por lo "i:anto‘," 8i 85
hacen cultivos mixtos de bacterias ldcticas, la composicidn del
medio de cultivo puede ser muy simple. De la misma manersd,

Bryant et al.,1961, aislaron 89 cepas del tracto digestive de

6
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'rvﬁﬁianfe‘s= ¥ encontraron que el 80% de éstas c-ep'asv c‘r‘ec‘i:an en

. medios de cultivo con fuente da nitrégeno simple como las 8a

| _duc:.das en medios de cultivo ‘”fnples conteniendo sales de a.mou_’v

.les ae amonio,'Por atro lado,Vi.tanen,(1966) encuentra que 1a
B mig;:qf:lg;ra Jocalizade en el rumen ( y por lo tanto la locali~-

,»zada en las heces gue provienen i:l‘e'l rumen) pueden Ber Tepro--

nio, pero que existe e1 problema de que, & partir de sales de -

' a.monio, a- biosintesis de aminoécidos es pcco significativa. "

En eﬁecto, eatos factorea nntricionales { ecarboro ¥ nitr&

o g no} pueden de‘tema.nar lca pa,trones de fementaciﬁn y creci—’

{mienta de los miczoarganismos. S,i;n embarge, comriene aeﬁalar

: que 1la actividad metabélica microhiana no depande solamente

-tros factores tales como-_
j 1).- concentracién de sustrato. Monod(lQ‘iﬁ)s demoatré que la

concentraci&n da‘uno de los sustratos del medio de cultivo in‘

- del "aipo de fuente carbonada o nitrogenada sino también de o=

fluya notablemente‘ ‘&n la veloeidad de. crecﬁmiento de los mi- o

croorganiamos @

| 2) o Eemperatura. Existen valicsos ajior;:‘ties de Innis(lQTS);
Ingrahzm(1954), Lynch(1975), ' en,-tve otros, que sefialan la mar~

cadz iz=portancis ée este facter en ﬂ czee_igientg v metabolis

mo bacteriano. Por gjemplo, I’nnis(lS?S) Befiala que la tempera
tu::a,; de’ creq,imiento- influye notorimente.' en la sintesis de

protefna, actividad enzimdtica y en los componentes estructu-




Tales de la pared celular de los microorganismos psicréfilos.
481 mismo,Ingraham(1954) demuestran que la compowicidn de £-
cidos grasos cambia al cambiar la temperatura, Observs que a
temperaturas 'ele%"é,da‘.‘s aizmenté. 1& cantidad de ‘é"c‘id'os grasos 8z

tu::ados. Por otro lade, Lyncn(1975) ‘bra.ba:jando con Pseudomonas:

demues‘tra gue a diferentea temperaturas de crecimiento los ni
v‘eles‘ zde: diferentes Aenzimas, del metabolismo de carbghidxato'g
cambian, lo cual ‘»sujgie,rlé' que a diferentes temp.ér&tu?ai‘sl -:aé in
duce la biosfntesis de diferentes enzimas. W1t%.eixbérgk' ¥y An}se'-f

"10(19’76) Aenénentraﬁ qiie en v‘microorgé.‘nis’mos* tales como "S‘deﬁi‘s

¥ S. faecalis ia actividad, de la deshidzogenasa 1501:10& dig-
minuye 8 temperaturas a.ltas. '

.3‘) e I:E. Se ha reportado g_ue el pH -‘?ﬁie'n‘e un »e‘f‘ec*h“d éc‘en‘(‘.'uafudé'
sobre tos patrenes de fermentacién. Lios ‘brabajos &e Neish y
‘Blackwood ( 1951.), Neuberg ¥y Hirsch (1919), Roger ¥ Wi‘!:tier
(1928) y recientemente el trabajo de Wang et g;-_;(;i.Q.SO) sobre
el efecto del pH explican en parte los patrones de femen‘ta-
¢ién tanto ‘homol&ctica como Lhéféxol‘éiﬁctipa.‘ Neish y Blackwood
(1951), Neuberg y Hirsch(1919) encontrarorn que la fermenta-
cién alcohélica se .modif‘ida"'ba, & diferentes valores de pH. 0L
Servaron que lz ancenﬁ:adiﬁn de etanol disminufa a medida
que el valor de pH se elevaba. Roger y Wittier (1928) wmefials
Ton que conforme la concentracidén dé hidrogeniones se eleva-

ba, 1a fermentacién de hacia mds lenta. Asi mismo sefialan que



este efecto se debia fundamentalmente a los dcidos no :aisb:cig;
dos, Por otro lado, Wang et al.,(1980)demuestran, mediante el
efecto del pRa del dcido acético, gue:porideﬁajb del valor del
PKa de éste dcido (4,7-),;, se hace méds ‘inh_ibifpzio 1a i?i’e,ngeﬁta-'
¢ién acética, es decir, que en la forma protonada del &eido
(la forma de sal del dcido}, el efecto iﬁhi‘éir*hozid Se reduce,
4)e= Composicién del nedio de cultivo. En parrafos anteriores
se sefiala la importancia de la composicién del medio de culti -
Vo ' |
Ta fermentacién ldctica es un proceso muy comun en 1as bg
bidas fermentadas tradicionales de ‘di's_;itintoa paises como es el
caso del pulque y el ,‘E??‘bl en México (Ulloa ¥y eri'r‘er’asiBBl‘-) s €l |
Yoghurt de Eu’r’o;p‘a é el Kempe de Afrrica:‘(uuiierwlgai);
| El pulaue es una be‘nida de moderacién jproducida por un cul
tivo mixto constituido: principa’l.mente poxr Saccharomgcea _p., X
tgbacillus Bo. ¥ Leuconostoc 8p.s los cuales fermentan el

}J ugo de Agave americana (Sénch;ez-s-ﬂarroguin ¥ Hope,1953). L;oa
Productos metabdlicos principales son el etanol y el | 4cido ’15’5
tico, sin embargo la consideraci6n mds importante que se debe
hacer de este producto es gue; Jos microorganismos crecen sobre
un sustrato de bajo valor biolégico.

El pozol es el producto de mafz macérade y enseguida fer-
mentado por uma microflora compleja. Se han descrito con deta

lle solo dos especies de bacterias, a saber, Bacillus cereus
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 1g masa fermentada tiene mayores m:cpiedades nutr

y Paracolobactrun aerdgenes que son los gue lé confieren el
olor y sabor caracterfstico al pozol. &ae'méé 8¢ han mene-iuna |
do algunos géneros de mohos que Io; ecntaminan, en partic&_ar,

Penicillimn, Asperg'f-‘_'jr»;ius, Rhizophus 2 Fusarinm (Ulloa. y He= -

"Irera,1981); Suponen gue la fermentacion es de tipo 1éct1ca
- ¥ que .ésrte. es el »-metabcli’co que; pz:edom‘inaa‘ Ea»-intenesa.nta -e;l
vhecho de gue &n el pozol hay mayor cantidad de nitrcheno to=

’fal, que en :Los gTanocs de maiz s por lo que puecle suponerse gue

vas 93.,;1.% €l

.tmaiz 00 tratado. (Gra.f,;{"?oto et al,,1955)

- EL yoghuz:t es un derdivado lacteo de invalua‘hle valrm bio-

' ldgico. Ta ela.boraci6n de éste pz:aducto ‘ge ha venido haciendo

‘mediante yrecedimientos emp;[ricos consiatentes en de;jar que la
’J.eche BE contamine a temperaturas entre 40 y 5000 Los estudioa

;bésicos para hacer de este procedimiento empirice un proceso .

’.i;ndugi;;}‘j’f‘f{ Be iniciarcn en la. primez:a paz'te de nuestro siglo

~ Por el trabajo d¢ Metchuikkof (1907), quien idenﬁf'icd & Bacto

baeillus “bulgaricus con mét‘odﬁé 8 ‘tj;e rudimentarios. Al poco

- ﬁiempo se *?5.6 que el pruceso mediam:e el cual 8¢ :formaba el Fo=

-' ‘ghurt era. una fermentaciﬁn léctn.ca ‘Pero en la que esta‘ban i?n- e k

__Tolucradas dos cepas mic:obianas = Ixactobacillns bul; a;z:icus; ¥

-St:ceptocccc\xs thermophilus-.‘ I.os trabajos de Peftte y Loolkema

Como temperas-’cura -Gpt:ima..; ,A_vs‘i‘ n\ti‘smq,, sefialan g_ue- la zfz‘u,nc:ién de

S. thermophilus es la de proveer una acidéz suave que permita

10



el ulterior desarrollo de L. bulgaricus quien hidroliza la lag

: tosa ¥y la :éas",eina a pH de 5.5, En la actualidad se han estable
cido procesos de fermentacién continus para la produccién de |
yoghurt. 7 | a

El Kenmpe es el producto de ma:[z macerado y fermentado por
una mic,rqflora, .compleja ¥ es uno de los principales <gl;mentos
de wna gran parte de Ghana,Africa.

Por otro lado, la fermentacién 1dctica es un proceso de mar
cada importancia en la 'pr,,eap,aracié‘n de éliméntds forraj er'o_s-,f _puesf
aumeinté la palatabilidad y mejora €l olor de este tipo de Pro-
ductos. ‘Eér‘ez-;(}avﬂan et al., 1‘97 6; Alvarez et al,,1979, entre
Otros ,encuentran que meédiante 1la sustitucidn de nitrégeno pro-
"Veniente de iz urea, por nitr6geno m:oteico, cambian los pat:o-
nes de ::Eeme.n,taci-én. La fermentacién se hace tipicamentevléa‘bica-.

BEn ge;'e' ral, sa procura uue, ‘en los alimentos forrajeros pa-
Ta la alimentaci6n de rumiantes, la fermentaci&n aea léet:.ca,
Dues este zg,e;tabolij;o puede ser uft;ilizado por los animales ccmo
fuente de carbono F es ag.u"i‘ donde reside la importancis 'de}‘ que
la f;ementéeiﬁn durante el ensilado de forrajes sea '1é"c"tic'=a,~’a—_
demds de que actua como conservador del forraje mismo.

Las fermentaciones 14cticas se han llevado & escala indus-
trial desde hace varias décadas (Prescott y Dunn,1962),€l -mcéyf'w‘;g
do comunmente usado en la industria es el de inocculacién de cul
tivos puros usando medios esterilizados o pasteurizados y suple

mentados con diversas fuentes de proteina.
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En Méxic’.og,, €l dcido ldctico y sus sales se importan d‘é&d'é-
hace ya mucho tiempos En 1878 su fc'os‘t‘o se ‘elevé» é;pr.aximadaxmn
te a doa T m:.llones de pepos. La proyeceié'n de la demanda ine-
dica que para egte aﬁo se cousumiran 525 toneladas, con un va
lor a precio aciual de 40 millones de pesos,

Ea este sentido, este trabajo tiene como objetivo general
sncontrar las condiciones aﬁm‘a’i,entaies, bajo lag cuales ge p:’,z’jg
dan produciz &cido ldetico mje‘éién?te‘:v'el estudio de la ,com_po’s‘if-?
eidn del ‘médio de cuiﬁvo-, P8 v temperatura que lyﬂéd&n ineidiz

i en é]‘. des m'olla _de una_ tecnclogia de bajo cosi:o y rentable

e:npleando una Tuente de miczoﬁrganlsmos que: eziste an canti- ,
- dades significstivamente apreciables como lo @s el estiéreol

de bovino,

1z



1I. OBJETIVO PARTICULAR

Este trabajo tiene como: objetivo particular estudiar
las condicicheS'fisicdguimicasgtélﬁs:ccmc‘pﬁ,y témpenetu:a,
asi como 1la composicién del medio de cultivo, bajo las cua
ies~un_in6¢ulo‘hetercééneo, como el eptifrcol de bovinmo, pue

da ser caracterizado y orientado para producir Zeido ldetico.

13



IIT. GENERALIDADES,

A.CIDO ’-mcim‘IGQ: ,

B1 4cido 1dctico se presenta en dos formas $pticamente ag
‘tivas, los isémeros D(-) y L(+}e ¥ en una forma opticamente i
nactiva,DL. El £cide 14ectico formado durante ia fermentacidn
es usudlmente la forma DL (una IﬁéZdla ;r’a'cé‘niiéa,))‘(‘Prfe‘scctt, ¥
Duunn,1962) . | |

El #c¢ido 1ldctico tradicionalmente se produce por cultivo
en lote, sin embargo, la produccidn de este metabolito se ha
hecho. tambiéa mediante un proceso contfnuo, pero solo en pe-
gqueRios ;fementaaorég (Hanson y T2a0,1972), ¥ su use mo esta
muy .exiéndido debido principalmente, a los problemas de ;cp;n.-.f

taminacidn,

- PRODUCCION INDUSTRTAT DE ACIDO LACTICO POR CULTIVO EN LOTE.

MICROORGANISMOf EMPLEADOS, Los microorganismos que pueden em-

 plearse para la produccién de £cido 14ctico por fermentacidn

éon:-m_é delbrueckii, L. pentosus, & leichmannii, L. bulgari

cusg y S, lactis, Todos ellos son homofermentativoss

El tipo de microorganismo a seleccionar para una fermen=
tacién depende en primer lugar del carbohidrato que ha de sexr

fermentado y de la temperatura que se vaya & emplear. Para

14



fermentar leche o suerc pueden emplearse L. In
8ei o S. lactis siendo preferible el primero. En la fermenta-

eién de dextrosa o fialtosa pueden empflears,e L. delbrueckii,

L. pentpéus, L. bulgaricus o L, leichmannii, Para fermentar

féculas hidrolizadas se emplea frecuentemente L.delbrueckii.

HIDRATOS DE CARBONO.- Para producir-cido Idctico pueden em=
plearse gran va@;igdaa de carbohidratos. Por lo general, se em
plea glucosa;sacarosa o lactosa, Las féculas de mafz ¥y papa
son hidrolizadas a maltosa y glucose antes de la .:Eémeni;aczﬁn,
'm‘ve,d»j.a;iit‘ef procesos enzim&ticos ¢ procesos ﬁufmi‘cos, en donde em
plean valores de pH 4cido y altas "témperamras(f?rescott ¥y Dunn,
1962) | | :

En. ge’nér'al " éd‘mﬁS’ - de‘l hidrato de carbono, el medio de "'cu’l_
téica ¥y i‘actores de erecimiento. En los procescs 1ndustrie:1-e‘s
‘son auleibnad normalmente en forma de extractos, extracto de
»‘m‘aita,- suero de leche o dgua de cocimiento de mafiz, R

:TEJIPERATURA& DE CRECIMI&HTO ~ La fermentacién ldctica 'sé Ileva a

cabo & *tempe;.aturas relativamente altas, Si 8& emplea L.del. del-
brueckii, puede mantenerse una. temaeratura de 45°c o més; |

L. bulgaricus ;puede ser incubado de 45 a 50° G' Ir. pentosus,

Lie casei o S. lactis, alrededor de los 30 G. Ia tempera'cura E=

ptima debe determinarse experimentalmente para cada tipo de fer

mentacién,
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GONCENTRACTON DE AZUCAR.- Ta concentracién de asicar de los mog

tos se ajusta normalmente del 5 al ‘20%, gegun la naturaleza de
las materias prjmas ¥ las condiciones del proceso.

RELAGIGN DE QXIGEHO.- Las bacterias emyleadas en 1a produceidn

_d.e deido léc'bico Mdustrial, suele:n 3er de na'tmra.leza. microae:cov‘

- :Eilica o a.naerc‘bia..

'g_.- EL pH da la fermentacién ea'ta. dentro de la zona écida pero

E URAC;ION-, DE -3?4- FW?;A“QI{ ~=Suele compl’et’ar;se 1la fermentacibn

dela 6 dias si se parte 'ﬁe::- concentraciones que se encuentram
- entre €l 6y 10% de azfcar, _ | _ | 7 |
}_ ‘,gEE_____NDMIENTQ«.- En casi tedas las veriantes existen’ces para 1a

| produccién de éeido léc"cj.co Be 1ogz:a un rendimiento del 80-90%;

_GWOSIGIOH DEIG MEDIB» DE CULTIV 0

Azﬁcarde mafz . S 15%
.ma.-lt.'a;,'.g'eminad‘a' R 0.375%
f:gﬁﬁggfé} de amonic | 0.25 %
carbonate de caleio } ':!_.d %

Inskeep,1952
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BACTERIAS LMTT:T;@AS;..

CI:ASIFI CACION,

Iw: i‘amllia Lactobaclllaceae en términos generales, puedée

@er clasificada en bacterias lécticas homofermenta:bivas Y he=
teroi‘ermen‘batn’aa. Esta clasiflcacién subj e'tiva se da en fun=

eidn de :La aparic:r.on de "otros productos da.ferentes a‘l éc.ldo -

'- l'acitico,'j principalmente ;poz:‘ 1z aparicidn de :e’qan‘@l,. ¥y &dcido a~
oético. Se dice que es homofermentativa cuando el dcido 1dcti

- ¢o 'en‘-re"lacian 2 los otros, en un 80%: »ivffﬁbéll’é‘:;,‘lﬁﬂ:‘i?"s;};._" |

‘ CAR&GTERISTICAS G.rai\r"if’ 'ES DE ﬁlEGIL‘lILNTO

kCocaide ¥y de ‘Das‘ban;sor 10 general se presentan en. cadenas. Tan

‘bo 1as formas esféricas como las de baston, son bac‘terias

Gram +, no . foman endoesporas. Raramente producen pf’jg'jﬁegtqsu,

per,a cuand,q este se pres_en‘t_a wa del amarille o na;tanﬂafhast.a_l‘;g |
~J3z0 o rojo .Laaz:ulo. o - i _ S
PR~ El p‘I para. el cultivo de estas “bactez:ias se encuen‘bra en=

"‘-fol‘e@ 5 ¥ 9. Por ejemplo, 1as hacterias del género Stren'&ococcus;,

crecen a valoreg de pT{ .frazzcamente alcalinos. Por otra pa.rte,

les formas esffricas del género 1‘91109@03-‘700- pueden ﬁe‘sa:vro_llag

8¢ en el intervalo que va de 4 a 6.5, y las formas bacilares de
este género se encuentran ex el intervalo 4deido ( de 5 a 6).

Qx.:uﬁ&Tbs’ﬁA - L& temperatura de crecisiento va desde 6 & 53°0

con una temperatsra Sptica de 30,—40*'0 de manera gue se pueden
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" encontrar bacterias lfcticas psicréfilas, meséfilas ¥ terméfi-

'.1asu El'ginerb'ﬁeuconﬁsﬁué'géﬁéfalméﬁfé‘ere@e entre ngy\399@,f

sin embarro, las otras formas eszérlcas léctlcas Strgptococcusf

-1 desa.rrellan desde 50=55° c.
REL ACION DE ox::tcﬂmo - Tas. bacterias del &cido 1&ctico son’ de

‘543 g i_ groa av-nf’ 'f’l iea.

v .«E‘ACTORI'»S DE CRLCMI&J”G = Bl cultivo de las bacterias léc‘b:.cas_g

en forma puz'a requieze de la. prepaxaci&n de un medio de cultivo -
cOmplejo que debe ser adicionadg de nitrogeno protéieog Ademds

de necesﬁ;ar 14 presencla de aminoéc:.dcs en el medio de cultivo,

‘8 necesario adicionar factor.es: de :cre&z;-.ﬂtigntg;demr\o. de los

?éuale-s se pueden citar las bases piricas, pirinfdicas y 4cidos

gragos de cadena. larga. Se “ha demostrado la fundamental ini’luen,

ICia del éeldo nicotinico ( Kitahaza y Obayashl,lgss) Poxr ejc-m—-

- Plo,se demcstrﬁ Q_ue Lactobacillus pentosus necesita en su me-—

dio de cultivo para crecer ia “pzescne;.u & Eiutinw, Aeids pan- . ...

%oténico y dcido micotfnico ( Krueger y Paterson,1948). Estos

- Tequerimentos usualmente -':s'ev' logran satisfacer usando extracto de

' levauura o Jugos fresecrs de plantas, como el de fomate (Rogusa

et al.,lgﬁl).
La fementacidn 1éctica frecuen.temente ocurre en sugtratos

ricos en m:otei*nas cozo la leche ¥ los cereales._Esta observa-
¢idn puede relacionarse con los reguezimentos snurtr_icionalgs, de

log cultivos puros de las bacterias ldcticas arriba mencicnados
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En la Tabla 3-1 se muestra gue pricticamente $odas las bac
terias 14cticas requieren al menos unos cuantos aminofeidos pa
. - reproducuse scon la nota’ble excepeién de algunas cepas de '

Strentococcus ’bovis que pu,ede_n ¢recer en sales dé amonio como

fuente nitrogenada ( Niven et ;g};,{,.l9 48). En cambio las bacterias

‘del género Lactobacillus son muy exigentes en cuanto a la canti.

dad de aminofcidos requeridos y esto pudiera relaeionars:e: con
8u notable incidencia en la leche y otros medios naturales ricos

en protefnas,tales como los vegetales en -descomposicibi.

A su vez, las bacteriag de los géneros de Streptococcus ¥

I-euconos’boc, paracen reguerir pocos aminodcidos como factores de

crecimiento y esto »pudi-.e-z:a ;elacionarae. con ‘su gra.n ubj.guida@ En
la naturaleza. - | '

 En la Table 3-2 se da una Telacién entre el %ipo de micrcor-
ganismo, sus fuentes de carbono y sus productos metabélicos, don
de se observa gue el 4cids léctico es el producto metabdlico

Principal.

MEy

QLISNO D% LAS BACTERIAS TAGTICAS,
El metabolismo de las bacterias 1dcticas esta drientade por

la influencia de diferentes factores fisicoquﬁn‘icos como la tem

“Eridenciasr recientes de que la concentracidn de oxfgeno presen-
te puede dar lugar a la formacidn de otros producios (Brown

gt 21.,1977). 4si mismo, la reduccidén en la formacién de dcido
ildctice pucde deberse a compuestos como €l ci‘hra.uo que deswvia
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da fermen»aeizfn léctica, en cepas homolé.ctlcas, y da lugax; a

da formacidn deé diacet.lo o acetalna. - o |

" I.a iomacién de e_c::Ldo léctlco por mlcroorganismos homofer .
Sﬂentaz ‘vos sigue 1a wig de Embden—%‘eyerhoff-?arnas ( EMP ),aun

que exis‘hen excepcianes ( Gi‘nbs et al.,l950). - '
. La via de fermentac:.én homoléctmca se muesﬁ:a en 1a Figi :
3= 1, Cabe senalar que se€ forma.n 1.8 moles de: écido 1éctice por:
mod de glueosa comrertida, 10 cual sugiere que son formados pIo
rductos ﬁiferentes a1 Zeido léct:.ce. - |
Algunos au'tores encuen‘bran q_ue un.- :Eacto:c de’berminan%e qp.e Ce

yuede in.fluir en el man‘tenimiento de 1a relacié’n de productos,

Hive . en 1z aetivacién de la deshidrogenasa 1éc ica. (Witten‘berg
¥ Ang,elo,l?lo) Hiveles% bajos de vesta- enzima favorecen da ior-

= "‘6n~éﬂ Zoido acktico ¥ neaatiyame;l.'tg sob::e la oxidacién de L
écido lé.c‘tico(Isondon,‘lQGS) En la Figs: 3=1 se describe unz ‘en-' |
zima que ;}uega un yape‘l muy importante en ia "via 1éctica homo-'
fermentativa, a saber; la fructosa difosfato gldolasa. '

Lag bacterias heteroi’emen*bativas { “Leuconostoc, algunas

eSPEcies de Lactobac 1lus ¥ ;Biﬁ;dobact_g:,:igm )} entre otros, me}_a.

bolizan el azfcar a través de dos vias parecidas a la trayecto
ria de tas pentosas conocida como Warburg-Dickens o hexosa mo-

nofosfato ( HMF), e incluso se consideran como ramificaciones
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de esta via. A la wia hetero:fermantatlva se le conoce como. viad

de la pentosa fosfocetolasa Y hexosa fosfocetolasa. La via de

la p.entosa fosfocetelasa puede utf-‘f'nf}zar tanto hexosas como pen.
+tosa como. a.zticares segun se ve en la Fig, 3~2. En ella 8e obser;

vd que la u‘tslla.zam.én de las pentcsas s¢ 1leva a expensas de

ATP por medio de una fosfotransfemsa pues este grupo hacteria R

no carece de la 'I:ra:neetolasa de 1a via HI*EF - La fosfocetola.sa '
- interviene en esta wia hidrolizando @ la D-Xilulosa 5P a g1152
raldehido 3P y acetil fosfato. Esta reacciln requiere tiamifa

_pirofosfato y »‘fésfbrbfi‘:norgéﬁiéc; Ta acci&n de 1a enzima Fosfo
2+

" cetolasa es dependlen'be de TPy Mg » €8 estimulada por com- o '

: puestos SE, y es- irreversibla. BL género Beuconostoc,es el

" _-.Agl‘-upo baC'uEI‘i'anO @e posee es‘ba. vig donde los produc’bos' :Eina;'-«

'les de fermentacién son e:banol.,‘ C_Q,z ¥y icido 1éc'bico (Deley,
1962)
La. via hexosa fosfocetolasa tipica de Lactobacillus bifi—

~dus se mues‘bra en la ‘Rigt B3, Estce microorga.nismos ca:recen
. de las enzimas fructosa difosfato aldolasa ¥ glucosa 6P des-
;nmrog__enagag,_l ‘por 16 %anto no pueden seguir la via EMP __zxi, la
via EMF., Al igual que en la trayectoria de la pentosa fosfo-
cetolasa, en esta via la ‘en'zfi'ma clave es la fas’fﬁo"*e‘éa}s&sav, la
cual es dependiena.e de ‘J.PB ¥ Mgz ¥ tiene como sustra‘f;o es=
pecﬁico a la D~ Xilulosa 52.

En este esquema la enzima Tompe ia fruc'bosa 6P a eritro
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sa 4P y acetil fosfato. Posteriormente, la eritrosa 4P es fi
nalmente hidrolizada a gliceraldehido 3P y acetil fosfatc. En

~esta via 1o se libera 00, ¥ el metabolito predominante es el
dcido acético.

Desde el punto de vista de formacién de ATP; la via de la
ipsfogetglgsa ge comporta similarmente a la via FMF. La pro-
duceidn neta es de una mol de ATP. | o |

En general, las dos vias de la fosfocetolass, son desde
€1 puunte. de vista aéneg_éiﬁicu, menos eficientes que la fermen-.
taci6n homoléctica, pues en esta via se obtienen dos moles

de ATP Por mol de hexosa consumida.

UB0S DEL AGLPO TACIICO

Los usos del dcido 1dctico son mumerosos, tanto en la
_alimentacién como ‘en 1las fermentaciones, fabricacién de pro=
ductos ,faimagéﬁicos y.‘ "ciehfb’:co’:xde: la ’?izidustria‘~q.11fm‘ica;‘ Se em
plea la calidad comestible en confiteria y fabricacién de ex
tractos, escencias y zumos de frutas, limonadas, jarabes ¥ o
4ros productos. Tamﬁiéh~5$ 9ﬁP1ea'en el curado de la carne ¥

en las conservas de pescado y vegetales.

En las coles dcidas actua come preservativo de la putre-

faceién, Se emplea también para acidular los extractos de mgl
ta en la manufactura de cerveza, para ajustar la acidéz de la

salmuera de las aceitunas, en la fabricacién de bebidas efer
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vescentes, gé emplea tampién en el proceso inaustrial ge ia

produceidn ae provexns unic'emlar para 1AiDIT el -‘ci!ééﬂiniiexi'-’” .
4o de las bacterias del écido but;frico {Prescott ¥ Dunn,1962)’
Denxro de ;a lnduStria aulm;ca,se emplea en eL teﬁido ae
t9185 ¥ otros textiles, 6omo mordientes en el estampado de la
.lan,a;, en la preparacién de -euzezea, en el curﬁdo vegetal y co
'tmo‘funﬁén%e'en,las‘pastaé»dé soldar. |
Tambiénulos lactatos tienen usos importantes., El lactate
célcico se emplea en los polvos de reposteria, en la panifica

-Ciﬁn ¥ en—PrOductos farmacéutzcos* El lactato de hierro se em{

' _plea en.farmacia, el lactato sédleo para. ayuéar a retener 1a _

 humedad en algunosrproductos como el tabaco.

Bor otro ladoy algunos derivados del £cido 1£etico tam--:
blen sonkde gran importancia ( Tahla 3‘3)0
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glucosa
1 _—~ATP

ADBe~{"
glucosa=6-fosfato

fructosa-6-fosfato

aope | o
fructosa=-l,6 difosfato

dihidrﬁoxi‘ac/‘e?brona —————

APPw 1 -
3-fosfoglicerato

2-fosfoglicerato

fosfoenolpiruvato

NADH 4 HT B T
Ac. ldetico ¢— ‘/} ———— %c. pirdvico

napt

Fig. 3-1 Formacidn de dcido ldctico por bacterias ldeticas
homofermentativas.
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Xilulosa » Ribosa ~ Arabinosa

; ' | Tsomerasa
szoBa 5 - _

igomerasa -

P*E mivdlosa 5P

e Epimerase

Ribuloss 5P

R:Lbulosa” 5P i Epinerasa

- Epimerasa B

Gl:.ceralaemao 32

1

Ac.. pirzivico

‘ NADH_-&-. H+,_ ] -
o »nan*

Ac ;Lsa:ca;ic:@

E':I.g. 3=2 Heterofementacid’n de Bae‘&erlas Iséct:.cas por la via de la
Pentosa ?osfocetolasa..



Glucosa

Glucosa 6P

?mlcibos& (534

FOSFOGETOLASA,;TPP, Pi

“Eritross 4P

Acetil P
| Trancetolasa

xm[:losa. 5p

FOSPOCETOLASA,TPP,Pi

rost L gliceraldehids 3P

Zc. 1ldctico

E—

Pig. 3~3 Vie de ls Hexosa Posfocetolase segulda poT bacterias con

fermentacidn heteroldetica.(Género Bifidobacte dum)




- “Fable-g-1 AMINOACIDOS ESCENCIALES PARA GULTIVOS PUROS DE
ALGUNAS BACTERIAS LACTICAS:

MICROORGANISMO NUMERQC DE AMINOA- FUENTE NATURAL.

HOMOFERMENTATIVOS

Lactobacilluss

acidophilus & lecte
casei ; 8 ’ :  lecke
~ delbrueckii - 14 leche

leichmanii 11 lechs

Streptococcuss

bovis - ‘ : 0-3 o sisterma digestivo de
: - rumiantes..

crernoris : s lecke

‘lactis _ 7 : - legre

 HETEROFERMENTATIVOS:

Lactobacilluss K - - - , o

buchneri_ ‘ 13 leche,ensilados, heces
o . - humanas y bovings.
brevis - 15 leche, col agria.

fgr‘mentgn 12 lechs

Lieuconostos:

dextranicum 3-8 leche, vegetales fer-

a ' mentados.

mesenteroides 45 soluciones ds azfear,
- leche, fratas, vegeiales,

Laskmg y Lechavalier.1974



ToYe gamsmo

Streptococcus bovis:

S. thermophillus

S. cremaoris .

_ Ledconggtocmesenter‘mdes

' L ,déxt:'r":’a'ﬁicum :

o paramesenter*mdes

L.cremoris

Lactobacillus lactis

. L. bulgaricis

L. jensinit

L. plantarum

L ’br*ems

4

¥

T

+ o

- o

-

i
i

éi«.

+

+

+ o+ o+ F

&%

Sachanan v Gibbon 1574



Tabla 8-3. DERIVADOS DEL_ AGIDO LAG TIGO Y S JS USOS

DERIVADOS _  FORMJLA Uso__
Lactato de antimonio (CH CHOHCOO) Sb como mordiente en
A » 8 8 tintoreria.,
Lactato de calcio : (GH CHOHCOO) Ca.5H O calcioterapia .
8 2 2 7 '
Lactato de cobre _ (CH CHOHCOO) C4.84 O bafios galvénicas.
T - R SN - ok T
- Lactato de nierro . (GH ""HOHCOO) I e‘SH o tratamiento d=> 1a
) 3 2 2 o anemia. -
Lactato de sodio COH‘: CHOHCOONa . plastificante y hu—
. , 3 _ ‘ mectante.
- Lactato de estroncio (CH CHOHCOOY Sr.8H O productos farmacéu
) B ’ : 3 -2 2 : ticos.
L actato de n-butilo CH CHOHCOO(GH 3 CH disolvente para lacas
' : 3 28 8 v
Lactato de etilo : CH CHOHCOOCH CH disolvente y lubricante
‘ | 2 3 S :
Lactato de metilo - GH uHOHCOOGH producte intermedio
: a8 a . : . indJstrial.

Prescott v Dunn, 1962 B — —



h_________STIERCOL -

DFINICION .- 11 estiércol es el producto que se obtiene de

la ‘,I?iernx‘entatciﬁn anaerébica ,j que se lleva a cabo en el intesti
no, de los residucs alimenticios no il izados por el ‘rum‘ian'-\.
te ( Hungate,1966). | , :
PRODUCCION DE ESTIERCOL D& BOVINO =N MBEXICO, Bl estiércol de

bovino es un residuoc agropecuarioc abundante pues se estima que
en México existen 30 millones de cabezas de ganado que en pro

medio producen 55 ~1ﬁiIlo‘ne"s de Kg. de estiéreol diario ak‘razéﬁ

de 2 Kg/ die/animal, lo cual representa una produceién anual -
de 20,44 millones de toneladas 5 siendo esta cifra la que co=-
loca al estiérccl entre los subproduc'f;os orgénicos de mayor vo
Ifmen,

_COMPOSICION QUINICA DEL ESTIBRCOL DE BOVINO. Es obvio que 1=

rl'é'om;p osicién del ~és'*t*ié'r{c°'1= esta influenciada por varios facto—
zes, siendo el principel el %ipo de la racifn y su digestibi-
_1idad_, ..otrés ,facfi:'ér.es que la afectan son 14 edad del ganado ¥
el estado general del animal.

La 'compbs:tciai quimica del estiéreol encontrada por va-=-
rios autores fué recolectada por Albin (1971) ¥ se reproduce
en la Tabla 3=4, donde se muestra que la mdxima cantidad de
protefna ( N X 6.25 ) corregida por la humedad es de ‘1,9‘.,596
¥ la ninima es de 1.87%.

Recientemente Rhodes y Orton (1974) mencionan algunas ¢z
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racterfsticas del estiéreol, como la de gue el nitrégenc se
encuentra soluble en un 70%, del cual el 20% esta en forma -
de protefna ¥ el 30% en forma de urea y amgn,iéjcq;‘ Ia protei
‘na estd représentada por células vivas teniende &stas capa-
cidad de sintetizar pré;)‘bE'.‘i‘;na“; microbiéna a partir de uma

 fuente de nitrégeno no pzo:*,béjico (urea u otros compuestos).
MICROFLORA DEL ESTIFRCOL, No han sido plenamente identifics
dos m).s, gzupo‘s ‘bacterianos gue cOnsﬁituyén al estiéreol pe .
To, pruebas parciales de identificacién ‘g,eﬁala;n ig presen~
cia de cocos y bacilos Gram + asi .camo;u'iia ,graﬁ, centidad ds
levaduras. ’

USOS DEL_ESTIERCOL,

 El uso pricipal de este desperdicio es el gus se le da
vicomo; abono para la agricultura.Sin embargo, actual‘mfen{b_e se
_ ba estado utilizando en la produccién de gas metano( Varel
et al.,1977;Robbins et =1.,1979;Pipyn “Vy V‘eﬁ.stz:é.éte_ »1981).

Tenbién se ba estado utilizando como inculo de fermenteeién

en la produccién de alimentos forrajeros (Pérez-favilan y

Viniegra-Gonzdlez,1976)
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‘Tabla 8-4 CARACTERISTICAS QUIMICAS DEL. ESTIERCOL. DE BOVINOS.

peso de los animales
I o)}

.%‘ -

- Humedad

Nitrogeno en

por clento

Fdsforo en

por ciento

Potasio en

432

ATBiA, 1970

68

68
liquido

B8O |

‘85

1.0
0.9

0.24-0.6
0.7

0.5

018

0.09-0.25

0.2

por ,cier;!:’c._ '
0.54
.44

0.14-0.28




IV.HATERTAL Y METODOS.

Hedios de Cultivo.

‘ Ia composicidn de lds ﬁeﬁios de culsivo se :maica. en lss

Tablas 4-1 y 4-2. La fuente de nitrdsenc en un caso es protel

ca (Medio I ), ¥ en el oirc es inorgénics (Medio II).En ambos
medios se mantiene uwna relacién G/NF = 4.

Todosg los reactives n‘&»ilizédoé son J.T. Baker;excepto la
peptona (Bioxon) y las viteminas (Viterra Plus y Calanda).

Las viteminas se preparsron disclviendo uns cédpsula de vi
"'Eaminas Calanda y otra de Viterra Plus, en 25 mi. de agﬁé des
%ilada con agitacién duran:be 5 min.(en vortex Genie,modelo
E=550). Enseguiaa gé centz-:.fugaron a 1000 rpn(en eentrifuge.

_’Sol-Bat) durante 5 min., y se afadid l ml de gobrenadante por

cada 100 ml. tl,e medio pre,p_aragio,

Anortiguatores

' De acuerdo & Ia regidn de pH estudiada, se afiadid al me-
dio de cultivo, una cantida& equivalente a 0.25 M de deido
suceinico (entre 4 y 5.5);FPosfate monosddico (entre 6 ¥ 7.5)3

Bris(enatre 8 y 8.5) y Glicina (9.0)

Indculo

Loz indoulos consistieron de 10 g de estiércol provenien—~

te de vacas ‘la,ch‘e:c'as Holétein;,aiimenta&as con una dieta de ma

{7z y pastura la cual fué vaerisda durante todo el tiempo que

duré este trabajo, por cads 100 ml de medio de cultivo, ino-
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culados en condiciones no estériles.

EFECTO DE pH Y FUENTZ NITROGENADA.

| LOS'matraces &on los dzferentes medios (I y II) se aguata
ron & aiferentes valores de YH entre 4y9a 1ntervalos de
0.5 unldades de pH. E1 ajuste se hizo adicionando NaOH 3N &
Hcl 3N. ' '

EFEG.TO» DE VITAMINAS.

Después de encontrar el pH Sptimo pare cade fuente de ni-
tr&g_;enc;, los matraces con los diferentes medios @e ajustaron
al pH Sptino encontrado y se suprimieron las vitaminas. Se Hi
‘eieron controles los cuales llevaron ¥odos los eompdnantes*&é

los medios.

EFE0T0 DE 002

Los'matraces conAlos diferentes medios ge ajustaron a su
- pH 6ptimo respectivo, ae lés sunrimieron las viteminas y al
. momento de incubar no se les burbujed C0». Se hicieron contro
les los cuales llevaron todos 105‘cdmponsﬁtes\dg»losimeﬁios,

¥ adends se les burbujeé COp &l momento de incubar.

ERZCTO DE PEMPRRATURA.

Log matraces con los diferentes medios se ajustaron a su |
pH‘Gptimo:respactivbly‘sevin¢Ubaron a diferentes temperaturas
_ L 0 RS . |
aue fueron‘dEB&ev30:a.55°C‘afintervalos de 5°Gs
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En todos los casos, la méxima fluctuacién de temperatura
fué de * 1°C para un perfodo de 24 horas.Da temperatura de in
cubacidn fué de 37°C. AL momento de incubar y cusndo se tome-
- ron las muestras se bt’tz-}mjieﬁ -‘C’OLZ,. Ias ﬁuésﬁtzﬁs& fueron “tbn;adas
‘& las 0, 5, 11, 25, 35 ¥ 48 horas a partir de la inoculacidén.
Ta ggi:rtj;aci;dn mecénica se llevé a cabo a 200 rpm é._ziroximadameg

tes

EXAMEN CUALITATIVO CELULAR.

Se tomaron nuestress al inicio y final de cada experimento.
De estas muestras se praperarsn £rotis y se hizo coloracido

de Gram y se hicieron observaciones al microscopio.

CUANTIPICACTON DE TAS MUESTRAS.

Los »proauﬁstos de fermentacidn fueron clﬁl'antificé.&oé. por .
'aromatﬁgraﬁé de gases a los tiempos asign‘ados variando ls
tdenice de Cottyn y Bougue (1 OSV} gue consiste sn trabtar 5 mi -
de la muestra con Q.6 wl de ung mezela de deido fosfdrico con
centrado y dcido férmico al 25% en proporcidn 33l. 4 continus
¢idn las muestras se agitan y se centrifugsn & 4000 rpm dursn
' te una hora y me conservan tapadas entre 3 y 4°C hasta el mo-
mento de su lectura.

Para la determinacidn de alcohol y #cidos grasos voldtiles
se toman 3 microlitros directamente de la muestra para la ixie
yeccidn al cromatdégrafo. | |

Para le determinacidn de deido 1lfctico y dcido succinico,

ge prepararon los estdndares junto con lag muestras de la si-
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-guienxe maneras: y
A un ml de la muestra se le mgregan 0 6 ml de deido sul=
firico el 56% V/V ¥ 3 ml de metanol absoluto. Enseguida 1a

'_ muestra se dncuba duranﬁe una hora -3 55 G (Termc agltador

-Haake 312}. :

‘ o mranscurrido el tlempo delagitacidn, se deaan.enfrlar ¥
‘se les agrega wa wl de agua destilada y se sgite en vértex
duranté‘unxmiﬁuto, Enseguida ge les adiciona un ml 4¢ cloro-
formo y se agita de nuevo en vértex durante un.mznuto. Se de

Jan separar dos faaes. Sé toma de la fage clorofﬁrmica ( 3

fmic;g;itrog) para.la*inyéCGién 8l cromatdgrafo‘

 GHOMATOGRARTA DE GASES

En %b&oé'*ﬁs'éaBOS‘SE ﬁidi5*p6r.cﬁdméﬁ6grafia‘&a,gases”fVé—~
;r1&n,1490), alcohol, decidos . grasos voldtiles (AGV'S), ﬁczda

léctico v deido succfnlco empleando une, columna de acero g

noxidable de 1.60 metros, empacada.con-Cromosp:b‘ﬂ 60/80 ¥

Qo A%

" ‘como Tase esnacibnaria. cido fosfdrico a&;z%ﬁy“tﬁéeatzuwg;;fg,p

:.La fage mévil fué.nltrégenOa EL ﬂétéctbr émpleaﬁé'fug‘elfde
ionlzacidn ae flama. La cuantificacidn se hizo en . un,integra
_dor digital (Varisn CDS 111).

' Las condiciones de cromatograffa para alcdhol ¥ éc;dos'
gragos voldtiles ﬁueron;.Temperaiura\inlc;gl,ao»cvvariadauen
una proporcidn de quﬁ_pezumiguﬁa@’ngpergﬁﬁré“finalw13c°c@
Atenuacién, 3oxi0=10, - |

Las conﬂleiones de cromatografia para deido ldctico y &~

cido suéefnico fuerons Temneratﬁza.iﬁiéiél,QGQC;varia&g‘en
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i

una, proporcidn de 12 C‘/mz.n. : Temperatura final, 130 C atenua—-
c16n,4X10"9 ‘

L celibracidn se hizo por me&.o de esténdares. Todos los |

'ﬁexper:{mentos se hicieron por ‘br:.pl..cado Y se “bra‘naad con e
:error estéadard no mayor de = 5%
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MIXTOS (ES'HERGOL_)

REAGHVO

peptona;

giucosa,

' sdifato de magnesio heptahidratado

 fosFato monobisico de potasic-

clorure de sodio

vitaminas®.

1.0l

"F\/er 1a preparacion en el ciso de Medios de Gultivo dentro de Material v

Métod‘os.

TabIa 4—2 COMPOSICION BEL MEDIG DE CULTIVG 11 PARA INOCJLOS

mx*oscss-mzc.cm.)

- REAGTIVO

CANTIDAD (5/100)

sulfato de zvonio

gluod_sa

sulfato de magnesio heptahidratado

fosfato monobisico de poasio

. dloruro de sodio

vitaminas

1.4
g0
0.1
0.1




V. RESULTADOS ¥ nrscusmm

Touos los expermentos ge llez?axon & cgbo par tripl:.ca&o y se
trahajé con un error estdndard de & 5% '

EPECTO DE PUENTE RITROGENAEA

tacidn léctiea con giferentes fuentes de nitrdgeno. En ls .

Fig. 1 se muestra la cinética de la fermentacidn ldctica usan

do Tlf:‘“an%o p-ep%ozia ‘como sulfato de amonio eomo i‘ue‘nﬁés ‘nitroge=
‘maEhas 3‘“ & pH de 5 5, €l cual se- mantzene censtante. Eurante la
' femantac:ﬁn, B el?r.a Be o‘bsez-va que la ccncentrac:.én méxima
de Zeido 1detics (1.4 &%) se a_canza aproximadamente & lag 12
horas de femeﬁﬁacicin ciando la fuenf:e nitragenada eg geptona
¥y & 1as 24 horas de fermentaexﬂn cuando‘ la fuente ni*bragena—

de es sulfai:o de amonio ¥ _gze é’s‘be es el xfzzico pro&ucto obte

nido 'i:aao egtas condiciones. En la Figur& 2 se muestra 1a ol=
“nétiecs de 1a 'F‘ermen‘aciﬁn 19?@*!:19& usan&o tanto pepi:o ‘‘‘‘
sulfata de amonio como fuentes de n::brdgenc y & ;pH o eonstan

- te de 6.5. Ea ﬂsz:a; gréfica se observa que cuando el pH no se

controla durente la fermentacidn se obtiene una mezcla de pro

ductos como son el deido ldotico,etancl,dcido acético ¥ Aeido
propidnico. Aﬁeﬁés*; lds niveles alcanzados de deido lfetico

B0 BEROTEs que sn &l eas86 donde el e se maniiene éonsr:anvs,
Los resultedos mostrados en eptas Figuras, son gimilares

& los reportsdoe por :Mthony@(isf?@-) y Pérez-Gavilan y Vinie-

gra-Gonzdlez, (1976). Ellos trabajaron con forrajes fermenta—
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ﬁﬁs‘COhydiferentés»fuentes de nitrégeno y sin control dé~pH;

. Encontraron que, cuando utlllzaban ureg Comno fuente de nitrd;

geno predomznaba el etanol écido. acétlco ¥ écldo propl&nlco,.T

- por el contrario, cuan&o utilizaban proteina laafermentaelén
era ldctica, | |
) Shidatet al.,1975, Eemostraron que la. com9331cldn del me~
ﬂio ¥ 1a su_lementacidn con nuxrlentes influye. notablemente

\sobrEvla fase de retardo ae 1a curva de crecimiento bacterla‘
no, Seﬁalanqque cuando el medio de cultive es adicionado de
protefna, la fase de.retardo de la curva de creelmiento bac—
neriano Be reduce ¥ cuando‘el medio es adicionddo de sulfa—ﬂ

to de amonio 1a fase ae retardo es mayor. Eate efecto de la

h ecmposicidn del medio de eultivo se yuede apreciar ‘claremen—
bAte en las Elguras 1, 2 6 ¥y 7‘ |

o - Una posible explicacidn de estos resultados podria ‘Bely él
’hecho de que, cnando & un(mieroorganlsmo 1o poriemos en un me

ﬂio Tico (Medio I)g éste ya ne tiene que\alntetizar sus nu-

Aurientes (aminoécidcs) nuesto aue e proteina.se Yos esta.proi,

aucirse y'crecer para posterlormente producir el écldo léctm-g
©0, lo que se traduce en;una.fase‘&anretagdg»més‘cgrta. Por
©1 contrario, cuando ¢l medio de cultive es mfnime (Medio IT),
el mlcroorganismo tiene que - empezar a fabricar sus amrnoéc1~
&os para su reproduccldn‘y erecimiento, por—lo tanto, la con

centracidn méxima de dcido 1detico se alcanzaré en un tiempo

mds largo.'
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EFECTO DE pH Y PUENTE NITROGENADA.

Fn la Figure 3 se muestra el perfil de pH de una fermen—
tacidn de glucosa con peptona como fuente de nitrégeno.Los
productos se midieron :a lag 35 hor'a's de ff‘ementaéicfﬁ. Se ob—
gserva que & valores bajos de pH el p:coducto metabdlico princi-~
,pal es el etanol ¥, & medida que el valor de pH es mayor; el

- producto ;przincipajlﬁ 88 &l deido 1dctico. La concentracidn md-
xima de deido 14etico (2.2 g#) se alcanza a valores de pH
francamen‘be glcalinos. |

En la Figura 4 se muestra el perfil de pH de la fermenta—~
¢idn de glucosa con sulfato de amonio como fuente nitrogenada.

_Como. en_el caso_anterior los productos sé midieron a lasg 35
horas de fermentacidn. En ella se observa que el etanol apa=
Tece en forma 51gnzficativa a valores de pH ‘bajos cuando se
emplea nitrégeno inorgdnico, y el nivel méximp alcanzado es
mayor que cusndo se empl'ea f-p’epton‘a como fuente ;n“n.t:r:ogenada, 31

_ so dcnd,e, gg¢ empleéa pepfona como fue ni ovmaaa. : ;omm
_ " Bxisten muchas evidencisas de que el tipo de fuente nitroge-
neda es un factor limitante para la fermentacidn ldetica. Por
ejemplo, los trabajos de Nurmikko,(1956); Bryant et al.,;(1961);
Virtenen,(1966) y Pérez-Gavilan y Viniegra-Gonzdlez,(1976), se-
fialen los cambios que sufren los patrones de fermentacién en |
el tracto digestivo de rumisntes cusndo sus dietas son adicio-
nadas de protefna. Por otro lado, Gdmez y Viniegra-Gornzdlez,
(1981); sefinlan que el pH también es un factor limitante en la

fermentacidén ldctica. Demostraron que, independientemente de
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la fuente nitrogenada, a valores de pH cercanos a la neutrali-
dad el producto prmcipal és el deido léctico. Tos resultados
mostrados en las Figuras 3 y 4, difieren a los Teportados por
Gémez;y‘Viniegra—Gonzélez, én el sentido de que, esﬁos‘auxores
- encontraron un méximo de produccidén de 4oido ldetico (1.4 gﬁﬁ'
a:pﬁ»dé‘G,S, confuna perucci6n\ﬁﬁ1é de etanol.

'Sin embargo, es interesante confirmar lo sefialado por es-
tos autores; en el sentido de que, es posible producir canti-
dades apreciables de dcido 14ctico a partir de fuentes inorga—
nicag de nitrcfgeno, 't;ales como el su.lfato de- amonio si se ma.n
| tiene el pH cercano a la neutralidad.

. ' Bxisten algunos tra‘ba;jos que tratan de explica.r la depen—
dencia metabdlica del pH. Por ejemplo, Neuberg y Hirsch., (19l9)
¥y por ofro lado Neish y Blackwood,(1951), encontraron que la
) fermentaciﬁn.alcdhélica-sefqui£i¢ﬁpa;a_diferenxes'valdrgg:de
pH. Observaron que la concéntracidn de alcohol disminuia a me
dida que el valor de pH se elévaba. Roger y Wittier,(1928), e&
contraron que, 2 medida que 1a concentracidn dé hidfogeniones
en el medio sumentaba, la fermentacidn se hacfa mds lenta.Se-
#alaron qué este efecto gse debia fundamentalmente a los dei -
dos no disoeciados, ya que'eétéé:puedenzsérlfécilmente'inter—
‘calados dentro de las estructuras lipfdicas de la menbrana, ¥
de esta manera inhiben el transporte o asimilacidn de nutrien
tes, Wang et al.,1980, estudiamndo el efecto de pKa del deido
acético demostraron que cuando el pH esta por debajo del TKa
del deido, é&ste inhibe o0 retarda la fermentacidn acética ¥ que,

por el contrario, cusndo el pH esta por encima del pKa del &-
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cido, el efecto inhibitorio se Teduce chx;s,ide-ra’oiem‘ente, es
decir, que de esta forma no se presenta el fendmeno de inhi-—
‘bicidn por producto final. | _

Este efecto de la disociamcién de los dcidos se ?}ledie ob-
servar en las Plguras 3 y 4. A valores de pH mayores gl pEa
(pKa del deido ldetico es de 4.86), éste se encuentra diso-
cisdo por lo que el fendmeno de inhibicién por producto final
n’b es sigaificativo. \G'ompi'emenﬁéh&o este ”ﬁos‘iﬁiév ‘explic‘acié‘n‘:
Bse podr:{a. decir que, cuzndo el écido ge encuentra en su for-
ma no disociada puede penetra:r a la ¢élula y alterar ei pH
fisiolégico de ésta, causandole posiblemente la muerte. ’

EFZCTO DE TEMPERATURA Y FUENTE NITROGENADA.

_En la Figura 5 se muestrs el perfil de temperatura de ls
fermentacisn ldctice usando tanto peptona como sulfato de a—
monio cbm‘o: fuentes de %hitrﬁigeﬁo‘.. Se puede observar claramen—
te ‘Que la fémantaei&'n 1dctica alcanza niveles de concentra-
cidn hasta de 2.2 g#, en el medio que contiene peptona coms .
fuente de nitrégenoc.La ~c6ﬁCen1ivraci6A: ndxima de écido ié‘c:tica
cuando 1g Ffuente nitrogenada es sulfato de amondio, es de
. 5 g% Ademés se o‘bserva que en presencia de peptons, gl i-
néculo es nds tolerante a temperaturas relat-m‘vamente altas
b4 el nivel de produccidn de deido ldetico es casi constante.
e el intervalo de 34-45° 8in una caidd brusce en la forma-
cidn del metabolito. En cambio, cuands ¢l medio ‘contiene sul
fato de amonio como fuente nitrogenada, el intervalo en el
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que se alcanza la produccidén mds alta es mds corto; con una
caida brusca después de los 35%. 4 55°C en el medioc I hay
una disminucidn de eproximadamente 25% de dcido ldotico, ea
canbio, en el medio IT & esta temperatura es de mds de 60%.
 E£iS§an algunas~tgdrias‘queJe;plicanréliefecta.&e:layﬁgg‘

heratararenzla~es%ruc%ufz-yimeﬁaialismbwcelular@_Es-evi&éﬁte

que la actividad celular depende de su temperatura
: fa;gge:Iaftemﬁéfatnra»diﬁaplasméticaues»igﬁai'a_Igwtempezazg,
ra externa. ﬁe'lb'antgribrbpqiemﬁéfiééiﬁi Qﬁegﬁbiificéeiones
‘& 1a temperatura embiental tendren repercusiones en la célu-
la. Por ejemplo, los %féhaﬁds hechos por ingrahamqflgsé)*Ié
' nnis@(1975§'y.]j;ch,(1975) entre otros, seﬁalan 1a marcada
'impdrtéﬂéi@‘Qﬁe'ylgne la_tempe:ag“i”
metabolisms da'los»mierbdﬁgaaiémos, Demiestran gue la fempe=
raxura de crecimienta influye notahlemente en la sfnt931s &e '
proﬁaina, aetivida& enzimética ¥ en‘los compqnentas estruu-
turalea de la pared.celular.» o : ,
Por otro Laﬁo,Buchanan ¥ Gihbon,(1974) gefiglan que lag
bacterias_léctlcasvneeesitan a1gunnsvaminoéci&es,espeqiﬁicgﬂ

sobre el ereczmiento T

para su crecimiento y esta necesidad aumenta con el dumento

de‘ﬁéﬁperatﬁraf ya que; a'temperatu:as.elevaaasuaisminﬂyefia'
estabilidad del materisl genético (Zeikus gt 21.,1970; Zei- -
kus,1979) . Es probable que estos efectos puedan reducirse en

prescncias de pépbonz.
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EFECTO DE VITAMINAS Y FUENTE NITROGENADA.

En la Figura 6 ‘e muestran 108 'éxperi;méﬁtos en pfeSencia ,
¥ ausenc:.a de i’actores de creeim:.ento en los meaa.os Iy 1.
~ S¢ obgerva que en el medio IT eg necess.r:.a 1a presencia de-
va.—taminas, ¥a que la vausencla de éstas influye notoriamente
en la produccién de decido 1éctico. Sin embargo en el medio T
7Y ausenc:.a de v:.tamn.nas no tiene efecto s:.gm.fiea‘t::.vo en 'béz:
mings de produccidn méxima de deido 1detico, pero si i_nfluye.
‘en el aspecto cinético, ya que en presencia de vitsminas la
produccidn méxima de dcido ldetico se aleanza en menor ‘tiempo.

Actualmente, ‘iiva Unica bacteria ldctica que se conoce que

puede crecer con sulfato de amonio, como fuente de nitrégeno

- esy es.frggﬂ;bc-occ‘ug bovis (Niven st &1.,1948). Por otro lado
Buchanen ¥ G’"i‘fﬁbc;n,l«gq.o_,-,rséﬁaia;n que las bacterias ldecticas,
edends de necesiter la presencia de mminofcidos en €1 medio
de cﬁltivé; es necesario. aaiciona:z- factores de erecimiento.
‘Esto no. es necesario para, el caso de cultivos mixt@q- com

se puede apreciar en la Figura 6, donde se muestra una. produ-
ceidn significativa de deido 14ctico en augencia de vitaminse
en ¢l medio de cultivo éue contiene p’ejp‘tona como fuente ni=
trog ena&a. Esto gse debe, & que, las bacterias ldcticas en aim
biosis pueder proporcicnarse diversos requerimentos nutricio—

nales bdsicos,como las viteminas (Nurmikk0,1956).
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EFECT0 DE COp Y FUENTE NITROGENADA.

&. la Eiguﬁa 7 se muestran los experimentos en pr&sendi&
¥ smsencia \,achz en los medios Ty II. Se observa que Iz au-
seneia de C0y no tiene efecto significativo, en el nivel de
deido ldctico &lcanzado, en ninguno de los dos casos, pero si
en £érminos de cindtica cuando la fuan'be nitrogenade es pepto~
na,}'a aue el nivel mdximo de deido 1detico se obtiene hasta -
las 24 horas de fermentacidn, Io cual sugiere que la sugencia
de GO, en ‘,e.stb.e; caso influye sobre la faée, de retardo de la
cix':'?‘azwae- cracinﬁient-o de los micrc’:or‘gani’smés—.

EXAMEN CUALTTATIVO CELULAR.

Se estudié microscépicamente (coloracién de Gram)la micro
flora 8l inicie y 2l final de la fermenbacidén durente todo el
tiempo que durd esta investigacidn. A1 inicio de la fermenta~

rc‘éﬁ Ia micre"lgra es muy heterogénea, encontrendose :prmc:. -

_ palmenta gran ce:ati&ad de cocos Gram +, e.lgtmos Gram -3 leva

durss abundantes y muy pocos bacilos Gram +. Al finsl de la
fementacidn 1= microflora se hace més homogénes, encontran—
dose en su mayorfa bacterias cocoia.gss.‘ Pruecbas parcialesg de
:ide.ntifidaci&z taxondmica indican que son bacterias ldcticas
(Parmilia Lactobacillacese).
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 VI. CONCLUSIONES.

En bese a los resultados expuestos, po,demds sefialar que:
‘8)e La fémeﬁf;aci&n alcohdlica se ileva a cabo & valores de.
i écido:a mdengndientemente del tipo de fuente n:.trogenada.

' "n) I.a femen%;acién homoléct:l.ca ge lleva & cabo e valores de

PH cercanos a la neutrallﬁad mdepenaientemen‘be del tipo de

fuente nitrogena&a.

c) A tempere:turas altas ¥y a va.lores de pH cercanos a la neu-
"tralz.dad la farmentac:.én léct:.ca 8010 es posﬂ)le si la. fuen

| 'a;e m.trogenada e8 proteica.

a) La fermentaclén lécta.ca a valores de pH cereanios a 1a

' Zle@r’ﬁl:‘allﬂad es :inde;pendlen_’oe de los factores de crecimiento

st 1:73,\ fuente .n'zi%fagenaaa' es: gg‘zi"oji'&eica.a

e) La fementac::.cfn léctzca a valores de pH cercanos a la neu.
i:ral:.dad ¥ & 35 C, depen&e de 1os factores de crec;miento si

la fuente nitrogenada gsg morgdn:.ca. »

‘ Pcir‘ 1o %am”-;-d se puede establecer,que es posible proéducir
: éc:.do laict:.co a part:.r de fuentes inergdnicas de n:.tr6geno
suplementado con ‘sritaminas ¥y el pH ee*rcano a la neutralz.dad,

' ut:.la.zando al est:.ércol cono iné'culo'
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Flg.ﬁ Fermentaclon de glucosa conﬂdlferenten fuentes de ni-
trdgeno ¢n auser01a ¥y presencia de factores d' creci—
miento.

I ¥y II con Pentcm-x, IT sin factores de crecimicnio.
IIT ¥ IV con Suifato de snoniog IV sin fnctores de
credimientés. R
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