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METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS DE UNA BACTERIA LACTICA
AISLADA DEL POZOL

RESUMEN

Se profundizd en el conocimiento del metabolismo de las bacterias lacticas
del pozol, que es una bebida 4cida que se obtiene de la fermentacion espontanea
de masa de malz nixtamalizado, a partir del estudio del metabolismo de fos
principales carbohidratos solubles presentes en el maiz nixtamalizado (glucosa,
fructosa, maltosa y sacarosa, por una bacleria lactica que predomina al inicio de la

fermentacion del pozal (Leuconostoc Pz 12).

Se realizaron fermentaciones en un medio liquido definido bajo condiciones
microaetrofllicas con sacarosa, glucosa, glucosa+fructosa y sacarosa+fructosa. Se
obhservd una mayor velocidad especifica de crecimiento en sacarosa que en los
demds carbohidratos. En fa fermentacion de sacarosa, {Leuconostoc sp. Pz 12
consumio inmediatamente la glucosa y utilizo parte de la fructosa como aceptor de
electrones y parte como donador de electrones, sin agotarta. Los productos de su
metaholismo fueron: acido factico, acido acético, etanol y manitol. En un medio
con una mezcla de giucosa y fructosa utilizd preferenciaimente la glucosa sobre la
fructosa, sin agotar éste Gltimo azticar. En un medio con sacarosa+fructosa no

aumento la proporcion de fructosa a utilizarse como aceptor de electrones.

Se demostré que existe un efecto de la presencia del oxigeno en la
fermentacidn de sacarosa, similar al que se ha reportado para la fermentacion de
glucosa: en condiciones anaerdbicas se produjeron 1.5 moles de acido lactico, 1.4
moles de etanol, 0.2 moles de manitol y 0.2 moles de 4cido acético a partir de 1
mol de sacarosa; en condiciones aerobicas se alcanzé la misma concentracion de
acido lactico, y una mayor concentracion de acido acético (1.8 moles), a expensas
de ia de etanol (0.3 moles) y ne se detectd manitol.



Se establecio entonces la importancia de la presencia de sacarosa para la
acidificacion eficiente de la masa de nixtamal por esta cepa y de un aceptor de
electrones (oxigeno o fructosa) para la mayor produccion de acido acético, de
impartancia en esta fermentacion por presentar mayor actividad antimicrobiana

que el acido lactico.



CAPITULO I. INTRODUCCION

El pozol es una bebida refrescante, dcida, no alcohdlica que se obtiene de
la fermentacion espontanea de masa de maiz nixtamalizado. Es de origen mayay
hasta la fecha la siguen consumiendo grupos indigenas y mestizos del sureste de
México (Ulloa, 1983).

La fermentacion es efectuada por una microbiota muy compleja, que
incluye bacterias, levaduras y hangos. De las bacterias, se han identificado a las
lacticas como un grupo importante, y se les asocia como iniciadoras de la
fermentacion; como producto de su actividad se acidifica la masa y se obtienen
algunos aromas y sabores caracteristicos del producto. Entre las hacterias lacticas
se han detectado grupos homo y heterofermentativos, siendo éstas ultimas las

predominantes al inicio de la fermentacion (Ulloa, 1983; Nuraida, 1995).

Aun cuando el principal carbohidrato de las masas de maiz nixtamalizado
es el almidon, se ha demostrado que la actividad amilolitica no es un factor
indispensable para la fermentacion de la masa, ya que las bacterias lacticas
tienen buen crecimiento y logran acidificar masas esterilizadas inoculadas ccn
cepas de bacterias lacticas sin actividad amilolitica (Wacher, 1995). Si las
bacterias lacticas no necesitan hidrolizar el almidon para desarrollarse en la masa
requieren necesariamente de otro u otros sustratos. Aln cuando la concentracion
de carbohidratos solubles es pequeiia, se piensa que puede ser suficiente para la
acidificacion de la masa o para iniciarla. Los principales carbohidratos solubles del
malz nixtamalizado son glucosa, fructosa, maltosa y sacarosa. Este ultimo, que es
el mas abundante, se encuentra en una concentracion de 0.1 a 0.4 g/100 g de
materia seca (Santillana, 1995). Es de gran importancia saber si las
concentraciones detectadas de esos carbohidratos pueden ser limitantes para el
desarrollo de las bacterias lacticas y poder determinar el tipo y la concentracién de
los metabolitos producidos a partir de cada carbohidrato.



La mayoria de los estudios del metabolismo de carbohidratos en
Leuconostoc se han realizado en giucosa o lactosa, pero existe muy poca
informacion sobre el metabolismo de sacarosa (Cogan y Jordan, 1994). Este
carbohidrato se encuentra en una variedad de alimentos vegetales fermentados
por bacterias lacticas y en especial siendo el principal carbohidrato soluble del

malz, debe determinarse su importancia en la acidificacién de las masas.

Dada !a heterogeneidad del sustrato de estudio y por ser una fermentacién
en estado semisdlido, es de esperarse la presencia de zonas con diferentes
niveles de oxigenacién que podrian afectar el tipo y la proporcion de metabolitas
producidos. Por esto se decidié evaluar el efecto de diferentes niveles de

oxigenacion en el metabolismo de los carbohidratos mencionados.



CAPITULO Il. GENERALIDADES

2.1 EL POZOL.

2.1.1 Descripcion.

El pozol, del nahuatl pozolli que significa espumoso, es una masa de maiz
fermentada moldeada en forma de bolas de diferentes fonmas y tamanos que van
de 10 a 12 cm de longitud y de 5 a 8 cm de amplitud, con un peso entre 70 y 170
g, aunque algunas pueden pesar 1 Kg o mas. El pozol es consumido por pueblos
indigenas y mestizos principalmente en estados del sureste de México como
Chiapas, Tabasco, Campeche, Yucatan, y en menor proporcian en Veracruz vy
Qaxaca.

Para su consumo, las bolas de pozol son diluidas con agua, para obtener
una bebida no homogénea de sabor acido a la que opcionalmente puede
adicionarsele sal, chile, aziicar o miel.

La bebida hecha con pozol se consume durante fas jormadas de trabajo, en
la comida, o como refresco a cualquier hora del dia. Los chamulas y facandones
consumen el pozol cuando realizan viajes largos a la selva, debido a su alto grado
de conservacion.

Esta bebida se ha utilizado desde épocas prehispanicas con fines
alimenticios, ceremoniales y medicinales por diférentes grupos indigenas como los
chontales, mayas, lacandones, tzeltales, tzotziles, tojolabales, chamulas, mames,
zoques y zapotecos (Ulloa, 1983).

21,2 Elaboracion.

Ulloa y col. (1983) indicaron que el pozol se prepara para consumo famifiar
o comercial a baja escala, segin un proceso tradicional que se ha transmitido
generacionalmente. En dicho proceso, 0.5-1 Kg de maiz, preferentemente blanco,
se desgrana y se hierve en dos litros de agua con cal (aproximadamente 10% de
Ca(OH)3) durante 1 hora o hasta que los granos se hinchen y el pericarpio pueda
desprenderse con facilidad; a estos granos frios y enjuagados con agua, se les

denomina nixtamal. Ei nixtamal se transfiere a un molino metdlico del cual se



obtiene una masa martajada a la que se le da forma esférica manualmente. Las
bolas asi formadas, se envuelven en hojas de platano para evitar la desecacion y
se fermentan de 1 a 14 dias dependiendo de las preferencias del consumidor y de
las circunstancias prevalecientes.

Cafias y col. (1993) indicaron que: 1) Existen dos tipos basicos de pozol, en
funcién de los factores sociales y culturales del productor: ladino e indigena; 2)
Que existen diferencias en el proceso de elaboracion de pozol que determinan las
caracteristicas del producto final, como son: tipo de maiz y grado de madurez, 1a
adicién de otros componentes a la masa de nixtamal, el tipo de envoltura, y la
presencia o ausencia de una segunda coccion o "reventado” de los granos de
maiz después de la nixtamalizacion. Esta Ultima es la variacion mas importante,

pues marca la diferencia entre el pozol indigena y el mestizo.

2.1.3 Microbiologia.

Ulloa (1974) estudio la sucesion de hongos y levaduras en muestras de
pozol del Estado de Tabasco. En dicho estudio se establecidé que la mayoria de
estos microorganismos presentes en los granos de maiz utilizados para preparar
el pozol, son destruidos durante el tratamiento térmico-alcalino, y que es durante
el tratamiento del nixtamal cuando ocurre la inoculacion. En las primeras horas de
la fermentacion se detectaron Geotrichum candidum, Trichosporon cutaneum y
varias especies de Candida. En pozol con superficie seca y bajo pH se detecto
Cladosponum cladosporioides o C. herbarum, Monilia sitophila, y Mucor rouxianus
o Mucor racemusus. Ademas de los mohos anteriores, se aislaron los siguientes:
Altemaria tenuis, Aspergillus flavus, Aureubasidium pullulans, Epicoccum sp.,
Fusanium sp., Penicillium claviforme, Penicillium cyclopium, Penicillum expansum,
Penicillium itaticum, Penicillium lanosoviride, Phialophora richardsiae, Rhizopus
nigricans 'y Trichoderma viride. Hansenula fabianii, Kluyveromyces fragilis y
Saccharomyces cerevisiae fueron las levaduras aisladas.

Hasta hace poco tiempo, no se habia profundizado en el estudio de las

bacterias del pozol. Bacillus cereus y Paracolobactrum aerogenoides fueron



aisladas por Salinas (1958). Ulloa y Hermrera (1972) aislaron del pozol
Agrobacterium azotophilum y Achromobacter (Alkaligenes) pozolis. Fuentes
(1974) aisla Escherichia coli var. neapolitana y Pseudomonas mexicana. Es
importante  mencionar que Salinas y Herrera (1974) aislaron  Aerobacter
aeragenes (Klebsiella pneumoniae).

Se encontro que las bacterias Agrobactenum azotophitumy Aerobacler aerogenes
(Kiebsielta pneumoniae) son fijadoras de nitrogeno (Taboada y col., 1975).

Los estudios de Silva-Villarreal (1984), Mozqueda-Gonzalez y Escamilla-
Hurtado (1988), Ramirez (1987) y Nuraida (1988) confirmacan las inferencias de
Steinkraus (1983) en el sentido de que durante las primeras horas de
fermentacion predominan fas bacterias lacticas y que son las responsables de la
produccion de &cido lactico en ese periodo de tiempo.

Nuraida y col. (1995) caracterizaron bacterias lacticas aisladas del pozol
por Owens y Wacher en 1987, y encontraron las siguientes especies:
Lactobacillus  plantarum,  Leuconostoc  mesenteroides,  Streptacoccus
(Lactococcus) laclis 'y Streptocaccus (Lactococcus) raffinolactis.  Tambien
determinaron que Leuconostoc predominaba en masas en fermentacion.

Wacher (1995) profundizé en el estudio microbiologico del pozol v
determind que las bacterias lacticas, enterobacterias, bacterias mesofilas no
lacticas (Bacillus), mohos y levaduras, son los grupos de microorganismos que
sistematicamente se encuentran en la masa de pozol recién elaborado; que la
microbiota del pozol es muy estable, y que las diferencias del proceso ladino o
mestizo y el indigena no influyen en la composicién bacteriana del pozol. En las
masas de pozol encontrd baclerias facticas homo y heterofermentativas y detecto
el predominio de las heterofermentativas. También determiné que algunas de las
bacterias lacticas caractetizadas posefan actividad amilolitica, coincidiendo con
las observaciones de Velazquez-Corona vy col. (1984).

Wacher (1995) también determiné que durante la molienda ocuire la mayor
inoculacion tanto de baclerias facticas, como de contaminantes microbianos

indeseables, Asl mismo, determind que todos los grupos microbianos presentes



en las masas recién preparadas crecen en la masa y que las bacterias lacticas y
las mesofilas no lacticas crecen mas rapidamente que los demas grupos. Sin
embargo, no observd una predominancia de las bacterias lacticas. Como algo
inesperado, no observd una inhibicion de bacterias mesdfilas no lacticas ni de
enterobacterias como resultado de la acidificacion de las masas.

Aun cuando el principal carbohidrato de las masas es el aimidon, demostro
que las bacterias lacticas no necesitan de otro microorganismo para desarrollarse
en la masa de nixtamal y que pueden crecer aln sin la capacidad de hidrolizar
almidon, por lo anterior, propone que la concentracion de carbohidratos
directamente fermentables no es limitante ¢ que las bacterias usan otro sustrato
fermentable diferente a los anteriores.

Utilizando un modelo de la fermentacion del pozol, determiné que la funcion
de las cepas de Leuconostoc mesenteroides es la acidificacion rapida en las
primeras horas de fermentacion y produccion de textura esponjosa de la masa;
Lactobacillus plantarum contribuye incrementando la acidez hasta valores altos.

Ambas bacterias produjeron un aroma frutal.

2,1.4 Cambios nutricionales, bioquimicos y sensoriales durante la
fermentacion del pozol.

Basicamente ocurren dos cambios sensoriales esenciales en la masa
durante la fermentacion del pozol, el desarrollo del sabor 4cido y de un aroma
caracteristico que dan al pozol sus propiedades refrescantes.

Inicialmente los granos de maiz tienen un pH de 5.75, éste se ve
incrementado hasta 7.5 por el tratamiento alcalino. Una vez formada ta masa,
tiene un pH de 6.8 y éste valor puede llegar hasta 3.9 en el octavo dia de
fermentacion. La humedad de la masa peimanece al 30% aproximadamente
(Ulloa, 1974).

Los estudios de Cravioto (1955), demostraron que hay un incremento en el
valor nutritivo def pozof con respecto a los granos de maiz utilizados en su

preparacion.  Se encontrd que el pozol tiene mayor contenido de niacina,



riboflavina, lisina y triptofano que el malz;, ademas, que el contenido proteico es
mayor y de mejor calidad en el pozol que en el malz. Ramirez (1987) determind
que después de 10 dias de fermentacién aumentan las concentraciones de lisina,

triptofano y niacina.

2.2 CARBOHIDRATOS DEL MAIZ Y DEL NIXTAMAL.

El principal carbohidrato del malz es el almidon (72-73%) y los
carhohidratos salubles, principalmente sacarosa, glucosa y fructosa, representan
solo del 1 al 3% del grano (Watson, 1987). Sin embargo, la concentracion de
carbohidratos fermentables seguramente disminuye durante el proceso de
nixtamalizacion debido a las pérdidas de azlcares del maiz en las aguas de
coccion y lavados. Trejo-Gonzélez y col. (1982) repartan una concentracion de
14.5 g/L. de carbohidratos totales en el nexayote (agua de coccién de nixtamal
para la produccién de tortillas). '

Santillana (1995) desarralld un métado por cromatagrafia de liquidos de
aita resolucion para cuantificar algunos carbohidratos sinples como glucosa,
sacarosa y maltosa en nixtamal y pozol. Con dicho método, establecio que la
sacarosa es el Unico carbohidrato soluble presente en la harina de nixtamal, y que
dicha concentracién se encuentra entre 0.1y 0.4 g/ 100 g de materia seca.

2.3 BACTERIAS LACTICAS.

Las bacterias lacticas son un grupo heterogéneo con un gran nimero de
géneros. Morfolégicamente son  helerogéneos pero bioguimicamente se
caraclerizan por su producto final principal: el acido lactico.

En general se aceptan dos grandes divisiones de bacterias lacticas: cepas
homofermentativas y cepas heterofermentativas. Esta division esta basada en el
porcentaje de subproductos diferentes al lactato, que se forman durante la
~ fermentacion. Ademas de la determinacion de sus productos finales, las bacterias
lacticas pueden agruparse en tres tipos de acuerdo con su equipamiento

enzimatico:



a) Homofermentativas obligadas: aquéllas que tienen fructosa-bifosfato
aldolasa pero no  glucosa-6-P-deshidrogenasa  ni  6-fosfogluconato
deshidrogenasa.

b) Heterofermentativas obligadas: tienen ambas deshidrogenasas pero no
fructosa-bifosfato aldolasa.

c) Homofermentativas facultativas: tienen las tres enzimas y son capaces
de utilizar cualquiera de las dos rutas.

En general, los géneros Pediococcus, Streptococcus (Lactocaccus) y
algunas cepas de Lactobacillus son homofermentativas, mientras que
Leuconosloc y algunas cepas de Laclobacillus son heterofermentativas.

Las bacterias lacticas homofermentativas utilizan glucosa por medio de Ila
ruta EMP para producir lactato. El piruvato sirve como aceptor final de electrones.
El rendimiento de ATP en esta fermentacion es de 2 moles de ATP/mol de
glucosa (Figura 1).

La fermentacion heterolactica es idéntica a la ruta fosfocetolasa (Figura 2),
en ella la enzima fosfocetolasa transforma la xilulosa-5-P en gliceraldehido-3-P y
acetil fosfato, el primero se metaboliza hasta 4cido lactico via piruvato y el
segundo hasta acetato (bajo la influencia de la acetatocinasa) o etanol, via acetil-
CoA y acetaldehido. El rendimiento energético es la mitad del obtenido por
homofermentacién (Doelle, 1981).

2.4 LEUCONOSTOC.

Los “Leuconostoc” conforman un grupo de bacterias que se encuentran
principalmente en vegetales y en ralces, por lo que es comdn encontrarlos en
alimentos fermentados de origen vegetal, generalmente actuando como
iniciadores de la fermentacion (Daeschel y col., 1987). AGn cuando estas bacterias
se han encontrado en leche y en ciertos productos lacteos, tienen su nicho
ecolégico en las plantas. Se dice que los tipos de Leuconostoc encontrados en
productos lacteos no se encuentran en su habitat natural. En cultivos puros, los

leuconostoc son inertes en leche, pero cuando se asocian con Lactococci y
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Figura 1. Fermentacion homolactica de la glucosa por las bacterias lacticas. a:
hexocinasa, b: fosfoglucosa isomerasa, c: fosfofructocinasa, d: fructosa-1,6-
bifosfatasa, e: fructosa bifosfato aldolasa, f: triosa fosfato isomerasa, g:
gliceraldehido  fosfalo  deshldrogenasa, h:  fosfogliceratocinasa, i
fosfogliceromutasa, j: enolasa, k: piruvatacinasa, |: fosfoenolpiruvato sintetasa y m:
lactato deshidrogenasa. Pi= fosforo inorganico (Modificade de Doelle, 1981).
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Figura 2. Fermentacion heteroldctica por las bacterias lacticas. a: hexocinasa, b: glucosa-6-
P-deshidrogenasa, ¢ gluconolactonasa, d: 6-P-gluconato deshidrogenasa, e: ribulosa-3-P-
epimerasa, f fosfocetolasa g: gliceraldehldo fosfato deshidrogenasa, h: fosfogliceratocinasa, i
fosfogliceromutasa. j enolasa, k. piruvatocinasa, | fosfoenclpiruvato sintetasa m: lactato
deshidrogenasa, n: acetato cinasa, o: fosfato acetiltransferasa, p: acetaldehido deshidrogenasa, q:
alcohol deshidrogenasa. Pi= fosforo inorganico, CoASH= coenzima A y ~CoA= forma de alta

energla de la coenzima A (Modificado de Doelle, 1981).
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algunas veces con otras bacterias laclicas, pueden fermentar el cilrato presente
en leche para producir diacetilo y otros compuestos de cuatro carbonos. Los
leuconostoc son principalmente importantes en la generacion de sabores en
alimentos lacteos fermentados (Vedamuthu, 1994).

Aun cuando Leuconostoc es deseable en la mayoria de los alimentos por
su efecto en el desarrollo del sabor y conservacion del producto, es indeseable en
la industria de! azicar debido a que se producen gomas (dextranas) a partir de
sacarosa que interfieren con la subsecuente extraccion del azucar y disminuyen el
rendimiento.

Leuconostoc se encuentra en cultivos de cepas mixtas mesdfilas, pero no
en cultives iniciadores termdfilos (Cogan y Jordan, 1994). En la edicion mas
reciente del Manual Bergey se mencionan 4 especies de Leuconosloc:
Leuconostac mesenleroides, Leuconostoc paramesenteroides, Leuconosloc lactis
y Leuconostoc oenos. Leuconostoc mesenteroides tiene 3 subespecies:
mesenteroides, cremoris y dextranicum, Las subespecies cremoris solo fermentan
algunos carbohidratos como glucosa, galactosa, lactosa y maltosa, pero no
sacarosa, eslo parece ser una adaptacion especifica  de Leuconostoc

mesenteroides para crecer en leche (Marshall, 1987).

2.5 METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS DE BACTERIAS LACTICAS.

2.5.1 Transporte,

En bacterias en general, el sislema de transporte de solutos puede dividirse
en tres mecanismos que difieren en la forma de energfa que se uliliza y la forma
elt que esta energia es ransducida en los procesos de lranslocacidn: primario
(luz, energia quimica), secundario (energla quimiosmotica) y translocacién de
grupo (Modificacion quimica concomitante con transporte).

Los sistemas primarios de lransporle utilizan energia luminosa 6 guimica
para transportar moléculas a través de la membrana citoplasmatica; como ejemplo

se puede mencionar la extrusion de los iones H* y lactato generados en la
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fermentacion y la produccion simultdnea de ATP por medio de la actividad FoFi-
ATPasa.

El transporte secundario involucta el mavimiento de moléculas a través de
la membrana citoplasmatica a expensas de gradientes de protones
electroquimicos u otros cationes previamente establecidos. Existen 3 tipos de
transporte secundario: simpaorte (transporte simultaneo de dos sustratos por medio
de un acarreador comun en la misma direccian), antiporte (transporte simultaneo
de dos sustratos por medio de un acarreador pero en direcciones opuestas) y
uniporte (flujo de cationes dentra de la célula, G de aniones fuera de la célula). En
bacterias lactlicas, el sistema secundario antipuerto es el mas comum.

La translocacion de grupo salo se ha observado para carbohidratos en
bacterias lacticas, e involucra la fosforilacion del carbohidrato concomitante con el
transporte por el sistema fosfotransferasa:fosfoenolpiruvato (PTS:PEP) (Poolman,
1993; Cogany Jordan, 1994).

Las transtocaciones de grupo san mecanismos que alteran quimicamente
los sustratos derivados impermeables imientras cruzan la  membrana
citoplasmatica. La entrada de un sustrato por translocacion de grupo canstituye un
ahorro neto de energia metabalica por lo que es comin que se encuentre en
anaerobios estriclos y facultativos, como las bacterias lacticas. El sistema
fosfotransferasa es el mejor establecido de las translocaciones de grupo. El
transporte fosfotransferasa conserva energia, asl que, debido a que las
fermentaciones producen menos ATP que la respiracion, se podria esperar
encontrar el transporte f{osfotransferasa asociado predominantemente con
microorganismos fermentativas {Neidhardt, 1990).

Poolman (1983) indicé que recientemente se ha descrito un sistema de
transporte dependiente de proteinas acarreadoras: ATP-asas transportadoras de
carbohidratos. Dicho sistema facilita el consumo de carbohidratos multiptes come
la rafinosa, la melobiosa y la isomaltotriosa. En general, los transportadores

dependientes de proteinas acarreadoras se unen a sus sustratos con una alta
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afinidad, lo que puede ser ver;(ajoso para un microorganismo, dado que permiten
un transporte eficiente de concentraciones en el rango nano y submicromalar.

En bacterias laclicas se han aobservado diferentes mecanismos para
transportar una gran variedad de carbohidratos, sin embargo, los mas estudiados
son los que median el transporte de la lactosa (Poolman, 1993).

Poco se sabe acerca de los sistemas de transporte para carbohidratos en
Leuconosfoc. Se sabe que la lactosa es hidrolizada por ta 3-GAL para producir
glucosa y galactosa, indicando que no esta involucrada ta translocacion de
grupos, pero que si puede participar el transparte secundario {Cogan y Jordan,
1994).

Algunas bacterias como Bacillus  sublilis, Streptococcus faclis y
Streptocaccus mutans transportan sacarosa por medio det sistema PTS:PEP. La
sacarosa-6-P que es producto intracelular de este transporte, se hidroliza hasta

glucosa-6-P y fructosa por medio de la sacarosa-8-P-hidrolasa (Moat, 1988).

2.5.2 Metabolismo de carhohidratos.

La célula necesita energla para la polimerizacion, biosintesis y algunas
veces para la formacion de precursores de metabalitos. También necesita energla
adicional para ofras funciones como llevar ciertos sustratos dentro de la célula,
conservar metabolitos dentro de la misma, mantener una presian de turgencia
adecuada, pH interna y movilidad. El requerimiento energético global es cubierto
por reacciones comburentes por medic de dos mecanismos bioquimicos
generales; fosforitacion a nivel de sustrato y transporte de electrones (Neidhar,
1990).

Las bacterias facticas no tienen ciclo de acides tricarboxificos o un sistema
citocromo, por lo que no pueden obtener energia a partir de la fosforilacion
oxidativa. En lugar de eso, la obtienen por medio de una fosforitacién a nivel
sustrato durante la fermentacion de carhohidiatos a dcido lactico, etanal o acetato
y CO2 (Cogan y Jordan, 1994).
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2.5.2.1 Metaholismo de hexosas.

En general, se distinguen cuatro rutas diferentes para el metabolismo de la
glucosa:

a) Ruta Embden-Meyerhof-Pamas (EMP)

b) Ruta Hexosa Monofosfato (HMP)

¢) Ruta Fosfocetolasa (PK)

d) Ruta Entner-Doudoroff (ED)

Estas cuatro rutas tienen un gran nimero de enzimas e intermediarios en
comun. Hay algunas enzimas que se presentan en una ruta particular y no en
alguna de las olras rutas. Estas enzimas denominadas "enzimas clave" son por
ejemplo: fosfofructocinasa (EMP), G-fosfogluconato-deshidrogenasa (HMP), 2-
celo-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa (ED) y xilulosa-5-fosfocetolasa (PK).

El uso de la ruta fosfocetolasa se restringe a un pequefio grupo de
bacterias: “los lactabacillos heterofermentativos”, pero las otras tres rutas son
utilizadas individuaimente o en combinaciones por la mayoria de los
microorganismaos.

Cada una de las tres rutas puede servir para diferentes aspectos del
metabolismo. La ruta EMP provee la mayor cantidad de ATP pero no produce
precursores importantes para la biosintesis de aminoacidos aromaticos, DNA y
RNA. A los microorganismos que sélo utilizan esta ruta para degradar la glucosa,
se les dehe acompariar de factores de crecimiento y no son capaces de crecer en
un medio liquido definido que sdlo tenga glucosa y sales minerales.

En contraste, la ruta HMP produce todos los precursores necesarios para la
biosintesis de purina y pirimidina, pero sélo produce la mitad de la cantidad de

ATP.

La ruta ED es la preferida por la mayoria de los microorganismos aerobios
estrictos.

2,5.2.1.1 Ruta Embden Meyerhoff-Parnas.

Los puntos importantes en la secuencia de esta ruta son:
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a) La glucosa tiene que activarse con ATP, lo cual puede ocurrir dentro de
la célula o en la membrana celular dependiendo del mecanismo de transporte.

b) Posteriormente se requiere de un mol de ATP para obtener fructosa 1,6-
bifosfato, la cual se rompe en dos triosas fosfato: gliceraldehido-3-P e
hidroxiacetona fosfato. Las triosas se conservan en equilibrio por medio de una
isomerasa.

c) La oxidacién de las triosas fosfato esta acoplada a la reduccion de NAD*
y estd acompanada por una esterificacian del fosfato inorganico. En este caso,
cada mol de triosafosfato oxidada produce un mol de NADH + H* y un mol de 1,3
bifosfo-glicerato.

d) En los pasos subsecuentes hasta piruvato, ambos grupos fosfalo son
transferidos a ADP a partir de un mol de glucosa. Para ninguna de las reacciones
se requiere oxigeno, pero el NAD reducido tiene que regenerarse por algin
mecanismo. Esta regeneracion ocurre ya sea en conexion con la cadena de
transporte de electrones (que las bacterias lacticas no poseen) o por la reduccién

de compuestos organicos.

2.5.2,1.2 Ruta Fosfocetolasa.

Las bacterias que utilizan esta ruta carecen de la enzima aldolasa, la cual
convierte la fructosa-1,6-bifosfato en dos triosas fosfato: gliceraldehido-3-P e
dihidroxiacetona-fosfato, ast como de las enzimas transaldolasa y transcetolasa
de la ruta HMP. Los tres primeros pasos del metabolismo de la glucosa, oxidacion
de la glucosa incluyendo la descarboxilacion de 6-fosfogluconato, son idénticos a
los de la ruta HMP. La ribulosa-5-fostato formada de este modo, es isomerizada
hasta xilulosa-5-P, la cual se fragmenta después en una reaccion que requiere
fosfato inorganico para la formacion de componentes fosfato de alta energla (el
acelil fosfato y el gliceraldehido-3-P). Este Glimo es metabolizado después
usando enzimas de la ruta EMP. Si el acetil-P se convierte en acetato, se
conserva el enlace de alta energla y se tiene una ganancia neta de dos moles de

ATP, la misma que se tiene en la ruta EMP. Sin embargo, si la conversion lleva a
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la produccion de etanol, el enlace de alta energla se pierde, y Ia ganancia neta de
energla seria un mol de ATP/mol de glucosa (Daelle, 1981).

2.5.2.2 Metabolismo de pentosas,

Todas las bacterias lacticas heterofermentativas utitizan pentosas. En la
fermentacion de pentosas no se forma COy y se produce acelato en lugar de
etanol por medio de fa reaccion general siguiente:

1 pentosa — 1 lactalo + 1 acetalo + 2 ATP

En el metabolismo de pentosas por la via fosfocetolasa, tnicamente se
produce 1 mol de NADH (en la oxidacion del gliceraldehido-3-P hasta acido-1,3-
difosfoglicérico) que es oxidado por medio de la formacion de factato, por lo que
no es necesario reducir e! acetil-P a etanol; en lugar de eso se oxida para formar
acelato, con la ganancia de un ATP formado. Esto significa que la fermentacion
de pentosas es mas eficiente en produccion de energla (2 mol ATP/mal) que la
fermentacion de glucosa (1 mol ATP/mol). La xilutosa-5-P es el carbohidralo clave
en la fermentacion, y otras pentosas deben converdirse en ella antes de que
puedan metabolizarse (Figura 3) (Cogan, 1995).

Westby (1993) reportd que es comiin que las bacterias lacticas no puedan
crecer en un medio definido con pentosas como tnica fuente de carbono; sin
embargo, son capaces de fermentar pentosas en un medio camiplejo. Demostrd
que la habilidad de Lactobacillus plantarum para metabalizar ribasa es induciple,
que ta adaplacion requiere ademas de la ribosa la presencia de glucosa,
aminoacidos y factores de crecimiento, y que el crecimiento previo en presencia
de ribosa no provoca que las cepas crezcan con ribosa como timica fuente de
carbohidrato fermentable.

2.5.2.3 Metabolismo de disacaridos.
De! metabolismo de disacaridos, indudablemente el mas estudiado ha sido
el de la lactosa, que involucra ya sea fa hidrolisis del azucar libie por ta p-

galactosidasa para producir glucasa y galactosa, o la hidrélisis de la lactosa-6-P
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Figura 3. Metabolismo de pentosas en bacterias lacticas. 1: arabinosa cetol-
isomerasa, 2. ATP:L-ribulosa-5-fosfotransferasa, 3: L-ribulosa-6-fosfato  4-
epimerasa, 4: D-ribulosa-6-fosfato 3-epimerasa, 5: D-ribosa-5-fosfato cetol-
isomerasa, 6. ATP:D-rbosa-5-fosfotransferasa, 7: ATP:.D-ribulosa -
fosfotransferasa, 8: D-arabinosa cetol-isomerasa, 9: D-xilosa cetol-isomerasa, 10:
ATP:D-xilulosa 5-fosfotrasferasa y 11:. D-xilulosa-5-fosfato D-gliceraldehido 3-
fosfato liasa. PTS= fosfotransferasa, P= fosfato y DiH= deshidrogenasa. (Cogan,
1994).
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por la P-B-galactosidasa produciendo glucosa y galactosa-6-P. La glucosa puede
metabolizarse por las rutas EMP ¢ PK, dependiendo si la bacteria lactica es homo
o heterofermentativa. La galactosa se metaboliza después por la via Leloir,
mientras que la galactosa-6-P utiliza la ruta Tagatosa-6-P (Poolman, 1993).

De acuerdo con Cogan y Jordan (1994), la P-B-galactosidasa (P-B-GAL) es
la enzima inicial en la fermentacion de la lactosa en Lactococei, mientras que en
leuconostoc la enzima es la p-galactosidasa. Sin embargo, Smart (1993)
menciona que se encuentran paco definidos los mecanismos del uso de la lactosa
y su regulacion entre los grupos de bacterias laclicas menos estudiadas

{Lactobacilli, Leuconostoc y Pediococei) y en bifidobacterias.

2.5.3 Estudios recientes del metabolismo de carbohidratoes por
bacterias lacticas.

Existen estudios mediante los cuales ha sido posible demostrar la manera
como algunas bacterias lacticas utilizan carbohidratos presentes en alimentos
fermentados. Algunos de ellos se resumen a continuacion.

Smart (1993) estudio el mecanismo del uso de la lactosa por bacterias
lacticas y bifidobacterias. El autor determind que la mayoria de las cepas de
Lactococcus estudiadas tenfan actividad P-f-galactosidasa y que en cepas de
l.euconostoc se detectaron bajos niveles en la actividad de la P-}-galactosidasa,
asociada con niveles altos de actividad (j-galactosidasa. Ademas, Leuconostoc
mesenteroides subsp. cremoris 2563 mostro un crecimiento lento en galactosa y
lactosa, comparado con un mayor crecimiento en glucosa y un crecimiento escaso
enlactulosa.

Gobbelti (1994) estudié el comportamiento de las bacterias lacticas
(Lactobacillus brevis subsp.lindneri CB1 o Lactobacillus plantarum DC400) y
levaduras (Saccharomyces cerevisige 141 o Sacc. exiguus M14) de la masa acida
en un medio definido, en el que pudo reproducir el metabolismo de los

carbohidratos solubles individuales de la harina de trigo. Los patrones de
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fermentacion de las dos bacterias lacticas coincidieron con fos del Manual Bergey.
Laclobacillus brevis subsp. lindneri CB1 de cullivo individual crecio mas rapido en
maltosa que en glucasa, mientras que L.plantarum DCA00 prefirié la maltosa y la
glucosa sobre la fructosa para un crecimiento rapido. Sélo L. plantarun fermentd
débilmente la sacarosa. La carencia de competencia entre S. exiguus M14 y L.
brevis subsp. lindneri CB1 por la maltosa aumentaron la contribucion de los
metabolitos de bacterias lacticas en la masa acida. La liberacion de carbohidratos
disponibles (glucasa para ambas bacterias facticas y fructosa para L. plantarum
DC 400) por medio de Ia hidrolisis de la sacarosa con levaduras representa otra
interaccion metabdlica que facliita el crecimiento de las bacterias lacticas en la
fermentacidn de la masa acida. En contraste, la fuerle competencia por maltosa y
glucosa entre S. cerevisiae 141 y L. brevis subsp. lindneri CB1 disminuyeron la
aclividad bacteriana. Durante el metabolismo de tmaltosa de L. hrevis subsp.
lindnenr CB1 salo se metlabaliza la glucosa-1-P producida por fa maltosa
fasforilasa, mientias que fa glucosa restante no es utilizada y se excreta fuera de
la célula (relacion molar final aproximadaimente 1:1),

Stalz (1992) reportd que durante el metabolismo de maltosa por
Lactobacillus brevis subsp. lindneri CB1, se produce glucosa y glucosa-1-P como
resultado de la maltosa fosforifasa. La glucosa-1-P se metaboliza, mientras que la
glucosa no fosforilada se excreta fuera de la célula en una relacion malar 1:1.

Banestroa (19892) indicd que algunas bacterias lacticas aisladas de plantas
no poseen gran capacidad para fermentar sacarosa como unica fuente de
carbona, mencionando como posibles causas los bajos niveles constitutivos de
permeasas especificas y de enzimas hidroliticas ([i-fructofuranasidasa y sacarosa
hidrolasa). Se cree, sin embarga, que estas enzimas estan mediadas por
plasmidos y que pueden ser inducibles.

Rodriguez  (1984) estudid el metabolismo de acidos orgénicos y
carbohidratos {glucosa, fructosa y sacarosa) en cultivos mixtos de Pediococcus
pentosaceus y Leuconostoc oenos aislados del vino, observando que el primero

prefiié glucosa que fructosa para crecer y que el segunda mastrd una mayor
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afinidad por fructosa con respecto a glucosa. En cultivo mixto, se prefirio glucosa
sobre fructosa en las primeras horas de crecimiento. Esta diferencia disminuyd en
las ultimas horas, donde Ia concentracion de sacarosa también disminuyo.

Salou (1994) estudié el cometabolismo de glucosa con citrato o fructosa de
Leuconostoc oenos y observo un crecimiento muy pobre del microorganismo en
presencia de citrato como unica fuente de carbono. Las células crecieron mas
répido en la mezcla glucosa+tcitrato (37 y 55 mM) que en un medio sdlo con
glucosa. El autor sugiere que el metabolismo de fructosa procedio por dos rutas
distintas, el 44% de la fructosa se redujo a manitol asociado con la oxidacion del
NADH, y el resto se transformé por medio de la ruta fosfocetolasa en lactato,
etanol, acetato y CO». La reduccién de parte de la fructosa a manitol provocd un
cambio a favor de la produccion de acetato a expensas de etanol cuando se
comparo con el metabolismo de la glucosa. También realizé el crecimiento de L.
oenos conh una mezcla glucosa+ructosa observando un crecimiento mas rapido
en un medio con la mezcla de los dos carbohidratos que con cada carbohidrato.
La glucosa y la fructosa se consumieron simultaneamente y durante el
cometabolismo de ambos sustratos, el 83% de la fructosa consumida se redujo a
manitol, Su estudio confirmé que la estimulacion del crecimiento puede deberse al
cometabolismo de los dos sustratos y que debido a la necesidad de mantener ¢l
balance de equivalente reducidos se reorientan las rutas metabdlicas cuando los

sustratos adicionales son consumidos.

2.6 METABOLISMO AEROBICO.

Algunas bacterias lacticas metabolizan el oxigeno hasta 02-, peréxido de
hidrogeno o agua en presencia de un sustrato oxidable (Cogan y Jordan, 1994).

Un grupo reducido de enzimas del tipo flavoproteina oxidasa son las
responsables de la interaccidn directa de las bacterias lacticas con el oxigeno. A
través de estas y de la NADH peroxidasa, el oxigeno y el peroxido de hidrégeno
pueden aceptar electrones procedentes del metabolismo de carbohidratos,

provocando el ahorro en el uso de intermediarios metahdlicos, tales como &l
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piruvato o acetaldehido como aceptores de electrones. Como consecuencia, el
metabolismo de carbohidratos en cultivos aireados de bacterias lacticas puede ser

diferente que en cultivos no aireados (Condon, 1987).

2.6.1 Cambios inducidos por la aireacion en el metabolismo de
carbohidratos.

Cuando las bacterias lacticas crecen en ausencia de oxigeno utilizan
principalmente lactato deshidrogenasa, acetaldehido deshidrogenasa y alcohol
deshidrogenasa para regenerar el NAD* necesario para las reacciones de
deshidrogenacion del metabolismo de carbohidratos. A su vez, cuando crecen en
presencia de oxigeno utilizan NADH oxidasas y NADH peroxidasas como
mecanismos alternos para regenerar el NAD*,

Los productos finales de ifa fermentacion anaerébica de la glucosa en
Leuconostoc son lactato, etanol y CO»; durante el crecimiento aerobico se
produce acetato en lugar de etanol. Las cepas que carecen de la enzima NADH
oxidasa forman lactato, etanol y COg en piesencia o ausencia de oxigeno. La
produccién de etanol de la ruta heterolactica es necesaria para regenerar el NAD*
por medio de la deshidrogenacion de glucosa-6-P y 6-fosfogluconato. Cuando hay
oxigeno disponible las actividades especificas de NADH oxidasa y de acetato-
cinasa son altas, y bajas ias de acetiltransferasa y alcohol deshidrogenasa; de
esta forma, se favorece la sintesis de acetato y la conservacion del fosfato de alta
energia. En ausencia de oxigeno, Leuconostoc responde con mayores cantidades
de acetilfosfotransferasa y alcohol deshidrogenasa, y actividades menores de
NADH-oxidasa y acetato cinasa.

Cambiar la sintesis de etanol a la de acetato duplica la cantidad de ATP
que se forma a partir de glucosa, ya que se forma un ATP adicional mediante la
conversion de acetil-fosfato en acetato. El rendimiento de crecimiento molar de L.
mesenteroides (NADH-oxidasa positivo) creciendo aerdbicamente en glucosa es
aproximadamente el doble que el obtenido durante el crecimiento anaerdbico.

Ademas, la rapidez de crecimiento en glucosa en presencia de oxigeno es mucho
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mayor que en su ausencia, lo que indica que la velocidad de formacion de ATP a
partir de carbohidratos es un paso limitante en la velocidad de crecimiento de
estas bacterias (Condon, 1987).

Ito (1983) demostré que la exposicidn al oxigeno del aire de las células de
Leuconostoc mesenteroides IFO 3426 induce la pérdida de su actividad glicolitica
anaerébica como consecuencia de la incapacidad de las células para reoxidar el
NAD(P)H via el sistema formador de etanol. EI crecimiento en glucosa bajo
condiciones anaerobias se favorecid, mientras que el crecimiento aerabico en
glucosa no oxidada se vio limitado.

Cogan (1989) indicd que Streplococcus laclis (Lactococcus laclis) fue
incapaz de crecer en cultivos por lotes o quimiostato fuertemente aireados de un
medio definido con glucosa. La aireacion cred un requerimiento por acetato o
acido lipoico. (Se sabe que dicho compuesto es un cofactor esencial para la
dihidrolipoamida aciltransferasa, que es parte del complejo piruvato
deshidrogenasa). Esto sugiere que el acido lipoico es necesario para la sintesis
de acetil-CoA a partir de piruvato en cultivos aerobios de Streptococcus lactis, El
requerimiento de acetato o lipoato en cullivos aerobios pero no anaerobios puede
explicarse porque la formacion de aceti-CoA a partir de piruvato en cultivos
anaerobios es catalizado por la piruvato-formato-liasa, la cual se inactiva con
oxlgeno. La principal diferencia entre cultivos aerohios y anaerohios fue la
identidad de los productos finales. De los tres productos finales caracteristicos del
cultivo anaerobio (acetato, etanol y formato), solo acetato se produje en grandes
cantidades en cultivos aerobios. Sus resultados mostraron que manipulando la
composicion del medio y las condiciones de crecimiento es posible desviar el
metabolismo de carbohidratos de Streptococcus laclis hacia la sintesis de
compuestos de 4-C sin dafiar su crecimiento.

Henry (1972) ulilizd cepas helerofermentativas de Lactobacilli y encontré
que la proporcion de acido acético y la preferencia por la fuente de carbono
dependen casi completamente del grado de aireacion. Observd que bajo

condiciones anaerdbicas se produjeron bajas concentraciones de acido acético
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(5% o menos), mientras que en condiciones aerdbicas se produjeron altos niveles
de acido acético (23-39% del total). L.os efectos anteriores se produjeron tanto en
presencia de glucosa como de maltosa como sustiato.

Firme (1984) evalud ef efecto del CO, del nitrogeno del aire y del pH en
presencia o ausencia de acido malico en el compaitamiento del metabolismo de
carbohidratos por Leuconosioc oenos y observd que existe una influencia de tas
condiciones de aireacion del medio sobre las cantidades de los productos finales
formados a partir del metabalismo de carbohidratos. Bajo condiciones anaerobias
la fructosa se metabolizé mas rapido que la glucosa, el consumo de carbohidralos
y el crecimiento celular se estimularon hajo condiciones anaerobias y pti 4.8. La
glucosa se ulilizo totalmente. La presencia de aire permitid un incremento en fos
rendimientas molares de crecimiento celular.

Adler-Nissen (1994) realizd fermentacionaes con aireacion controlada como
un mecanisma de control para la produccion de acido acético en fermentaciones
heterolacticas. Su estudio no sdlo confirma los electos cualitativos encontrados
previamente (crecimiento mas rapido y formacion de dcido acético en lugar de
etanal), sino también demuestra que la formacion de dcido acético se cantrola
cuantitativamente por la rapidez de transferencia de oxigena valumétrico,

Ciertas bacterias lacticas heterofennentativas como Lact. buchneri y Lact.
brevis no pueden crecer anaerdbicamente en glucosa, pues no pueden reducir el
acetil-P a etanal, un praducto esencial para mantener el balance redox global. En
cambio, Lactobacillus reuteri es capaz de cambiar fa produccion de comipuestos
4cidos a compuestos neutros eh respuesta a cambios en el medio ambiente
{como cambios de pH). Se ha sugerido que esta clase de reaccidn puede ayudar
a mantener el balance adecuado en el estado de oxidacion-reduccion de la
coefizimas nicotinamida en los microorganismos, y que la acumulacion de otros
metabolitos diferentes al lactato puede tener un efecto benéfico en las células.
Lact. reuferi fue capaz de cambiar la praduccion de acidos organicos a etanol, de
acuerdo con las necesidades de regenerar NADH o de mantener la homeostasis
de pH (Ragout, 1994),



2.7 ACEPTORES DE ELECTRONES ALTERNATIVOS.

Ademas del acetil-CoA y del oxigeno utilizados durante el crecimiento
anaerobio y aerobio (respectivamente) de Leuconostoc spp., existen otros
compuestos que las haclerias lacticas pueden usar como aceptores de electrones
alternativos; dentro de ellos se encuentran la fructosa, et piruvato y el glicerol. El
piruvato se ha usado como aceplor externo de electrones en Leuconostoc
mesenleroides y se ha reportado que es el precursor de aceloina y diacetilo en
Lactococceus lactis subsp. lactis, Leuconosloc mesenteroides subsp. cremoris y
Lactobacillus plantarum (Nuraida, 1992).

Talarico y col. (1990) reportaron que Lactobacillus reuteni utilizd glicerol
como aceptor de electrones provocando la formacién de 1,3-propanodiol, y que no
se ha reportado el uso de glicerol como aceplor de electrones por Leuconostoc
spp.

Un aspecto importante en la formacién de acido acético es que la fructosa
también puede servir como un aceptor de electrones. Por cada mol de acido
acético formado se producen dos moles de manitol por reduccion de la fructosa.
La fraccion de fructosa en la sacarosa también muestra este efecto (Adler-Nissen,
1994).

Para establecer si existia una preferencia por el uso de aceptores de
electrones para la regeneracion del NAD*, Rocken (1995) realizé fermentaciones
con cultivos iniciadores heterofermentativos de bacterias lacticas en masas acidas
de centeno, en las que habia oxigeno que se incorporaba durante el mezclado y
fructosa que es constiluyente comin de la harina. Midio el manitol acumutado
como un indicador cuantitativo de la reduccion de la fructosa considerando que se
forman dos moles de manitol por mol de acetato; comprobd que durante las
primeras horas de la fermentacion se utilizo oxigeno como aceptor de electrones
dado que no se detectd manitol y que ta concentracion de oxigeno disuelto
disminuyd drasticamente durante esas horas. Este compoitamiento cambié
después de las primeras horas, en las que se observé que se ulilizd la fructosa

como aceptor de electrones, pues la relacion manitol/acetato se mantuvo
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constante después de la quinta hora. Esto sugiere que la produccion de acetato
depende casi totalmente de la disponibilidad de fructosa como aceptor de

electrones.

2.8 ANTECEDENTES DEL TRABAJO.

El presente estudio forma parte de un proyecto global denominado “Estudio
integrado de la microbiologia y bioquimica de la fermentacion del pozol’, el
objetivo del proyecto es comprender los cambios microbiologicos y bioguimicos,
asi como las interacciones microbianas que ocurren durante la fermentacion del
pozol. A continuacién se presenta una breve descripcion de los avances logrados
en dicho proyecto.

Con respecto a la fermentacion lactica, que es esencial, se ha determinado
que las bacterias del género Leuconostoc predominan al inicio de la misma,
creciendo mas rapidamente que Lacfobacillus (Wacher, 1995).

La sacarosa es el azicar que se encuentra en mayor concentracion en el
nixtamal; ésta es sin embargo muy baja (0.1 - 0.4 g / 100 g materia seca). El
estudio sobre el metabolismo de la sacarosa en Leuconostoc se ha dirigido a la
produccion de dextranas; pero se conoce poco sobre su fermentacion para la
acidificacion de sustratos. Su estudio es particularmente interesante,
considerando que uno de los mondmeros de la sacarosa, la fructosa, puede ser
utilizado como aceptor de electrones, confiriéndole a Leuconostoc ventajas al
producirse una mayor cantidad de ATP y de 4cido acético, que tiene propiedades
antimicrobianas mas acentuadas que el acido lactico. Es importante entonces
determinar la forma como Leuconostoc metaboliza este az{car.

El nixtamal es un sustrato complejo, debido a su composicién quimica, su
estado fisico y condiciones heterogéneas de aireacion. Debido a esto se trabajé
con un modelo experimental que involucrd el uso de un medio definido y con una
de las baclerias aisladas, del género mencionado.

Se considerd al oxigeno como un pardmetro impottante en el estudio de las

fermentaciones lacticas a realizar, dado que en el pozol se esperarian zonas con
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diferentes grados de aireacion y ésto seguramente tendria repercusiones en el

tipo y en la concentracion de metabolitos producidos.
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CAPITULQ [Il. OBJETIVOS

Objetivo general:
Profundizar en el conocimiento del metabolismo de las
bacterias lacticas en el pozol, a partir del estudio del metabolismo de los
principales carbohidratos solubles presentes en el maiz nixtamalizado, empleando

como modelo & una bacteria lactica predominante aislada del pozol.

Objetivos particulares:

1.- Establecer como se metaholiza la sacarosa:

1.1 Determinando la rapidez y preferencia de consumo de sus
monosacaridos glucosa y fructosa.

1.2 Determinando si se utiliza la fructosa proveniente de la sacarosa como
aceptor de electrones.

1.3 Determinando el tipo y concentracion de metabolitos que se obtienen a
partir de la sacarosa.

2.- Determinar los productos metabolicos a partir de glucosa y de fructosa
por la bacteria lactica seleccionada.

3.- Precisar el efecto del oxigeno en el metabolismo de sacarosa por una
bacteria lctica aislada del pozol.
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CAPITULO IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 CUANTIFICACION ENZIMATICA DE CARBOHIDRATOS

4.1.1 CUANTIFICACION ENZIMATICA DE CARBOHIDRATOS EN
MUESTRAS DE HARINA Y MASA DE MAIZ NIXTAMALIZADO Y DE POZOL
MEDIANTE EL USO DE SISTEMAS ENZIMATICOS COMERCIALES.

Santillana (1995) desarrollé un método por cromatografia de liquidos de
alta resolucion para cuantiticar algunos carhohidratos simples como glucosa,
sacarosa y maltosa en nixtamal y pozol. En el presente irabajo no fue posible
ulilizar la metodologla anterior debido basicaimente a problemas de interferencia
de clertos componentes del medio de crecimiento y a que se requeria detectar
concentraciones muy bajas de carbohidratos.

Para determinar la utilidad de la cuantificacion enzimatica de carbohidratos,
se evaluaron los mismos sustratos que Santillana (1995) utilizo en sus estudios,
para o cual se utilizaron dos sistemas enzimaticos comerciales
glucosalfructosalsacarosa (Boehringer 716 260) y glucosal/sacarosa/maltosa.
(Boehringer 1113 850)

4.1.1.1 Preparacion de muestras.

Para efectuar la cuantificacion enzimiatica se requieren muestras claras, sin
color o ligeramente coloreadas . Dadas las caracteristicas de las harinas y masas
de maiz, asl como del pozol, se realizé el procedimiento de limpieza y clarificacion
reportado por Santiltana (1995).

En un tubo de centrifuga se pesaron 5 g de muestra y se adicionaron 20 m!
de agua destifada a 65 ° C, la mezcla se homogenizé durante 3 minutos a
velocidad media y se centrifugd 15 min/10000 rpm. E! sobrenadante se aford a 25
mi y se congeld por 4 dias. Las muestras descongeladas se centrifugaron 1
min/3000 g y se filtraron con prefilro (Millipore AP12 010) y membrana de 0.22 u

30



CAPITULO IV. MATERIALES Y METODOS
4.1 CUANTIFICACION ENZIMATICA DE CARBOHIDRATOS

411 CUANTIFICACION ENZIMATICA DE CARBOHIDRATOS EN
MUESTRAS DE HARINA Y MASA DE MAIZ NIXTAMALIZADO Y DE POZOL
MEDIANTE EL USO DE SISTEMAS ENZIMATICOS COMERCIALES.

Santillana (1995) desarrollé un mélodo por ciomatografia de liquidos de
alta resolucién para cuanlificar algunos caibohidralos simples como glucosa,
sacaiosa y maltosa en nixtamal y pozol. En el presente frabajo no fue posible
utilizar la metodologla anterior debido basicamente a problemas de interferencia
de ciellos componentes del medio de crecimiento y a que se regueria detectar
concentraciones muy bajas de carbohidratos.

Para determinar la utilidad de la cuantificacion enzimatica de carhohidratos,
se evaluaron los mismos sustratos que Santillana (1995) utilizd en sus estudios,
para lo cual se utilizaron dos sislemas enzimdticos comerciales
glucosaffructosalsacarosa (Boehringer 716 260) y glucosa/sacarosa/maltosa.
(Boehringer 1113 950)

4.1.1.1 Preparaclén de muestras.

Para efectuar la cuantificacion enzimatica se requieren muestras claras, sin
color o ligeramente coloieadas . Dadas las caracteristicas de las harinas y masas
de malz, asi como del pozol, se realizd el procedimiento de limpieza y dlarificacion
reportado por Santillana (1995).

En un tubo de centrifuga se pesaron 5 g de muestra y se adicionaron 20 ml
de agua destilada a 65 ° C, la inezcla se homogenizé durante 3 minutos a
velocidad media y se centrifugéd 15 min/10000 rpm. Ei sobrenadante se aforé a 25
ml y se congelé por 4 dlas. Las muestras descongeladas se centrifugaron 1
min/3000 g y se filtraron con prefiltro (Millipore AP12 010) y membrana de 0.22
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(Millipore GSWP 013). De esta forma, las muestras quedaron claras y se procedio

ala cuantificacion.

41.2 IMPLEMENTACION DE UNA METODOLOGIA PARA ILA
CUANTIFICACION ENZIMATICA DE CARBOHIDRATOS.

Se adquirieron los reactivos y enzimas necesaiios para implementar una
metodologla que tuviera el mismo principio de! sistema enzimatico comercial y que
cuantificara glucosa, fructosa, sacarosa y maltosa.

La serie de pasos realizados para llegar a la implementacion de la

metodologla se presentan en el Apéndice I.

4.2 FERMENTACIONES EN MEDIO LIQUIDO DEFINIDO

4.2.1 MICROORGANISMO DE ESTUDIO.

La cepa de estudio (Leuconostoc sp. Pz 12) se encuentra depasitada en el
laboratorio 324 de! Edificio E de la Facullad de Quimica.

4.2,.2 CONSERVACION DE LA CEPA,

La conservacion a corto plazo se efectud inoculando por picadura la cepa
en medio APT semisélido (Difco), incubando a 30 °C por 24 horas y conservando
a temperatura de refrigeracion (4 °C); se realizaron resiembras bimestrales.

La conservacion a largo plazo se realizo a - 20 °C en el sistema de viales
con perlas de vidrio y glicerol como agente crioprotector (Feltham y col. 1978).
Para ello fue necesario crecer la cepa en caldo APT durante 24 horas a 30 ° C,
centrifugar 15 min/5000 rpm, lavar las células con agua estéril, {ransferir a los

viales, eliminar el glicerol en exceso y congelara - 20°C.

4.2.3 IDENTIDAD Y PUREZA DE LA CEPA.
4.2.3.1 Pureza
Se inocularon 3 ml de caldo APT con una petla de vidrio que contenia

células de Pz 12 y se dejo incubando por 24 horas a 30°C. Del cultivo anterior se
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inocularon por estria cajas con medio MRS. Después de 18 h de crecimiento a 30
°C se tomo una colonia tipica a la que se le hizo fa prugba catalasa y tincion de

Gram.

4.2,3.2 {dentidad
Después de comprobar fa pureza de una colonia tipica de Pz 12 se realizd

una prueba de identidad de la cepa ulilizando un Sistema APl 50 CHL. (Bio-
mérieux).

La galeria AP permite realizar el estudio del metabolismo de carbohidratos
de los microorganismos. La fermentacion del sustrato se detecta por un cambio de
color en el tubo, debido a una produccion de acido en anaerabiosis, revelado por
el indicador de pH del medio elegido.

A partir de un cultivo de Pz 12 en medio APT semisolido, se sembraran por
estrla cajas con medio MRS que se dejaron incubando 24 horas a 30° C. Se
verificd la pureza de la cepa observando fa uniformidad de las colonias, realizando
la tincion de Gram y la prueba de la catalasa. Las colonias se transfirieron con
ayuda de un hisopo estéril a un vial con 2 ml de agua estéril hasta lograr una
suspension turbia (S1). De la suspension anterior se transfirieron un cierto nimero
de gotas {n) a un vial con 5 ml de agua estérii hasta lograr una turhidez
equivalente al estandar de Mc Farland No, 2 * (S2). El medio AP! 50 CHL 5041 se
inoculd adicionando el doble de gotas (2n) que se adiciond a la suspension S2. Se
llenaron los tubos de la galeria con el Medio 50 CHL 5041 ya inoculado y se
llenaron las cupulas con aceite mineral estéril. Las galerias se incubaron
anaerébicamente a 30 °C. La lectura de las galerias se efectué diariamente
durante 7 dias.

Una prueba positiva correspondié a la acidificacion, indicada como un
cambio a un color amarilio de! indicador plrpura de bromocresol. En el caso de la
esculina se observd un cambio de color plrpura a negra.

* Estandar de Mc Farland No. 2: Se preparo adicionando 0.2 mi de BaCly al
1% y 9.8 mi de HpSOy4 al 1%. Se leyé la absorbancia de la solucion a 600 nm.
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4,2.4 PREPARACION DEL MEDIO LIQUIDO DEFINIDO HSH.

Se usod e! medio HSH (Owens, 1969), que contiene los nutrimentos
necesarios para el crecimiento de bacterias lacticas.

Se utilizaron soportes Swinnex (Millipore 8X00025) de 25 mm de diametro,
sobre los cuales se colocaron membranas de filtracion de 25 mm de didmetro y
0.22 y de diametro de poro (Millipore GSWP025), para esterilizar las soluciones

que lo requirieran.

4.2.4.1 Base E de minerales.

4.2.4.1.1 Soluciones stock de minerales.

En la Tabla 1 se muestran los minerales a parir de los cuales se
prepararon soluciones stock por separado. Dichas soluciones se almacenaron a
temperalura de refrigeracion (4-6°C).

Tabla 1. Soluciones stock necesarias para preparar la base E de minerales.

MINERAL gl

K2 HPO4 200
KH 2 PQ4 156
CaClp6H20 4.96
MgS04.7H20 20
NaCl 10
(NH 4) 2 SO4 50

4.2.4.1.2 Mezcla de metales traza.

Se prepar6 una mezcla de metales traza a partir de los reactivos mostrados
en la Tabla 2. Estos se disolvieron secuencialmente en aproximadamente 700 ml
de agua destilada; después de cada adicion se ajustaba el pH a 6.0. Después de
adicionar todos los metales, la solucién se aforé a 1000 ml, se esterilizd por
filtracién y se almacené a una temperatura de 4-6° C.
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Tabla 2. Reactivas necesarios para preparar la mezcla de metales traza.

METALES TRAZA gll
EDTA Nap. 2H2 O 6.3
ZnS0O 4 .7TH20 22
MnSO4 4Ho0 0.57
FeSO4 .7H20 0.5
H3BO3 0.229
CoClp 6H20 0.161
CuS04.5H20 0.157
NagMoO4.2H20 0.151

4.2.4.1.3 Preparacion de la Base E de Minerales (Doble fuerza).

En la Tabla 3 se muestran los voltimenes requeridos de soluciones stock
para preparar 1000 mL de base E de minerales (doble fuerza). Después de
adicionar el agua destilada y los volimenes correspondientes de cada una de las
soluciones stock, se ajustd el pH a 6.8 de la solucién final. Esta solucion se

preparaba fresca cada vez que se requeria preparar el medio HSH.

Tabla 3. Volumenes requeridos de soluciones stock para preparar 1000 mb de
base E de minerales (Doble fuerza).

SOLUCION STOCK VOLUMEN (mL) gL
Agua 900.0 -
Ko HPO4 10.4 2.08
KH, PO4 96 150
CaCl 9 6H0 200 0.10
MgS04.7H0 20.0 0.40
NaCl 200 0.20
{NH4 )2 SO4 20.0 1.00
Metales traza 6.0 -
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4.2.4.2 Mozcla de aminoacidos.

En la Tabla 4 se muestra la concentracion de los aminoacidos requeridos
para preparar 1000 mL de solucion stock de aminoacidos. Los aminoacidos se
disolvieron consecutivamente en agua destilada. Después de cada adicion el pH
se ajustd a 5-6 con KOH 4M. Una vez aforada la solucion, se esterilizo por

filtracidn y se almacend a una temperatura de - 20°C.

Tabla 4. Concentracion de aminodcidos requeridos para la solucion stock de

aminoacidos.

AMINOACIDO gfl
D-L alanina 5
L- arginina 5
D-L &cido aspartico 5
Acido L- glutdmico 5
L-lisina HCI 1
D-L metionina 1
Glicina 0.5
L- histidina 0.5
L- isoleucina 0.5
L- leucina 0.5
L- fenilalanina 0.5
L- prolina 0.5
L- serina 0.5
L- treonina 0.5
L- triptofano 0.5
L- valina 0.5
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4.2.4.3 Solucion stock de vitaminas.

La solucidn stock de vitaminas se obtuvo combinando 100 mL. de cada una
de las mezclas |, II, y lIl, mostradas en las Tablas 5, 6 y 7 respectivamente. El piH
se ajustd a 5-6 y se aforé a 1000 mL. La mezcla se esterilizo por filtracion y se
almacend a - 20 °C.

Tabla 5.Mezcla | de vitaminas.

VITAMINA mg/100 ml
Riboflavina 50
Acido nicotinico 50
Pantotenato - Ca 50
Tiamina-HCl 50

La riboflavina se disolvié en agua ligeramente caliente, el pH se ajusto a 5-
6. En orden consecutivo se adicionaron las otras vitaminas, ajustando el pH a 5-6

después de cada adicion.

Tabla 6. Mezcla il de vitaminas.

VITAMINA mg/100 ml
Acido félico 10
Acido p-aminobenzoico 10
Piridoxal-HCl 10

El &cido folico se disolvid en agua a temperatura de ebullicion. Se

adicionaron las otras vitaminas, ajustando el pH a 5-6 después de cada adicién.

Tabla 7. Mezcla Ill de vitaminas.

VITAMINA mg/1000 ml
Biotina 10
Cianocobalamina 10
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4.2.4.4 Cisteina - HCl
Se disolvieron 0.5 g de cisteina-HC! en una cantidad minima de HCI 3M, la
mezcla anterior se aford a 100 mbL con agua destilada. La solucion stock se

esterilizo por filtracion y se almacendo de 4-6° C.

4.2.4.5 Tirosina
Se prepard igual que la cisteina- HCl (0.5 g/100 mi).

4.2.4.6 Sulfato de Adenina
Se prepart igual que la cisteina-HCl. (0.1 g/ 100 ml)

4,2.4.7 Guanina - HC|

A 0.1 g de guanina-HCl se le adicionaron aproximadamente 50 ml de agua
y suficiente HC! 3M para disolverta. La solucion se aforé a 100 inl, se esterilizo por
filtracidn y se almaceno de 4-6 °C.

4.2.4.8 Uracilo

Se prepard igual que la guanina-HCGl.

4.2.4.9 Xantina

A 0.1 g de xantina se le adicionaron 50 ml de agua y suficiente hidréxido de
amonio para disolver el solido. La solucién se aford a 100 mL, se esterilizo por
filtracion y se atmacend de 4-6° C.

4.2.4,10 Composicion del medio HSH

Los voliinenes de las soluciones stock requeridas para preparar 1000 mi.
de medio HSH se muestran en la Tabla 8. La L-histidina se disolvia en Ia base E
de minerales y se le adiciono el agua. Se ajustt el pH a 6.8 con HCI 1 N. En forma
aséplica se adicionaron los volimenes de soluciones stock. El carbohidrato

correspondiente se adiciond en peso (g) después de agregar las soluciones stock
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correspondientes y antes de esterilizar. El medio se esterilizd 15 minutos a 121
°C.

Tabla 8. Voltimenes de soluciones stock requeridas para preparar 1000 mi. de
medio HSH.

SOLUCIONES STOCK VOLUMEN (mL)

Agua 480

Base E de Minerales 500
L.-histidina 30 g
Mezcla de aminoacidos 10
Cisteina - HCI 1.0
Tirosina 1.0
Adenina-sulfato 1.0
Guanina-HCI 1.0
Uracilo 1.0
Xantina 1.0
Mezcla de vitaminas 1.0
Carbohidrato - (variable)

4.2.4.11 Prueba de esterilidad del medio liquido definido HSH

Una vez esterilizado el medio liquido, se dejé incubando 48h a 37°C. El
medio liquido se considerd apto para usarse (estéril} si después de ese tiempo no
se observé turbidez.

4.2.4.12 Control de calidad del medio liquido definido HSH.

El control de calidad del medio liquido se realizé con todas las variantes de

carbohidratos y mezclas de ellos utilizadas en las diferentes fermentaciones.
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Se efectud inoculando una asada de un cullivo semisélido de Pz 12 en un
tubo 180x20 mm con tapon de rosca que contenia 10 ml del medio liquido a
evaluar. E! medio liquido se consideidé adecuado para el crecimiento de Pz 12 si
despuds de 24 h de incubacion a 30 °C se observaba crecimiento, manifestado

como un enturbiamiento del mismo.

4.2,5 PREPARACION DEL INOCULO.

Se inocularon 10 ml de! medio liquido HSH-correspondiente con una asada
de un cullivo semisdlido de Pz 12 y se incubd 24 h (Medio HSH sacarosa,
glucosa, glucosa+fructosa o sacarosatfructosa) o 72 h (Medio HSH-fructosa) a
30°C, de tal forma que al inocular 1% (viv) del precultivo anterior en el medio

HSH-correspondiente se tuviera una cuenta inicial de 10 6 ufc/mi.

4.2.6 CONDICIONES DE CRECIMIENTO.

4.2.6.1 Aerobiosis.

E crecimiento aerobio de Pz 12 se efectud en matraces Erlenmeyer de 250
m! con 30 mi de medio liquido HSH, que se colocaron en una incubadora con
agitacion rotatoria (Innova 4330, New Brunswick Scientific) a 150 rpmy 30 °C.

4.2,6.2 Anaerobiosis.

La preparacion anaerobia del medio HSH se realizé en el sistema Bio-
Azteca 2000 de la UAM-lztapalapa, facilitado amablemente por el M. en C. Oscar
Monroy.

El crecimiento anaerobio de Pz 12 se efectud en viales de 50 ml (Wheaton
Glass Co.) a los que se les adicion6 20 ml del medio liquido HSH tratado como a
continuacion se explica:

El medio HSH-sacarosa se prepard en la forma descrita anteriormente,
pero antes de adicionar el carbohidrato se adiciond un exceso de agua (aprox. 25
% del volumen total del medio), marcando previamente el volumen original del

medio. £} matraz se tapd con un trozo de papel aluminio con dos perforaciones.
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Se calent6 a ebullicién el tiempo necesario para llegar al nivel original del medio
previamente marcado. Se enfrid en un bafio con agua y al mismo tiempo se
comenzo a burbujear nitrégeno.
Una vez enfriado el medio, se adiciond el peso requerido de sacarosa (g) y se
continuo burbujeando nitrégeno hasta el momento de vaciar.
El llenado y cerrado de los viales se realizé en series de 12. Se colocé un vial en
cada una de fas 12 lineas de salida de nitrdgeno y se dejaron saturando con el
gas durante dos o tres minutos. Con un dosificador automatico (Unispense I,
Wheaton) se vaciaron 20 ml del medio en cada via! sin dejar de burbujear
nitrégeno dentro del mismo. Una vez que se llenaron los 12 viales se procedio a
cerrarlos utilizando tapones de goma (Bellco Glass, Inc.); la salida de nitrégeno se
retird simultaneamente a la colocacion del tapon.
Una vez que se llenaron y taparon todos los viales, se sellaron colocando una
capsula de aluminio (Chromatography Research Supplies, Inc.) sobre el tapén de
goma y oprimiéndola con las pinzas engargoladoras (Chromatography Research
Supplies, Inc.).

Los viales sellados se esterilizaron 15 min a 121°C y se realizé la prueba de
esterilidad mencionada anteriormente. La incubacion de los viales inoculados se
realizd a 30 °C sin movimiento.

4.2.6.3 Microaerobiosis.
El crecimiento de Pz 12 en condiciones microaerobias se realizd en tubos
de vidrio 180x20 mm con tapon de rosca, los cuales contenian 10 ml del medio

liquido. La incubacidn se realizé sin movimiento a 30 °C.

4.2.7 INOCULACION,

Para el crecimiento aerobio de Pz 12 se inocularon 0.3 ml del precuitivo en
cada matraz con ayuda de una pipeta automatica de 1 ml (Gilson). De la misma
forma se inocularon 0.1 mi del precultivo en cada tubo donde se efectuarla el

crecimiento microaerobio de Pz 12.
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L.a inoculacién de los viales para el crecimiento anaerobio de Pz 12 se
efectud con jeringas estériles Plastipak de 1 ml y con agujas estériles (Yale,
Becton Dickinson). Se adicionaron 0.2 ml del precultivo a cada vial, previa

desinfeccion del tapon de gama y la capsula de aluminio flameando con alcohol.

4.2.8 SEGUIMIENTO DE LA FERMENTACION.

Las fermentaciones se muestrearon cada hora desde el tiempo cero hasta
las 12 h, y finalmente a las 24 h (o incluso a las 48 h dependiendo del
carbohidrato de estudio).

Las fermentaciones se realizaron por triplicado en cada punto de andlisis,
de tal forma que se prepararon 3 viales/tubas/matraces (dependiendo de las
condiciones de crecimiento) para cada punto de la fenmentacion. Al tiempo cero se

inocularon todos los viales/tubos/matraces y comenzé el muestreo.

4.2.8.1 Muestreo,
De cada repeticién se tomaron asépticamente 2 muestras de 5 ml c/u. Una
de ellas para evaluar el crecimiento de Pz 12 y la otra para la cuantificacion de

carbohidratos y productos de la fermentacion previo tratamiento de la muestra.

4.2.8.2 Evaluacion del crecimionto de Pz 12,
La evaluacién del crecimiento de Pz 12 durante las fermentaciones se
realiz6 determinando la densidad optica y el pH de los cultivos previamente

almacenados en congelacion.

4.2.8.2.1 Densidad éptica.

Se determind leyendo absorbancia de los cultivos a 2 = 600 nm en
espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 3B. Para la calibracion de la celda de
referencia se utilizé agua destilada.
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4.2.8.2.2 pH.
Se midié en un patenciémetro Jenway 30202 25°C

4.2.8.3 Determinacion de la concentracién de biomasa.

La concentracion de biomasa se determing en forma indirecta midiendo [a
densidad dptica y leyendo de una curva estandar de densidad dptica vs. peso
seco (Figura 4).

4,2.8.3.1 Determinacidn de peso seco.

La determinacion de peso seco se realizd segln lo repartado por Cooney
(1981). Se secaran membranas de 0.45 p y 45 mm de diametro (Millipore) hasta
peso constante en un horno Felisa a 80°C. Las membranas se colocaron en el
equipo de filtracion (Millipore) y se humedecieron uniformemente con agua
destilada. El cultivo a filtrarse se homogenizd y se procedio a filtrar. Al final, se
adicionaron 20 mL de agua destilada para lavar la membrana. t.a membrana se
seco hasta peso constante. El peso de la muestra se obtuvo restando el peso
inicial del peso final.

Pz 12 crecié en 100 mL de medio HSH-sacarosa durante 24 horas a 30°C
bajo condiciones microaerofilicas; después de ese tiempc se determing la
densidad optica y el peso seco para poder oblener la curva estandar densidad

oOptica vs. peso seco mostrada en la Figura 4.

4.2,8.4 Parametros de crecimiento.

4.2.8.4.1 Calculo de la velocidad especifica de crecimlento (u).

La velocidad especlfica de crecimiento se obtuvo de la pendiente de la
recta (m =u) abtenida -l graficar el In de la densidad dptica de los cultivos vs.
tiempo (h) (Bailey, 1977).
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Figura 4. Curva de calibracion. Densidad optica vs. peso seco.
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4.2.8.4.2 Rendimientos del crecimiento (Ys).
El rendimiento (Ys), que es un parametro adimensional, se obtuva de la
relacion del peso seco producido de las células por unidad del nutrimento

limitante, (Ys = g biomasa farmada/ g sustrata utilizado) (Fiechter, 1981).

4.2.8.4,3 Productividad celular (P).

La productividad celular (P) se calculd consideranda la relacién entre los
gramos de células producidas por litro durante el tiempo total de la fermentacion.
(P = AX 1t a0 (g células / L - hora).

4.2.8.4.4 Cociente metahdlico (q,).

El cociente metabolice (q,) es fa relacion obtenida de la velacidad
especifica de crecimiento y el rendimiento (u / Y) (g sustrato / g células-h)
(Quintero, 1987).

4.2.8.4.5 Conversion de sustrato.
l.a conversion de sustrato se considerd como la relacion de sustato
cansumido {So - St) a un tiempo dado de la fermentacion (1) respecto al sustrato

inicial (Sa). De tal fonma que se considerd la relacion siguiente: (So - $t) / S,

4.28.5 Cuantificacion de carbohidratos y productos de la
fermentacion.

4.2.8.5.1 Preparacion de muestras.

Para separar las células se filtraron 5 mL def cultivo utilizando un Swinnex
de 25 mm de didmetro con membranas de 0.22 u de diametra de paro (Millipare).

L.os filtrados libres de células se alimacenaran a - 20 °C hasta su analisis.
4.2.8.5.2 Cuantificacion de carbohidratos por el método enzimatico.
Se cuantificaron glucasa, fructosa, sacarosa o mezclas de ellos, mediante

el metadologia descrita en el apéndice .
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4.2.8.5.3 Cuantificacion de carbohidratos y metabolitos de Ia
fermentacion por cromatografia de liquidos de alta resolucion.

Por esta técnica se cuantificaron glucosa, fructosa, manitol, dcido lactico,
acido acético y elanol, para lo cual se utilizd una bomba isocratica modelo 250, un
deteclor de indice de refraccion LC-30 Rl y un integrador modelo 1020s; todos de
Perkin Elmer. Se utilizd una columna de intercambio ionico AMINEX HPX 87 H
(300 x 7.8 mm) y una precolumna Micro Guard 125-0129, ambas de Bio Rad
Labs. El equipo operd con una fase movil de H9SO4 0.01 N y un flujo de 0.6
ml/min a temperatura ambiente.

La cuantificacion de los compuestos anles mencionados se realizo por el
método de estandar extemo, que consiste en realizar curvas de calibracion de los
compuestos de interés relacionando concenlraciones conocidas con las areas
correspondientes, de tal forma que si la calibracion es lineal e intercepta el origen,
el factor de calibraciéon S (area del pico vs. concentracion) se calcula como la
pendiente de la curva de calibracion. De esta forma, se relacionaron las areas de

la muestras con el factor S para establecer su concentracion (Snyder, 1979).

4.2.8.6 Balance de la fermentacion.

L.os balances de las fermentaciones se realizaron a las 24 o alas 48 h, e
incluyeron el porcentaje de carbono recuperado y la relacion oxido-reduccion, de
acuerdo con lo reportado por Moat (1995). E! carbono recuperado se considerd
como la relacién mmol producto/mmol sustrato x 100 para lo cual primero se
calculd el niimero de milimoles de carbono de cada componente multiplicando los
milimoles de cada componente por el numero de atomos de carbono
correspondientes. Para calcular la relacién oxido-reduccién de cada componente
(productos oxidados /productos reducidos) primero se calculd el valor de oxidacién
de cada componente (nimero de atomos de oxigeno - niimero de atomos de
hidrogeno/2) de'tal forma que al multiplicarlo por el nimero de milimoles de cada
componente se tuviera la cantidad de productos oxidados o reducidos
correspondientes. Cabe mencionar que no se midid la concentracién de CO,
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praducido, el valor considerado en todos los casos es tedrico, considerando la

fermentacion heteroldctica realizada por las bacterias lacticas (Figura 2).
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CAPITULO V. RESULTADOS

5.1, CARACTERIZACION DEL SUSTRAYO.
5.1.1 CUANTIFICACION ENZIMATICA DE CARBOHIDRATOS EN MUESTRAS
DE HARINA Y MASA DE MAIZ NIXTAMALIZADO Y DE POZOL MEDIANTE EL
USO DE SISTEMAS ENZIMATICOS COMERCIALES.

Los resultados de la cuantificacion de glucosa-fructasa-sacarosa y glucasa-
sacarosa-maltosa de harinas y masas de nixtama! y de masas de pozol con los
sistemas Boehringer Mannheim, se encuentran en las Tablas 9 y 10

respectivamente.

Tabla 9. Concentracidn de glucosa, fructosa y sacarosa ( g /100 g muestra seca)
en masas y harinas de nixtamal y en masas de pozol por el sistema enzimatico

Boehringer, Mannheim.

MUESTRA GLUCOSA FRUCTOSA SACAROSA
Harina Minsa 0.094 0.008 0.964
Harina Quaker 0.062 0.044 1.273
Qats
Masa Minsa 0.045 0.022 0.470
Masa Quaker Oats 0.044 0.024 0.738
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Tabla 10. Concentracion de glucosa, maltosa y sacarosa ( g /100 g muestra seca)

en muestras de harinas y masas de nixtamal y en masas de pozol por el sistema

enzimatico Boehringer, Mannheim.

MUESTRA GLUCOSA MALTOSA SACAROSA
Masa Minsa 0.051 0.098 0.495
Masa Quaker Qats 0.050 0.100 0.727

De los resultados anteriores se puede ver que la sacarosa es el principal

carbohidrato soluble de harinas de maiz nixtamalizado coincidiendo con lo

reportado por Santillana (1995).
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5.2, FERMENTACIONES DE CARBOHIDRATOS SOLUBLES ENCONTRADOS
EN EL POZOL POR LA CEPA Pz 12

Las bacterias lacticas son fermentativas y generaimente utilizan
carbohidratos como sustrato. En el nixtamal, el sustrato mas disponible para éstas
son los carbohidratos sencillos, principalmente sacarosa, glucosa, fructosa y

maltosa (aunque en baja concentracion) (Ver resultados previos).

5.2.1 FERMENTACION DE Pz 12 EN EL MEDIO HSH-SACARQSA 2.92
mM,

Dado que la sacarosa es el carbohidrato que se encuentra en mayor
concentracion en el nixtamal (0.1 - 0.4 g / 100 g materia seca). es muy probable
que las bacterias lacticas puedan utilizar dicho sustrato. Se selecciono la cepa Pz
12 (Leuconostoc sp.) ya que las bacterias de ese género tienden a predominar al
inicio de la fermentacion (Wacher, 1995).

Se utilizdé una concentracion de sacarosa en el medio de 1.0 g/l (2.9 mM)
semejanle a la concentracion minima reportada en el pozol.

Sabiendo que en el pozol existen zonas heterogeneas en cuanto al nivel de
oxigenacion, seguramente con predominancia de zonas poco oxigenadas, se
realizaron las fermentaciones a bajos niveles de oxigenacion (Condiciones
microaerobias de crecimiento), en tubos de vidrio de 180x20 mm con tapdn de
rosca, con 10 mL de medio liquido y sin agitacion. t.a fermentacion se monitored
durante 24 horas.

5.21.1 Creclimiento, consumo de carhohidratos y produccion de
metabolitos (Figura 5).

Durante las primeras cinco horas se detectaron pequeiios incrementos en
el crecimiento y el crecimiento exponencial de la cepa se presentd de la 6a. a la

11a. hora de la fermentacién. De las 12 a las 24 horas no se observd crecimiento.
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L.a concentracion de sacarosa disminuyo gradualmente a partir de la
segunda hora, hasta su casi tolal agotamiento a partir de las 12 h de iniciada la
fermentacion.

Se produjeron concentraciones similares de dcido lactico y etanol hasta las
8 horas de fermentacion y a partir de ese tiempo, la concentracion de acido lactico
fue menor. Desde la 5a. hora se detectdo acido acético y manitol pero en
concentraciones menores que las de los metabolitos anteriores. También a esa
hora se detect6 fructosa, la cual se acumuld en el medio con una concentracién

que fué aproximadamente la mitad de fa concentracion de manitol.

5.2.1.2 Parametros de crecimiento.
Los datos de la velocidad especifica de crecimiento y el rendimiento de

sustrato se presentan en la Tabla 19.
5.2.1.3 Balance de la fermentacion,

En la Tabla 11 se muestra e} balance de la fermentacion de sacarosa por

Pz 12 después de 24 horas de incubacion bajo condiciones microaerofilicas.
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Tabla 11. Balance de la fementacion de 2.92 mM de sacarosa por Pz 12 después

de 24 h de incubacion (Condiciones microaerofilicas).

Compuesto mM mM Valorde [Productos |Productos
carbono  |oxidacion  |oxidados reducidos

Sacarosa

glucosa 292 17.62 0

fructosa 2.70 16.21 0

Lactato 4.6 13.8 0

Acetato 0.96 1.92 0

Etanol 49 9.8 -2 9.8

co, 493 4,93 +2 9.86

Manitol 0.69 4.14 -1 0.69

Carbono recuperado= mmol producto/mmo! sustrato x 100
Oxidacidn /Reduccién= Productos oxidados/productos reducidos

* Valor tedrico considerando la fermentacion heteroldctica por bacterias tacticas.
De acuerdo con el balance anterior, el porcentaje de carbono recuperado
fue de 102.5%, y la relacién oxido-reduccion de 0.94.

5.2.1.4 Discusion de resultados

No se detectd glitcosa durante toda la fermentacion lo que hace pensar que
se consume inmediatamente. En cambio, se acumularon pequefias
concentraciones de fructosa en el medio de crecimiento, por lo que el consumo de
los monosacéridos de la sacarosa no se realizé simultdneamente, prefiendo a la
glucosa sobre la fructosa.

La acumulacion de manitol en el medio de crecimiento demuestra la
utilizacién de parte de fructosa de la sacarosa como aceptor de electrones por
Leuconostoc sp. Dado que la fermentacion se realizd bajo condiciones no
controladas del nivel de oxigeno presente, parte de la fructosa (el 25 % de! total)
se redujo a manitol, el resto debid haber siguido fa ruta fosfocetolasa. Lo anterior

confirma los estudios de Salou (1994) que sugieren que el metabolismo de la
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fructosa por Leuconosloc oenos procede por dos rutas distintas: rula fosfocetolasa
y la reduccion de la fructosa hasta manitol. Sin embargo, es impottanie mencionar
que en la fermentacion realizada el porcentaje de fructosa que se reduce a
manitol y Ia que se metaboliza por la ruta fosfocetolasa es menor al reportado por
el autor. Que el microorganismo no se haya encontrado en condiciones
anaerobias podria ser causa de los menores porcentajes de fructosa reducida a
manitol y de la que se metabaliza por la ruta fosfocetolasa, dado que debid haber
oxigeno disponible al menos durante las primeras horas de fermentacion para
usarse como aceptor de electrones (se calcula una concentracion de oxigeno
disuelto en el medio de crecimiento del orden de 0.25 mM a 30 ° C) (Perry, 1984).

Nuraida (1992a) detectdé lactato, acetalo, etanol, manitol y fructosa en
fermentaciones de sacarosa por diversas cepas de Leuconostoc bajo condiciones
anaerobias. Sin embargo, al realizar los balances de las fenmentaciones se
observaron diferencias entre cepas; sdlo una pequena parte de la fructosa se
utilizé como aceptor de electrones y debido a la variabilidad entre cepas no le fué
posible generalizar sobre los produclos metabdlicos finales de la fermentacion de
sacarosa por Leuconostoc sp.

Lo anterior podria sugerir que el metabolismo de la fructosa por
Leuconostoc depende de la cepa en cuestion. Sin embargo, serfa necesario
realizar fermentaciones de sacarosa tanto en condiciones aerobias como
anaerobias para establecer la forma en que Pz 12 metaboliza a la fructosa de la
sacarosa.

De acuerdo con Wacher (1995), en la fermentacion de masa de nixtamal
estéril inoculada con una cepa de Leuconostec no amilolitica, donde se espera
una concentracion de sacarosa de 0.1-0.4 / 100 g de materia seca, se produjo una
acidez titulable de 0.55 g de acido Iactico / 100 g de materia himeda. De acuerdo
con los resultados de la fermentacion de sacarosa por Pz 12 en condiciones
microaerofilicas, la cepa de estudio solo fue capaz de producir 0.13 g de dcido
lactico / 100 mL a partir de 0.4 de de sacarosa / 100 mL de medio.
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Los balances de carbono y de oxido-reduccion son correctos, puss se

acercan a los valores tedricos de 100% y 1 respectivamente.
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5.2.2. FERMENTACION DE Pz 12 EN EL MEDIO HSH-FRUCTOSA 2,92
mM.

Dadas las bajas concentraciones de fructosa que se encontraron en las
muestras de nixtamal (0.022 g de fructosa / 100 g muestra seca), se creyo
conveniente utilizar una concentracion mayor (2.92 mM) para evitar problemas de
deteccion en la cuantificacion de carbohidratos y metabolitos. Ademas, al utilizar
dicha concentracion se tendrian condiciones de equimolaridad con la sacarosa y

la comparacion de resultados seria mas representativa.

5.2.21 Crecimiento, producciéon de metabolitos y consumo de
carbohidrato (Figura 6).

La fase lag de crecimiento se prolongd durante 12 horas. Dicho tiempo
marco el inicio de la fase exponencial de crecimiento, que se observo hasta fas 48
horas de fermentacion; dado que la fermentacion sélo se siguio durante ese lapso
de tiempo, no pudo detectarse la fase estacionaria de crecimiento.

Ei consumo de fructosa por el microorganismo siguid su patron de
crecimiento. Se detectaron metaboiitos (acidos lactico y acético) a las 24 horas de
incubacion e incluso a las 48 horas, cuando se detectd etanol. No se detectd
manitol.

Cuando Pz 12 crecid en concentraciones de fruclosa mayores a las
utilizadas en |a fermentacion anterior (5.54 y 11.09 mM), si se detecto la presencia

de manitol en las muestras, ver Tabla 12.
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Tabla 12. Fermentacion de diferentes concentraciones de fructosa por la cepa Pz
12.

Componente  Fructosa 2,92 mM Fructosa 554 MM  Fructosa 11.09 mM

24h 48 h 24 h 48 h 24 h 48h
Acido lactico 0.52 1.74 2.43 4.38 7.67 8.61
Acido acético| 0.55 1.06 0.83 1.08 1.59 1.74
Etanol 0 1.04 2.74 433 7.70 9.06
Manitol 0 0 0.85 0.82 1.27 1.25

5.2,2.2 Parametros de crecimiento

En la Tabla 19 se resumen los valores de la velocidad especifica de
crecimiento y ef rendimiento de sustrato de la fermentacion de fructosa en e!
medio HSH-fructosa 2.92 mM.

5.2,2.3 Balance de la fermentacion
En la Tabla 13 se muestra el balance de la fermentacion de fructosa por Pz

12 después de 48 horas de fermentacion.

Tabla 13. Balance de la fementacion de 2.92 mM de fructosa por Pz 12 después
de 48 h de incubacion,

Compuesto mM mM Valorde |Productos |Productos

carbono  oxidacion |oxidados  |reducidos
Fructosa 2.36 14.16 0
Lactato 1.74 5.22 0
Acetato 1.06 242 0
Etanol 1.05 2.1 -2 24
{CO* 1.74 1.74 +2 348

Carbono recuperado= mmol producto/mmol sustrato x 100
Oxidacion /Reduccién= Productos oxidados/productos reducidos
* Valor tedrico considerando ta fermentacion heteroldctica por bacterias lacticas.
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De acuerdo al balance realizado, el carbono recuperado fue de 79%, y la relacion
oxidacién/reduccion fue de 1.65. Los resultados anteriores sugieren que no existe
un balance entre el sustrato inicial y los productos obtenidos, pues el carbono
recuperado e€s mucho menor al esperado, y la relacion redox fué mayor a la
esperada.

Contrario al balance de la fermentacion de fructosa a baja concentracion,
los balances a concentraciones mayores muestran porcentajes mas cercanos a
los valores tedricos. La falta de congruencia entre los valores tedricos y los
obtenidos en el balance de la fermentacidn de fructosa a baja concentracion se

puede explicar porque no se detectd manitol (Tablas 14, ay b).

Tabla 14 a. Balance de la fermentacion de 5.54 mM de fructosa por Pz 12

después de 48 h de incubacion.

Compuesto mM mM Valorde |Productos |Produclos
carbono  |oxidacion | oxidados reducidos

Fructosa 5.22 31.32 0

Lactato 4.38 13.14 0

Acetato 1.0 2.0 0 )

Etanol 4.3 8.6 -2 8.6

Co,* 4.38 4.38 +2 8.8

Manito 0.82 4.92 -1 0.82

Carbono recuperado= mmol producto/mmol sustrato x 100 = 105.5%
Oxidacidn /Reduccidn= Productos oxidados/productos reducidos = 0.93
* Valor tedrico considerando la fermentacion heteroléctica por bacterias lacticas.
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Tabla 14 b. Balance de la fermentacion de 11 mM de fiuctosa por Pz 12 después
de 48 h de incubacion.

Compuesto miv mM Valorde |Productos |Productos
carbono  |oxidacion  joxidados reducidos

Fructosa 10.96 65.76 0

Lactato 8.6 258 ]

Acetato 1.74 3.48 0

Etanol 9.0 18.0 -2 18

co,* 86 8.6 +2 17.2

Manitol 1.25 7.5 -1 1.25

Carbono recuperado= mmol producto/mmuol sustrato x 100 = 96.38%

Qxidacion /Reduccion= Productos oxidados/producics reducidos = (.89
* Valor tedrico considerando la fermentacion heterolactica por bacterias tacticas.

5.2.2.4 Discusion de resultados.

Se ha reportado que la fermentacion de fructosa involucra la produccion de
manitol y de acetato, ademdas de lactato, etanol y CO. En este experimento se
espera que la fructosa sea utilizada como aceptor externo de electrones, por
medio de su reduccion a manitol:

Fructosa + NADH + HY @©-» manitol + NAD*

@ Manitol deshidragenasa.

Esta reaccion incrementa la produccién de ATP debido a que menaos acetil-P se
reduce a etanol para regenerar el NAD' requerido para continuar la fermentacion,
Por cada mol de acetil-P que no se reduce a etanal se forman dos moles de
manitol (Cogan y Jordan, 1934; Cogan, 1995).

En concordancia con los resultados de este experimento Busse (1961) y
Nuraida (1992a) indican que diversas cepas de Leuconostoc metabolizan la
fructosa a laclato, acetato, etanal y manitol. Atun cuando todas las cepas
estudiadas produjeron dichos metabolitos como se puede observar en la Tabla 15,
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las cantidades producidas fueron muy variables y sélo una pequeiia cantidad de

fructosa se utilizé como aceptor de electrones.

Tabla 15. Concentracion de los productos metabolicos finales (molimol de

fructosa) obtenidos de diversas cepas.

Sustrato Compuesto CEPAS
12291 * [NCDO 518 Pz 45 Pz 10
Fructosa Ac. lactico 06 0.6 09 0.6
Ac. acético 0.2 03 0.1 0.2
Etanol 0.4 0.3 0.7 0.3
Manitol 04 04 0.1 0.3
* Cepa estudiada por Busse (1961)

Las tres cepas restantes corresponden a los estudios realizados por Nuraida (1992),

Leuconostoc puede utilizar 1a fructosa como donador y como aceptor de
electrones. Si en el medio de crecimiento hay oxigeno disponible, es posible que
el microorganismo también lo utilice como aceptor de electrones. Dado que la
fermentacion se realizd en condiciones microaerofilicas donde se calcula que
exista una concentracion de oxigeno de 0.25 mM (calculado a partir del oxigeno
disuelto en agua a 30 ° C) (Perry, 1984), entonces el microorganismo estuvo en
presencia de dos aceptores de electrones, la fructosa y el oxigeno. Cuando Pz 12
crecio en et medio con fructosa a baja concentracién (2.9 mM), el microorganismo
crecié mas lentamente que a concentraciones mayores y no utilizé la fructosa
como aceptor de electrones.

Para establecer si existia una preferencia por el uso de aceptores de
electrones para la regeneracion del NAD*, Récken (1995) realizd fermentaciones
con cultivos iniciadores heterofermentativos de bacterias lacticas en masas acidas
de centeno, en las que habla oxigeno que se incorporaba durante el mezclado y
fructosa que es constituyente comun de la harina. Midid el manital acumulado

como un indicador cuantitativo de la reduccion de la fructosa, considerando que

60



se forman dos moles de manitol por mol de acetato y comprobo que durante las
primeras horas de la fermentacion se ulilizé al oxigeno como aceplor de
electrones dado que no se detectd manito} y que el pO2 disminuyt drasticamente
durante esas horas. Este compoitamiento cambio después de las primeras horas,
en las que se observd que se utilizd a la fructosa como aceptor de electrones
pues la refacion manitol/acetato se mantuvo constante después de la quinta hora,
lo que indicdé que la produccidn de acelato dependla totaimente de la
disponibilidad de fructosa como aceptlor de electrones.

Cabe mencionar que las proporciones de los metabolitos producidos fuaron
diferentes a bajas y a altas concentraciones de fructosa. En estas Gltimas se
observé una relacion lactato/etanol=1 y acético/manitol = 1. Moat (1995), Cogan
(1995), Adler-Nissen (1994) y Busse (1961) reportan una relacion acetato /manitol
=0.5, sin embargo, Nuraida (1992a) y Salou (1994) sugieren que esta relacion
podria ser préxima a 1.

A bajas concentraciones de fructosa no se produjo manitol, la retacion
lactato/acetato es diferente a 1, ya que se produjo mas acido laclico que etanol y
concenlraciones similares de acetato y etanol. Dado que no se produjo manitol,
podria pensarse que Pz 12 ufilizé la fructosa segiin lo reportado por Salou (1994)
para la fruclosa que no se reduce a manitol; sin embargo, solo coinciden la
relacion lactato/acetato (aproximadamente 1.5 en ambos casos), pues la relacion
lactato/etanol reporiada por el autor es casi el doble de Ja obtenida.

Los resultados obtenidos confirman el uso de la fiuctosa como donador y

aceptor de electrones atin en condiciones microaerofllicas.
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6.2.3 FERMENTACION DE Pz 12 EN EL MEDIO HSH-GLUCOSA 2.92
mM.

Para seleccionar la concentracion de glucosa del experimento, se
consideraron los mismos aspectos que en la fermentacion con fructosa. la
concentracion de glucosa utilizada fue 2.92 mM. La fermentacion se monitore6

durante 48 horas.

5.2.3.1 Crecimiento, produccion de metabolitos y consumo de sustrato
(Figura 7).

Las variaciones en el crecimiento del microorganismo no permitieron
establecer con claridad las diferentes etapas de su crecimiento. Asl mismo, se
observa que el consumo de glucosa inicid a la 5a. hora de fermentacion,
agotandose a las 48 horas. La produccion de acido lactico se inicié antes que la
del etanol, sin embargo, la concentracién final de éste Gltimo fue mayor. La
concentracion final de acido acético fue mucho menor que la de los metabolitos
anteriores; su produccion inicid tardiamente (10a. hora), manteniéndose casi

estable desde la 11a. hora y hasta el final de la fermentacion.

6.2.3.2 Parametros de crecimiento.

En la Tabla 19 se resumen los valores de la velocidad especifica de
crecimiento y el rendimiento de sustrato de la fermentacion de glucosa en el
medio HSH-glucosa 2.92 mM.

5,2.3.3 Balance de la fermentacion.

En la Tabla 16 se muestra el balance de ia fermentacion de glucosa por Pz
12 después de 48 horas de incubacion.
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Tabla 16. Balance de la fermentacion de 2.92 mM de glucosa por Pz 12, después

de 48 horas de incubacion.

Compuesto mM mM Valorde |Productos |Productos
carbono  joxidacion  {oxidados reducidos

Glucosa 2.92 17.62 0

Lactato 2.57 7.71 0

Acetato 0.55 1.10 0

Etanol 2.84 5.68 -2 568

co,* 2.92 2.92 +2 5.84

Carbono recuperado= mmoal producto/mmol sustrato x 100
Oxidacion /Reduccion= Productos oxidados/praductos reducidos
* Valor tearico considerando la fermentacién heteroldctica por bacterias facticas.

De acuerdo al balance realizado, el carbono recuperado fue de 99.37%, y
la relacion oxidacionfreduccion fue de 1.02. Existe un balance adecuado entre el
carbono utilizado como sustrato y el recuperadoe en los productos; la relacion

oxido-reduccion coincidio con el valor teorico.

§.2,3.4 Discusion de resultados.

Condon (1987) establece que los productos metahdlicos de la fermentacion
anaerobia en glucosa por Leuconostoc son principalmente lactato, etanol y CO,, y
que durante el crecimiento aerobio se produce acetato en lugar de etanol. Las
condiciones de las fermentacion de glucosa por Pz 12 {ueron intermedias entre
aerobiosis y anaerobiosis. Ello provocd gque los metabolitos producidos no
coincidieran con lo reportado por Condon (1987) ni por Nuraida (1892b).

De acuerdo con la velocidad especifica de crecimiento, Pz 12 crecié mas
rapido en glucosa que en fructosé, lo que confirma los resultados de Gobbetti
(1994).

De acuerdo con Perry (1984) se calculo una concenfraciéon de oxigeno en
el medio de crecimiento de 0.25 mM a 30 ° C, lo que explica que se haya

producido una baja concentracion de acido acético en relacion al etanol. Segn o
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anterior, el poco oxigeno disponible lo ulilizd durante las primeras horas como
aceplor de electrones, dado que en ese tiempo se incrementd ta concentracion de
acetato hasta Hegar a un nivel muy similar desde la 11a. hasta la 48a. hora de
fermentacién. £l que se haya mantenido constante la produccion de acetato
desde la 11a. hora sugiere que el oxigeno dispenible se utilizd como aceplor de
electrones hasta que se agoté. De hecho, la concentracion de acido acético
producida es mayor a la que se hubiera esperado por el uso del oxlgeno como
aceptor de electrones.

Los resultados obtenidos de la fermentacion realizada confirman el efecto
de |a presencia de oxigeno, aun en concentraciones bajas de las condiciones
microaerobias, en la desviacion del melabolismo de carbohidratos de

Leuconostoc.
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6§24 FERMENTACION DE Pz 12 EN EL MEDIO HSH-
GLUCOSA+FRUCTOSA 2.92 mM,

Una vez comprobado que el crecimiento de Pz 12 se vio afectado por el
carbohidrato a metabolizar, y que Pz 12 vid disminuido su crecimierito en
presencia de los monosacaridos glucosa y fructosa, se estudiéd la mezcla de
ambos cathohidratos para tratar de entender como la bacteria metaboliza la
sacarosa.

El medio utilizado para esta fermentacion contenla una concentracion
equimalar de ambos carbohidratos (2.92 mM de glucosa y 2.92 mM de fructosa):

la fermentacion se monitored durante 48 horas

56.2.4.1 Crecimiento de la cepa, consumo de sustratos y produccion de
metabolitos (Figura 8).

El crecimiento exponencial de Pz 12 se presento a parlir de la 3a. hora,
aunque entre la 6a. y 9a. horas de la fermentacion se presentaron variaciones en
el crecimiento. El crecimiento se mantuvo en aumento hasta las 48 horas, aunque
en forma menos acelerada.

El nivel original de fructosa se mantuva con poca variacion hasta las 12
horas de fermentacion. Desde ese tiempo y hasta las 48 horas disminuy6 pero no
se agotd. En cambio, la concentracion de glucosa disminuyd desde la Sa. hora,
agotandose en el intervalo entre 25 y 48 horas de fermentacion.

El patron de produccion de metabolitos fue muy similar al de sacarosa,

exceplo que en este caso ho se detectd manitol.

6.2.4.2 Parametros de crecimiento,

a) Velocidad especlfica de crecimiento.

Se calcularon dos velocidades especificas de crecimiento, una para
glucosa (pgwcesa, considerando las horas 10, 11y 12) y ofra para la mezcla glucosa
+ fructosa (jglucosa+iuctosa, considerando las horas 12, 24 y 48).

M ghcosa= 0.17 h",

66



<N

Concentraciéon de sustrato y metabolitos (mM)

w

n

S
—

i
5
............... g
-~ -~
o - P
-
-
Fa ;F .................
/
.............................
N
.
~
S Jp—
Ny oo
N
...........
.
N
o
N
e
e, ———
e

5 10 15 20 25 30 35 40 45

Tiempo (horas)

o
—
(o7}

Crecimiento (Densidad 6ptica 600 nm)

o
o
G

Figura 8. Fermentacién de glucosa+fructosa por la cepa Pz 12 en condiciones

microaerofilicas. (Ver apéndice Il). - Densidad dptica; -.- glucosa; -i- fructosa;

-a- Acido lactico; +¢ Acido acético; - Etanol.

67



} glucosathuctosa = 0.014 W' '

5.2.4.3 Balance de la fermentacion,
En la Tabla 17 se muestra el balance de la fermentacion de

glucosa+fructosa por Pz 12 después de 48 horas de incubacion:

Tabla 17. Balance de la fermentacion de 2.92 mM de glucosa+fructosa por Pz 12
después de 48 horas de incubacién.

Compuesto mM mM Valorde |{Productos |Productos
carbono  |oxidacion |oxidados |reducidos

Glucosa 2.90 17.4 0

Fructosa 248 14.88 0

Lactato 4.25 12.75 0

Acetato 1.25 25 0

Etanol 475 9.5 -2 9.5

co,* 4.25 425 +2 8.5

Carbono recuperado= mmol producto/mmol sustrato x 100
Oxidacion /Reduccion= Productos oxidados/productoes reducidos
* Valor tedrico considerando |a fermentacion heterolactica por baclerias lacticas.

El carbono recuperado fue 111%, y la relacion 6xido-reduccion de 0.89,

5.2.4.4 Discusion de resultados.

De acuerdo con Nuraida (1992a), el metabolismo anaerobio de la mezcla
glucosa+ructosa por Leuconostoc produciria acido lactico, acido acético, etanol y
manitol. Aun cuando se esperaba que Pz 12 tuviera un comportamiento similar at
reportado, no se abtuvo el mismo patrén de metabolitos producidos, pues no se
produjo manitol. Sin embargo, es necesarlo considerar que las condiciones de la
fermentacion no fueron las mismas a las reportadas, pues a diferencia de la de
Nuraida, en la fermentacién realizada es posible que hubiera oxigeno en el medio

aunque en bajas concentraciones. Podria pensarse que al igual que en la
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fermentacion de fructosa por Pz 12, la ausencia de manitol pudo deberse al
escaso crecimiento del microorganismo. Es importante hacer notar que, contrario
a lo esperado, la fermentacion realizada tampoco se comportd igual que la
fermentacion de sacarosa.

L.a velocidad especifica de crecimiento de la mezcla glucosa+fructosa fue
significativamente menor que en sacarosa, lo que indica que Pz 12 crecio mas
rapido en presencia de sacarosa que en sus monosacaridos correspondientes.
Ademds, la velocidad especifica de crecimiento fué mayor que fa de la mezcla
glucosatfructosa cuando Pz 12 crecio6 solo en glucosa y en fructosa. De acuerdo
con Rodriguez (1994), Leuconostoc oenos crecié a mayor velocidad en un medio
(sin condiciones controladas de oxigeno) con glucosa+fructosa que con cada
carbohidrato por separado, fa glucosa y la fructosa se consumieron al mismo
tiempo, y el 83% de la fructosa consumida se redujo a manital, por lo que los
resultados de este experimento nio coinciden con lo reportado por el autor.

Los resultados de la fermentacion coinciden con fo reportado por Nuraida
(1992a) quien sugiere que diversas cepas de Leuconostoc mesenteroides
prefieren a la glucosa sobre la fructosa cuando crecen en una mezcla con ambos
carbohidratos y que sdlo una pequefia parte de la fructosa se utiliza como aceptor
de electrones. Sin embargo, al autor no le fue posible predecir la proporcion de
fructosa que se reduce.

De acuerdo a o anterior, es posible que Pz 12 vea favorecido su
crecimiento en presencia de sacarosa que en los monosacaridos
glucosa+fructosa, pues en el primer caso inicia utlizando la glucosa y gran parte
de la fructosa hidrolizada, lo que no sucede en el segundo caso, pues aunque la

glucosa se utiliza inmediatamente, el consumo de fructosa se inicia a las 12 horas.
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525 FERMENTACION DE Pz 12 EN EL MEDIO HSH
SACARQSA+FRUCTOSA 2.92 mM.

Conocido ya el efecto de la sacarosa en el crecimiento de Pz 12 y el uso de
la fructosa como aceptor alternativo de electrones, se realizd una fermentacion
con la mezcla de ambos carbohidratos para establecer si fa cepa era capaz de
utilizar la sacarosa y la fructosa simultdneamente, el primer carbohidrato para
crecer y el segundo como aceptor de electrones dadas las bajas concentraciones
de oxigeno del medio.

Se uso una concentracion equimolar 2.92 mM de sacarosa y fructosa.

§.2.5.1 Crecimiento, consumo de sustrato y produccion de metabolitos
(Figura 9).

La fase exponencial de crecimiento del microorganismo se efectué entre la
6a. y la 12a. horas de fermentacidn, mientras que entre la 12a. y la 24a. horas no
se observaron grandes diferencias, lo que indicd la fase estacionaria de
crecimiento.

El consumo de la sacarosa inici6 desde las primeras horas de
fermentacién, con una caida notable entre la 6a. y la 12a. hora de fermentacién
cuando practicamente se agotd el sustrato. Lo anterior no sucedié con 1a fructosa,
pues mantuvo su concentracion inicial hasta la 6a. hora de fermentacion y a partir
de ese momento dicha concentracion disiminuy6 en forma gradual, alcanzando su
minimo a las 24 horas, pero sin agotarse.

En cuanto a los metabolitos, se vié que al igual que en la fermentacion con
sacarosa, se produjeron altas concentraciones equimolares de acido lactico y

etanol, comparadas con las obtenidas de acido acético y de manitol.

5.2.5.2 Parametros de crecimiento,
a) Velocidad especifica de crecimiento.
El calculo de la velocidad especlfica de crecimiento se realiz6 en la zona

comprendida entre las 6 y 12 horas, y dado que los muestreos se hicieron a
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intervalos de 6 horas, solo se consideraron dos puntos para obtener la linea, lo
cual pudo significar una fuente de error. l.a velocidad especifica de crecimiento
fuep=0211h".

5.2.5.3 Balance de la fermentacion.
En la Tabla 18 se muestra el balance de la fermentacion de

sacarosa+fructosa por Pz 12 después de 24 horas de incubacion.

Tabla 18. Balance de la fermentacion de 2.92 mM de sacarosa+fructosa por Pz 12

después de 24 horas de incubacion.

Compuesto mM mM Valorde |Productos [Productos
carbono  |oxidacién |oxidados  |reducidos

Sacarosa 277 33.24 0

Fructosa 2.08 1248 0

Lactato 6.2 18.6 0

Acetato 1.35 2.70 0

Etanol 6.22 12.44 -2 12.44

COo,* 6.83 6.83 +2 13.66

Manitol 0.78 4.76 -1 0.79

Carbono recuperado = mmoal producto/mmol sustrato x 100
Oxidacion /Reduccion = Productos oxidados/productos reducidos
* Valor tedrico considerando la fermentacion heterolactica por bacterias lcticas.

E! balance de la fermentacion mostro que se recuperd el 99.2% del

carbono, y que la relacion oxido-reduccion fue de 1.03.

5.2.5.4 Discuslon de resuitados.

De acuerdo con la concentracion de manitol detectada, solo un 16% de la
fructosa total (del monosacdrido adicionado y la proveniente de la sacarosa), se
redujo a manitol, por lo que se considera que el resto de la fructosa siguit la ruta

fosfocetolasa. Considerando lo anterior y el hecho de que en la fermentacion de
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sacarosa bajo condiciones microaerofilicas se redujo el 25 % de la fructosa, se
puede decir que ¢l aumento en la concentracion de fructosa en el medio de
crecimiento no incrementa la proporcion de fructosa a reducirse.

Esta fermentacion guardd similitudes con la de sacarosa, como fué la
relacion acético/manitol producido y la fructosa remanente.

De acuerdo con las velocidades especificas de crecimiento, Pz 12 crecid
mas rapido en sacarosa que en un medio con sacarosatfructosa.

El inicio del metabolismo de sacarosa antes que el de fructosa no coincide
con lo reportado por Rodriguez (1994), que sugiere la preferencia de diversas
cepas de lLeuconostoc oenos por glucosa o fructosa antes que la sacarosa.
Seguramente el nicho ecoldgico del cual provienen las cepas de Leuconosloc les
confiere ciertas aptitudes y preferencias para un sustrato dado. En productos
vegetales fermentados, las bacterias lacticas tienen como sustrato a fa glucosa,
fructosa y sacarosa, por lo que la mayoria de ellas pueden metabolizarlos con
facilidad (Daeschel y col. 1987). En el jugo de uva se encuentran presentes los
mismos carbohidratos, y el hecho de que Leuconostoc oenos prefiera la fructosa
antes que la sacarosa puede deberse a la relacion de concentraciones de los

mismos, segun lo reportado por Rodriguez y Manca de Nadra (1994).
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5.2.6 EVALUACION DE LOS SUSTRATOS UTILIZADOS POR LA CEPA
Pz 12 (GLUCOSA, FRUCTOSA Y SACAROSA).

La evaluacion de los sustratos utilizados se realizd comparando las
velocidades especificas de crecimiento, los rendimientos, los cocientes
metabalicos y la productividad del sustrato en cuestian, tal como se abserva en la
Tabla 18. En todos los casos, las fermentaciones se realizaron hajo condiciones
microaerobias y con una concentracion de sustrato de 2.92 mM. En todas la
fermentaciones realizadas bajo condiciones microaerofilicas se tuvé un pH final en

elrango 6.13 a 6.6.

Tabla 19. Efecto de los sustratos utilizados por Pz 12 en los parametros de

crecimiento bajo condiciones micreaerofilicas.

Parametro de Glucosa Fructosa Sacarosa
crecimiento 2.92mM 2.92 mM 2.92mM
X 0.056 0.052 0.109
(g célulasil)
Y 0.21 0.06 0.351
Y 0.106 0.121 0.117
(9 células / g sustrato)
q 1.98 0.495 3
(g suslrato/g células-h)
P 0.00116 0.0011 0.0045
(g célutas /L h)

Respecto a las velocidades especificas de crecimiento, es claro que Pz 12
crecid mas rapido en sacarosa y que el crecimiento en fructosa fue el mas lento.

Dado que los rendimientos de las fermentaciones se calcularon al término
de la fase logaritmica y que no se observaron diferencias en los valores obtenidos
con los diferentes sustratos, se graficaron los rendimientos celulares a diferentes
conversiones de los sustratos utilizados (excepto fructosa, ya que mostrd escaso

crecimiento durante las primeras horas de fermentacion) (Figura 10). De esa
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figura se puede ver que aun cuando los rendimientos celulares de la glucosa
fueron ligeramente mayofes que los de sacarosa a bajos niveles de conversidn de
sustrato, conforme aumento la conversion se invirtieron los papeles hasta
igualarse en la maxima conversion de sustrato. Dado que los rendimientos de
biomasa fueron similares a diferentes conversiones con ambos carbohidratos, se
puede decir que Pz 12 no desvia su metabolismo cuando crece en presencia de
sacarosa, aungque es necesario considerar que los rendimientos estan referidos a
peso en gramos y no a moles del carbohidrato,

Los datos mostrados respecto a los cocientes metabdlicos muestran
claramente que Pz 12 metaboliza con mayor eficiencia a la sacarosa con respecto
a la glucosa y la fructosa, y que la fructosa es el carbohidrato que se metaboliza
con menor eficiencia, considerando que con la misma biomasa se metaboliza mas
sacarosa que fructosa en un tiempo dado.

Aun cuando la productividad celular fue muy similar para la fermentacion de
glucosa y fructosa, se observa un incremento en este parametro cuando el
microorganismo crecié en presencia de sacarosa.

Después de analizar los parametros anteriores, es claro que para Pz 12 la
sacarosa es el mejor sustrato con respecto a la glucosa y la fructosa. Dado que la
sacarosa es el principal carbohidrato soluble del nixtamal y por lo tanto el mas
disponible, seguramente Pz 12 adapta su metabolismo para el aprovechamiento
eficiente de dicho carbohidrate. Desconocemos con precision si esto tiene una
explicacion fisiologica. Por ejemplo, se podria pensar que la sacarosa es
transportada al interior de la célula en forma mas eficiente. Sin embargo, esto

estaria claramente por probarse.
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5.3, EFECTQ DEL OXIGENQ EN EL METABOLISMO DE SACARQSA POR LA
CEPA Pz 12.

En la literatura existen evidencias que seialan al oxigeno como un factor
importante en el metabolismo de carbohidratos de algunas especies de bacterias
lacticas, en especial de Leuconostoc.

De acuerdo con Cogan y Jordan (1994) cietas bacterias lacticas,
incluyendo Leuconostoc, metabolizan el oxigeno hasta O.-2, peréxido de
hidrégeno o agua en presencia de un sustrato oxidable. La mayoria de los
Leuconostoc se comportan como aerobios, ya que crecen mas rapido en
presencia de oxigeno, producen (mas biomasa y acetato, y menos etanol a partir
de la fermentacion det carbohidrato.

Dado que la fermentacion del pozol se fleva a cabo en un sustrato
seisdlido donde es de esperarse la presencia de zonas con diferentes niveles de
oxlgeno, se considera que el oxigeno es un factor importante en el metabolismo
de la cepa de estudio.

Para evaluar el efecto del oxigeno en el metabolismo de carbohidratos de
dicha cepa, se realizaron dos experimentos, uno con una concentracion ata de
oxigeno obtenida por la agitacion vigorosa de un lecho de espesor reducido del
medio HSH en un volumen grande de espacio de cabeza, y olro a fa menor

concentracion posible de oxigeno logrado mediante la saturacion del medio y del
espacio de cabeza con nitrogeno.
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5.3.1 FERMENTACION AEROBIA DE SACAROSA POR LA CEPA Pz 12.

5.3.1.1 Crecimiento, produccion de metabolitos y consumo de
carbohidratos (Figura 11).

Las cuatro primeras horas de la fermentacion se caracterizaron por no
mostrar aumentos en el crecimiento. A partir de la 5a. y hasta la 9a. horas de
fermentacion existid un aumento continuo y uniforme en el crecimiento de la cepa.
De la hora 10 a la 12 todavia hubo aumento en el crecimiento, pero sin fa
tendencia acelerada de las horas anteriores. Claramente puede verse que el
crecimiento se mantuvo casi constante de fas 12 a las 24 horas de fermentacian.

Se observo una disminucion gradual en la concentracion de sacarosa de la
5a. a 1a 12a. horas, tiempo que coincidié con el agotamiento del sustrato. De la
2a. a la 12a. horas se observd un incremento gradual pero no acelerado en la
concentracion de fructosa. En ningun momento de la fermentacion se detectd
glucosa libre.

Se observo un comportamiento similar en la produccion de acido lactico y
acético, Aproximadamente a la 5a. hora inici6 la deteccion de dichos metabolitos,
y se mantuvo en ascenso hasta las 24 horas. Se ohtuvieron concentraciones
equimolares de acido lactico y acético en cada punto de la fermentacion.

Ala 11a. hora de iniciada la fermentacion se detecté la presencia de etanol
en las muestras, dicha produccién se observo también a las 12 y 24 horas. Es
importante mencionar que las concentraciones de etanol detectadas fueron muy

bajas en comparacian con las obtenidas para el acido lactico y acético.
5.3.1.2 Parametros de crecimiento.

Los pardametros de crecimiento de Pz 12 en presencia de sacarosa bajo

condiciones aerobias se muestran en la Tabla 22.
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6.3.1.3 Balance de la fermentacion.
En la Tabla 20 se muestra el balance de la fermentacion de sacarosa por
Pz 12 bajo condiciones aerobias de crecimiento, después de 24 horas de

incubacion, la concentracion inicial de sacarosa fué 2.92 mM.

Tabla 20, Balance de la fermentacion de 2.92 mM de sacarosa por Pz 12 en

condiciones aerobias.

Compuesto mM mM Valorde |Productos |{Productos
carbono  |oxidacion  |oxidados reducidos

Sacarosa

glucosa 2.92 17.52 0

fructosa 2.65 15.91 0

Lactato 474 14.22 ]

Acetato 5.24 10.48 ¢

Etanol 0.79 1.58 -2 1.58

CO,* 4.74 4.74 +2 9.48

Carbono recuperado= mmol producto/mmol sustrato x 100
Oxidacion /Reduccién= Productos oxidados/productos reducidos
* Valor tedrico considerando la fermentacion heterolactica por bacterias lacticas.

De acuerdo con los resultados de la Tabla anterior, se recuperd 93% de
carbono y se tuvo una relacién de oxido-reduccion de 6.

5.3.1.4 Discusion de resultados.

No se tienen reportes del metabolismao de sacarosa por Leuconostoc bajo
condiciones aerobias, sin embargo, el patrén de metabolitos obtenidos en la
fermentacion realizada coincidio con lo reportado por Condon (1987) y Nuraida
(1992b) para el metabolismo aerobio de la glucosa, lo que podria sugerir un
metabolismo similar.
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En condiciones aerobias no aumentd la velocidad especifica de
crecimiento, comparado con su crecimiento en condiciones microaerobias, aunque
Condon (1987) indica lo contrario.

La presencia de etanol en la fermentacion coincide con lo reportado por
Lucey (1986) y Plihon (1935) quienes indican que si hay produccidn de etano!

durante el crecimiento aerobio de cepas de Leuconostoc.
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5.3.2 FERMENTACION ANAEROBIA DE SACAROSA POR LA CEPA Pz
12.

5.3.2.1 Crecimiento de la cepa, consumo de sustrato y produccion de
metabolitos (Figura 12).

De la 5a. y hasta la 12a. horas el crecimiento aumenté gradualmente, sin
embargo, la fase log del crecimiento de la cepa solo se observo de la 7a. a la 10a.
hora de fermentacion. Entre las 12 y 24 horas no se observé aumento en el
crecimiento.

El consumo del sustrato (sacarosa) coincidid con el crecimiento, pues
durante las 5 primeras horas de la fermentacion practicamente no disminuy6 el
nivel de sacarosa en el medio. A partir de la 6a. y hasta la 12a. horas se observé
una disminucion paulatina en la concentracion de sacarosa hasta que se agotd a
las 24 horas. Desde el inicio de la fermentacion se detectaron pequefias
concentraciones de fructosa en el medio y se mantuvo en aumente con respecto
al tiempo, alcanzando su concentracidn maxima a las 12 horas de fermentacidn,
aunque disminuyd en las muestras de 24 horas.

La produccién de acido lactico y etanol coincidié con el inicio del
crecimiento acelerado de la cepa. Durante las 12 primeras horas de la
fermentacion no coincidieron la concentracion de acido lactico y etanol
producidos; esto sdlo sucedid en la etapa final del crecimiento (24 horas) en la
que se obtuvieron concentraciones equimolares aproximadas de dichos
metabolitos. Desde la 8a. hora de fermentacion que se detectd la presencia de
acido acético en el medio. Dicha concentracion se incrementd hasta el final de la
misma. Cabe hacer notar que en general la proporcién de acido acético producido
en cada tiempo fué de 1:10 con respecto al etanol. La produccidn de manitol
también coincidié con el inicio del crecimiento de la cepa, y se observd un
aumento gradual durante el transcurso de la fermentacion, la concentracion final

de manito! producido fue muy baja en relacién al acido lactico y etanol.
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5.3.2.2 Parametros de crecimiento.
En la Tabla 22 se resumen los parametros de crecimiento en sacarosa de

la cepa Pz 12 en condiciones anaerobias.

5.3.2.3 Balance de la fermentacion.
En la Tabla 21 se presenta el balance de la fermentacion de sacarosa por
Pz 12 en condiciones anaerobias de crecimiento después de 24 horas de

incubacion.

Tabla 21. Balance de la fermentacion de 2.92 mM de sacarosa por Pz 12 en

condiciones anaerchias.

Compuesto mM mM Valorde [Productos |Produclos
carbono  |oxidacion  |oxidados  {reducidos

Sacarosa

glucosa 2.85 171 0

fructosa 2.58 15.49 0

Laclalo 4.14 12.42 0

Acelato 0.53 1.06 0

Etanol 3.9 7.8 -2 7.8

co,* 414 414 +2 8.28

Manitol 0.59 3.54 -1 0.59

Carbono recuperado= mmol producto/mmo! sustrato x 100
Oxidacion /Reduccion= Productos oxidados/productos reducidos

* Valor tedrico considerando la fermentacion heterolactica por bacterias lacticas.
El porcentaje de carbono recuperado fué de 88% y la relacion oxido-
reduccion de 0.99.

5.3.2.4 Discusion de resultados,

De acuerdo con Nuraida (1992a), diversas cepas de Leuconostoc

melabolizan la sacarosa bajo condiciones anaerobias para producir acido lactico,
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acido acético, etanol, manitol y fruclosa. Aun cuando el autor reporta
concentraciones variables de los metabolitos anteriores de acuerdo a la cepa de
estudio, en general las concentraciones de &cido lactico y etanol no son
equimolares y la concentracion de acido acético y manitol son considerablemente
elevadas, comparadas con las obienidas en este estudio.

lLas allas concenlraciones de etanol detectadas coincidieron con las
obtenidas por Cogan y Jordan (1994) y Nuraida (1992a). las allas
concentraciones de manitol y acido acético encontradas por Nuraida (1992a)
pudieron ser causadas por la variabilidad entre cepas, por lo que seria nmuy
interesante y de gran importancia conocer los factores que determinan la
proporcion de fructosa a reducirse, como ejemplo, determinar la posibilidad de
inhibicién o represion de la manitol deshidrogenasa por presencia de manitol u
otro metabalito producido durante el crecimiento de Leuconostoc.

De acuerdo alos resultados anteriores, durante el crecimiento anaerobio de
sacarosa Pz 12 reduce el 23 % de la fructosa presente comparado con un 25 %

que se reduce en la fermentacion de sacarosa en condiciones microaerofilicas.
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5.3.3 EFECTO DE LOS NIVELES DE OXIGENO EN LOS PARAMETROS
DE CRECIMIENTO DE Pz 12,

£l efecto de los niveles de oxigeno en el crecimiento de Pz 12 se realizo
comparando las velocidades especificas de crecimiento, los rendimientos
celulares, los cocientes metaholicos y las productividades obtenidas bajo las
diferentes condiciones de cultivo de acuerdo con los resultados mostrados en la
Tabla 22. En ambas fermentaciones el pH final alcanzado fue en el rango de 6.05
ag.Jd.

Tabla 22. Efecto de los niveles de oxigeno en los parametros de crecimiento de la

cepa Pz 12 en el medio HSHH-sacarosa 2.92 mi.

Parametro de Anaerobiosis Microaerobiosis Aerobiosis
crecimiento
X 0.104 0.109 0.178
(g células /L)
TR 0.301 0.351 0.355
Y 0.106 0117 0.179
(gcélulas /g susua(o)
q 2.83 3 198
(g sustrato / g célutas-h)
P 0.0043 0.0045 0.0074
(g células/ L h)

De la Tabla anterior, es claro que no existen diferencias entre fas
velocidades especlificas de crecimiento, per lo que se sugiere que el oxigeno no
es un faclor determinante en ese pardmetro.

Al término de las fermentaciones evaluadas, el mayar rendimiento celular
se logré en condiciones aerobias, sin embargo, dado que el rendimiento en
microaerobiosis y anaerobiosis fue similar, se graficaron los rendimientos

obtenidos bajo las diferentes condiciones de cultivo vs. las conversiones de
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sustiato con el fin de comparar los rendimientos logrados durante fa fermentacion
y no solo en un punto de la misma (Figura 13). De esa figura puede verse que la
aerobiosis favorece los rendimientos logrados en todos los niveles de conversion
de sustrato, aun cuando tienden a disminuir conforme aumenta !a conversion
Contrario a lo esperado, los rendimientos celulares en condiciones anaerobias
empiezan siendo mayores que en microaeobiosis, sin embargo, al aurnentar fa
conversion tienden a igualarse y permanecen con esa tendencia hasla fa
conversion maxima. De acuerdo a lo anterior, el oxigeno si favorece los
rendimientos celulares logrados.

Nuraida {1992b) y Condon (1987) obtuvieron rendimientos celulares
semejantes cuando realizaron fermentaciones anaerobias de glucosa por diversas
cepas de Leuconostoe, sin embargo esto no sucedio bajo condiciones aerobias,
ya que Condon observo que los rendimientos celulares aumentaron 2.5 veces al
pasar de condiciones anaerobias a aerobias, mientras que Nuraida solo notd un
aumento de 1.5 veces. Este Ultimo autor sugiere que la disminucion de los
rendimientos obtenidos se debe al uso de un medio quimicamente definido
contratio a Condon que ulilizé un medio complejo.

No existen evidencias del efecto del oxigeno en el crecimiento de
Leuconostoc en sacarosa por lo que se compard con la informacion disponible
que es sdlo para glucosa.

Los resullados mostrados en la Tabla 26 indican que los rendimientos
celulares del crecimiento de Leuconostoc en sacarosa no coinciden con lo
reportado por Condon {1987), pero sf con lo reporiado por Nuraida (1992b) para el
crecimiento de Leuconosfoc en glucosa por lo que seguramente el medio quimico
definido imprime caracteristicas especiales al crecimiento de Pz 12

Parece que las condiciones de mayor presencia de oxigeno no favorecen el
~ cociente metabolico de Pz 12 en presencia de sacarosa.

Las productividades celulares obtenidas muestran un efecto claro de las
condiciones de cultivo. Aun cuando practicamente no existié diferencia entre las

productividades obtenidas bajo condiciones anaerobias y microaerobias si se
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observd un cambio cuando el microotganismo crecid en condiciones aerabias

dado que la productividad casi se duplicd.
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Figura 13. Efecto de las condiciones de oxigeno en los rendimientos celulares
logrados por la cepa Pz 12.
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CAPITULQ VI. CONCLUSIONES

1.- En un medio con sacarosa, en condiciones de Imicroaerobiosis,
Leuconastoc sp. Pz 12 consume inmediatamente 1a glucosa y utiliza la fructosa
como aceptor y como donador de electrones, sin agotarla.

Los productos de su metabolismo son: acido lactico, acido acético, etanol y

manitol.

2.- La velocidad especifica de crecimiento de la cepa fue mayor en
sacarosa que en glucosa, en fructosa y aun que en una mezcla de glucosa y

fructosa.

3.- De lo anterior se desprende la importancia de la presencia de sacarosa
en la masa de nixtamal para su acidificacion rapida por cepas de Leuconostoc. En
este trabajo Leuconostac Pz 12 produjd 0.13 g de acido lactico / 100 ml. de medio
a partir de 0.4 g de sacarosa / 100 mL de medio. No es posible entonces que
Unicamente a partir de |a concentracion de sacarosa del nixtamal (0.1 - 0.4 g/ 100
g de masa seca) Leuconostoc Pz 12 haya podido producir una acidez titulable de
0.55 g de acido lactico / 100 g de materia humeda reportada por Wacher (1995)
en una fermentacion de masa de nixtamal estéril inoculada con una cepa de

Leuconostoc no amilailtica.

4.- En un medio con una mezcla de glucosa y fructosa, se consume
preferentemente la glucosa sin agotar la fructosa. No mejord el rendimiento celular
ni aumentd la proporcion de fructosa como aceptor de electrones en un medio con

sacarosa+{ructosa.

5~ Los metabolitos producidos a partir de glucosa, fructosa, sacarosa y

mezclas de ellos en condiciones microaerobias son basicamente los mismaos:
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dcido lactico, acido acético y etanol, excepto cuando hay fructosa pues ademas
de los anteriores, se produce manitol.

6.- Existe uh efecto marcado de la presencia o ausencia del oxigeno sohre
el metabolismo de la sacarosa, como se ha reportado para la glucosa: en
presencia de oxlgeno aumenta el rendimiento celular, sin afectar la velocidad
especlfica de crecimiento; se produce acetato en vez de etanol y no se afecta la
produccion de lactato.
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APENDICE I

IMPLEMENTACION DE UNA METODOLOGIA PARA LA
CUANTIFICACION ENZIMATICA DE GLUCOSA, FRUCTOSA, SACAROSA Y
MALTOSA, TOMANDO COMQO MODELO EL SISTEMA ENZIMATICO
COMERCIAL.

Se establecid una técnica para la cuantificacion enzimatica de glucosa,
fructosa, sacarosa y maltosa, con el mismo fundamento que los sistemas
Boehringer Mannheim. La serie de pasos realizados para llegar a la

implementacion de la metodologia se presentan en el presente apéndice.

1.- Fundamento de la determinacion,

El sistema se basa en la cuantificacion espectrofotométrica (340 nin) dei
NADPH formado a partir de glucosa-6-P medlante la reaccion dos de la Tabla 23.
La glucosa y la fructosa se convierten en glucosa-6-P mediante las reacciones 1,
3y 4, respectivamente.

La maltosa y la sacarosa se hidrolizan (reacciones 5, 6 y 7) para convertir
posteriormente la glucosa en glucosa-8-P mediante la reaccién uno. De esta
manera, se forma un mol de NADPH por cada mol de glucosa, fructosa, sacarosa

y por cada medio mol de maltosa; lo que permite cuantificar dichos carbohidratos.
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Tabla 23. Reacciones enzimdticas para la cuantificacion de glucosa, fructosa,

sacarosa y maltosa mediante los sistemas Boehringer Mannheim.

A) Determinacion de D-glucosa antes de la inversion:
1) D-glucosa +ATP - Glucosa-6-P + ADP
2) Glucosa-6-P + NADP = Gluconato-6-P + NADPH + H

B) Deteminacion de D-fructosa:
3) D-fructosa + ATP = Fructosa-6-P + ADP
4) Fructosa-6-P - Glucosa-6-P

C) Hidrdlisis enzimatica:
5) Maltosa + HpO0 =¥ 2-D-glucosa
6) Sacarosa + HpO =» D-glucosa + D-fructosa

7) Sacarosa + H20 - D-glucosa + D-fruclosa

Lista de Enzimas que catalizan las reacciones antes sefialadas (El nimero
de la enzima corresponde al nimero de fa que reaccién que catalizan)

1y 3.- Hexocinasa

2.- Glucosa-6-P-Deshidrogenasa

4.- Fosfoglucosa isomerasa

5y6.- a -Glucosidasa

7.- p -Fructosidasa

2.- Materiales y métodos.

2.1 Preparacién de la solucion buffer/coenzimas ATP-NADP. (Buifer Il).

Dicha solucion se prepard con los siguientes reactivos y concentraciones:
Trietanolamina 0.8 M, MgSQO4 .7Ho0 23 mM, NADP 3 mM, ATP 9.4 mM. El pH se
ajusto a 7.6. (Todos los reactivos fueron Sigma, excepto la trietanolamina que fue
Meick).
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2.2 Evaluacion de la efectividad de las soluciones enzimaticas
preparadas.

Para evaluar la efectividad de cada una de las soluciones enzimaticas se
utilizaron soluciones estandar de glucosa, fructosa, sacarosa y mallosa, segin la
enzima a evaluar (todos los carbohidratos utilizados fueron Sigma. En el caso de

la maltosa, ademas se utilizé Merck).

2.3 Preparacldn de soluciones enzimaticas.

2.3.1 Solucion PGl (Sigma P5381)(Sol. 1)) : La enzima se diluy6é con
sulfato de amonio 3.2M para tener una solucién con 700 U/ml.

2.3.2 Mezcla HKIG-6-PDH (Sigma-HE800 y G-6378 respectivamente)
{Sol. ) : La solucién enzimatica consistio de 290 U/ml de hexocinasa y 145 U/ml
de G-6-PDH, utilizando sulfato de amonio como diluyente.

2.3.3 Solucion p-fructosidasa (Sigma 1-9253): Solucidn enzimatica con
720 U/10 ml de buffer de acetatos 0.1 M pH 4.6.

2,3.4 Solucion a-glucosidasa (Sigma G-7256): La enzima se diluyd en
sulfato de amonio 3.2 M, para tener una solucién 6.56 U/0.2 ml,

2,3,5 Solucion maltasa {Sigma M-3145) (Sol I): La enzima se diluyd en
buffer de acetatos 0.1 M pH 4.6 para tener una solucion 406 1J/12.37 ml. El
volumen de enzima adicionado a la celda fue de 66 pl solo en aquellas

determinaciones en que se utilizo esta enzima.

2.4 Purificacidn de la §-fructosidasa,

Dados los problemas de interferencia de carbohidratos provenientes de la
enzima j-fructosidasa se hizo necesatio realizar algunos pasos de limpieza de la
enzima con el fin de disminuir a la concentracion minima los carbohidratos

presentes. Los pasos realizados se describen a continuacion:



2.4.1 Cuantificacion de carbohidratos en la solucion de invertasa.

Se molio finamente la P-fructosidasa y se prepard una solucion 720 Uimi en
buffer de acetatos 0.1 M, pH 4.6. Dicha solucion se agitd magnéticamente y se
tomaron muestras a diferentes tiempos (0.5, 1.5, §, 10, 20 y 40 min). Cada
muestra se centrifugd 3 min/ 3000 g y en el sobrenadante se cuantificaron
carbohidratos reductores y totales .

Los carbohidratos totales se cuantificaron por el método de fenol-sulfitrico
{Dubois y col. 1956) y los reductores por el método de DNS (Sunwner, 1925).

2.4.2 Eliminacion de carbohidratos de la sclucién de invertasa.

Se prepar6 una solucion p-fructosidasa como se indicd anterionmente y se
centrifugé § min/5000 rpm. 1er. Lavado: el precipitado se resuspendié en buffer de
acetatos 0.1 M pH 4.6, se agité y se aforé a 10 ml. Se centrifugd nuevamente en
las mismas condiciones y se determinaron carbohidratos totales del sobrenadante.
Se repitieron los pasos del primer lavado para efectuar un segundo.

2.4.3 Preparacion de una solucidn fi-fructosidasa 720 U/1Q ml sin
carbohidratos de Interferencia.

Se pesaron 18.46 ing de [-fructosidasa, se realizd una molienda muy fina
{considerando que ia presentacion original de fa enzima es en forma de pequeios
agregados) y se diluy6 con 10 mi de buffer de acetatos 0.1 M pH 4.6. La solucion
enzimatica se agité durante 40 minutos. Después de ese tiempo, la solucion se
centrifugé § min/5000 rpm. El precipitado se resuspendi6 en bufier de acetatos, se
agito y se centrifugd. Este paso se repitid dos veces mas. Finalmente, el
precipitado se afor6 a 10 mi con buffer de acetatos.
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3.- Resultados.
A continuacion se muestran los resultados de las pruebas realizadas para
implementar dicha metadologia:

3.1 Reduccion del volumen de reaccion y evaluacidn de (a preparacion
del buffer ATRPINADP.

Se redujo el valumen de reaccion de 3 a 1 ml y se evalud el efecto del uso
del buffer trietanolamina/ATP/NADP preparado a partir de reactivos. Las enzimas
utilizadas en esta prueba fueron las del sistema enzimatico original. Para evaluar
los dos factores anteriores, se realizaron cuantificaciones de una sclucion
estandar con la mezcla de glucosalfructosalsacarosa con 0.5 g/l de cada

carbohidrato, los resultados de dichas cuantificaciones se muestran en la Tahla
24,

Tabla 24, Efecto de la reduccion del volumen de reaccion y de la preparacion de!
buffer ATP/NADP en la cuantificacién de glucosa, fructosa y sacarosa.

CARBOHIDRATO VOL. NORMAL VOL. REDUCIDO
Sacarosa 0.4956 0.5308
Glucosa 0.4741 0.4227

Fructosa 0.4720 0.4180

La disminucion del volumen de reaccion y el cambio de buffer no tuvieron

efeclo en las cuantificaciones por lo que las pruebas sucesivas se realizaron bajo

dichas condiciones.
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3.2 Efecto de las enzimas.

Una vez verificada la efectividad del buffer ATP/INADP y ta poca variacion
en los resultados al disminuir el volumen de reaccion, se trabajo con las enzimas
comerciales para ajustarlas a las condiciones del analisis. Se evaluaron
individualmente o por pares, determinando su efecto en la cuantificacion del

carbohidrato correspondiente.

3.2.1 Mezcla: Hexocinasa/Glucosa-6-P-deshidrogenasa (HK/G-6-PDH).

Para analizar su comportamiento se cuantificaron una serie sucesiva de
muestras de una solucién estandar de glucosa 0.5 g/t.. De la Tabla 25 se pudo ver
que no existieron problemas en la adecuacion de esta mezcla de enzimas ya que

la cuantificacion del estandar se efectué adecuadamente.

3.2.2 Enzima: Fosfoglucosa lsomerasa (PGl),

Su efectividad se midio cuantificando muestras de una solucion estandar de
fructosa 0.5 g/l.. De acuerdo con la Tabla 25 las cuantificaciones sucesivas de la
solucion de fructosa presentaron ligeras variaciones con respecto a la

concentracion de referencia, por lo que la enzima PGI funcioné adecuadamente.

3.2.3 Enzima: §} -fructosidasa.

Para que la cuantificacion enzimética pudiera efectuarse exitosamente, se
hacla necesario el uso de reactivos y muestras sin problemas de turbidez. Debido
a que la invertasa utilizada no estaba en forma pura, al preparar soluciones
enzimaticas con dicha enzima se presentaron problemas de turbidez. Debido al
alto costo y a los pioblemas de disponibilidad de una invertasa pura, se decidio
utilizar la invertasa disponible, pero efectuando la reaccién enzimatica fuera de la
celda, como un paso preliminar que pemitiera desecharla una vez terminada la
reaccion enzimética,

Para evaluar la efectividad de la invertasa, se realizaron cuantificaciones

sucesivas de una solucién estdndar de sacarosa 0.5 g/l.. Los resultados
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mostrados en la Tabla 25 indicaron que la reaccion enzimatica catalizada por la

invertasa se efectud adecuadamente.

Tabla 25. Evaluacién del uso de diferentes enzimas para la cuantificacion

enzimatica de glucosa, fructosa y sacarosa.

Desviacion

Enzima Sol. estandar | Concentracién Numero de
0.5g/L promedio estandar repeticiones
obtenida
HK/G-6-PDH glucosa 0.482 0.031 17
PGl fructosa 0.509 0.006 10
f-fructosidasa | sacarosa 0.552 0.020 13

3.3 Efecto global de reactivos y enzimas sustituidos.

Después de comprobar la efectividad de las enzimas anteriores en la
cuantificacion individual de glucosa, fructosa y sacarosa, se decidio utilizarlas en
forma conjunta para la cuantificacion de una mezcla 0.5 y 1.0 g/iL de los
carbohidratos antes mencionados. Los resultados de dichas cuantificaciones se

muestran en las Tablas 26 y 27 respectivamente.

Tabla 26. Efecto global de las enzimas utilizadas en la cuantificacion de una

mezcla 0.5 g/L de glucosa, fructosa y sacarosa.

GLUCOSA FRUCTOSA SACAROSA
0.456 04562 0.647
0.460 0.446 0.661
0.472 0.444 0.629
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Tabla 27. Efecto global de las enzimas utilizadas en la cuantificacion de una

mezcla 1.0 g/l de glucosa, fructosa y sacarosa.

GLUCOSA FRUCTOSA SACAROSA
1.166 0.844 1.493
1.122 0.907 1.559
1.080 1.080 1.821

Se puede observar que existié una sobreestimacion de sacarosa en ambas
mezclas. Debido a que la invertasa utilizada no era pura, es posible que tuviera

compuestos de interferencia, como carbohidratos.

3.3.1 Purificacion de la i-fructosidasa.

3.3.1.1 Liberacidn y cuantificacidn de carbohidratos de interferencia
de la solucidn de invertasa,

Dado que la presentacion de la enzima era en forma de pellets pequeiios
se disminuyé el tamario de particula de ia invertasa antes de preparar la solucion
enzimatica y se agitd vigorosamente para ayudar a la liberacion de los
carbohidratos presentes en los pellets de la invertasa. No se detectd presencia de
reductores pero si de carbohidratos totales durante los diferentes tiempos de
agitacion de la misma, alcanzando su nivel mas alto a los 40 minutos, que
correspondié también al valor obtenido al cuantificar carbohidralos en una
solucion enzimatica que habla sido almacenada durante 30 dias en refrigeracion y
que contenia los pellets completos. En la Tabla 28 se muestran las
concentraciones de carbohidratos totales detectados durante los diferentes

tiempos de agitacién de la solucion de invertasa.
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Tabla 28. Carbohidratos liberados de la solucién de invertasa.

Tiempo (minutos) Carbohidratos totales* (jug/ml glucosa)
05 71.6
1.5 68.3
5.0 T 69.3
10 69.5
20 70.7
40 784
30 dias 84.5

*Cuantificados por el método fenal-sulfurico.

3.3.1.2 Eliminacion de carbohidratos de la solucion de invertasa.

Se realizé una estrategia para eliminar los carbohidratos por medio de
lavados consecutivos de la enzima. La efectividad de dichos lavados se verificd
cuantificando carbohidratos totales de las diferentes soluciones de invertasa. Los

resultados se muestran en la Tabla 29.

Tabla 29. Cuantificacion de carbohidratos totales en la solucion de invertasa antes
y despuée de realizarle lavados.

MUESTRA GLUCOSA pg/ml
Invertasa sin lavados 98.2
Invertasa después de un lavado 13.1
Invertasa después de dos lavados 38

El realizar dos lavados a la solucion de inverlasa casi asegurd la

eliminacion de carbohidratos de interferencia.
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3.3.1.3 Determinacion de la actividad de la invertasa.

Los resultados anteriores demostraron que al realizar dos lavados a la
enzima se eliminaban los carbohidratos de interferencia, sin embargo, no se sabia
si la enzima actuaba adecuadamente después de! tratamiento, por lo que se
procedié a verificar su actividad. La actividad de la enzima se verificé en forma
indirecta al cuantificar sacarosa en una solucion estandar 0.5 g/l usando
invertasa sin lavados, inveriasa después de dos lavados y como patrén de
referencia a la invertasa del sistema enzimatico comercial, de acuerdo con los

datos mostrados en la Tabla 30.

Tabla 30. Determinacion de la actividad de la invertasa, por medio de la

cuantificacion de una solucion estandar de sacarosa 0.5 g/L.

INVERTASA SACAROSA gil.
Sistema Enzimatico Comercial 0.541

Sin Lavados 0.794

Dos Lavados 0.537

Se comprobd que los dos lavados realizados a la solucion de invertasa no
provocaron una disminucion en la actividad de la misma, pues la cuantificacion de
la solucion eslandar se realizd en forma muy similar a la del sistema enzimatico
comercial. Ademas, se pudo observar que los dos lavados realizados casi

aseguraron |2 eliminacion de los carbohidratos de interferencia.

3.4 Evaluacion de la enzima a-glucosidasa.

Se efectuaron cuantificaciones sucesivas de una solucion estandar de
maltosa 0.5 g/l con el sistema establecido, usando la enzima a-glucosidasa
(Sigma G-7256) para observar el comporiamiento de dicha enzima, los resultados
de dicha cuantificacion dieron una concentracion promedio de 0.392 g/l de

maltosa con una desviacion estandar de 0.027 para 9 repeticiones. Se observé un
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deéficit pramedio de 21.6% en la cuantificacian. Dado que ya se habia evaluado el
efecto del buffer ATRINADP y de la mezcla de enzimas HX/G-6-PDH, dicho déficit

solo pudo ser causado por irregularidades en la enzima «-glucosidasa.

La subestimacion de valores pudo ser causada por una baja cancentracion
de enzima, exceso de sustrato, tiempo de reaccion muy corto, el uso de una
enzima no adecuada para las necesidades de la prueba o por problemas con fa
maltosa utilizada como estandar. Se analizaron por separado cada uno de los
factores sefialados.

3.4.1 Efecto de la concentracion de a-glucosidasa.
Se incrementd la concentracion de enzima utilizada en la prueba hasta en
un 40%, obteniéndose un déficit promedio de 22.4% en la cuantificacion de Ia

solucion estandar de maltosa. Los resultados se resumen en la Tabla 31.

Tabla 31. Efecto de la concentracion de u-glucosidasa en la cuantificacion de una

solucion estandar de maltosa 0.5 g/L.

% Extra de a- Concentracion de maltosa % de déficit
glucosidasa* detectada (g/L.)
0 0.408 18.4
10 0.399 20.2
20 0.336 328
30 0.411 17.8
40 0.407 18.6

*El volumen basal de enzima considerado fue de 8.6 L. que es el correspondiente

para la cuantificacion de maltosa a volumen reducido.
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3.4.2 Efecto do la concentracion de sustrato.
Se analizé el comportamiento de la enzima a diferentes concentraciones de
maltosa (desde 0.05 hasta 0.5 g/L), y se tuvo un déficit promedio en las

cuantificaciones de 17.1%, de acuerdo a los datos mosirados en la Tabla 32.

Tabla 32. Efecto de la concentracion de sustralo en el comportamiento de la

enzima «-glucosidasa.

Concentracionde la | Concentraciéon de maltosa| % de déficit promedio
solucion estandar de detectada g/L*.
maltosa g/L.
0.06 0.042 16
0.10 0.090 16.1
0.20 0172 13.9
0.30 0.232 19.5
0.40 0.315 213
0.50 0.395 2141

* Promedio de 3 repeticiones,

3.4.3 Efecto del tiempo de reaccion.

Se incremento el tiempo de la reaccion enzimatica de 15 a 30 y 35 minutos
y se evalud su efecto en la cuantificacion de una solucion estandar de maltosa 0.5
g/L. La concentracion promedio de maltosa cuantificada fue de 0.385 g/L con un
déficit de 23.1% y de 0.386 g/L con un déficit de 22.8% respectivamente.

3.4.4 Sustituclon de la enzlma a-glucosidasa por una maltasa.

Se cuantificd una sol. estdndar de maltosa 0.5 g/L con la enzima maltasa
(Sigma M-3145) y se obtuvo una concentracién promedio de 0.422 g/L (un déficit
del 15.6%), lo cual significd que el cambio de enzima no mejord los resultados
anteriores.



3.4.5 Efecto del estandar utilizado (maltosa).

Para ver el efecto de la maltosa utilizada como estandar se cuantificaron
soluciones estandar de maltosa 0.5 g/L de dos proveedores diferentes (Sigma y
Merck). No se observaron grandes diferencias entre un reactivo y otro, pues para
la maltosa Sigma se obtuvo una concentracion promedio de 0.396 g/l. {con un
déficit de 20.8%), y para Meick 0.378 g/l (24.5 % como déficit).

La actividad de la «-glucosidasa no mejord al modificar los factores antes
mencionados, ya que el déficit en la cuantificacién se mantuvo en un rango de
15.6 a 24.5%, aunque en la mayoria de los casos el déficit obtenido fue mayor al
20%. Lo anterior sugiere que la cuantificacion de maltosa ya no puede
optimizarse, pero si podria utilizarse considerando dicho déficit como constante en
la cuantificacién. De esta fonma, se podrian realizar las cuantificaciones de
maltosa considerando dicho déficit como un factor de correccién en la formula de

la cuantificacion.

3.5 Metodologia propuesta para la cuantificacion simultinea de
glucosalfructosa/sacarosa/maltosa.

a) Inversion de sacarosa

En un tubo de polipropileno de 1.6 ml (Ependorf) se adicionaron 0.6 ml de
solucion p-fructosidasa sin carbohidratos de interferencia y 0.3 mi de muestra. La
mezcla se dejo reaccionar por 16 min a una temperatura de 20-25 °C. Terminado
el tiempo de reaccion, la mezcla se centrifugd 3 min/3000 g. Del sobrenadante se
tomo el volumen necesario para la muestra de sacarosa.

b) Reacciones enzimaticas para la cuantificacion de los azucares.

Se realizaron las reacciones afadiendo las muestras y los reactivos segun
se indica en la Tabla 33. Se utilizaron celdas desechables de metacrilato
(Sarstedt) de 1.5 ml, paso de luz de 1 cm, calibradas contra agua o aire. Se

prepararon muestras claras y libres de parliculas, de acuerdo con el



procedimiento establecido por Santillana (1995), y se adicionaron estandares en

lugar de muestias para verificar fa técnica.

Tabla 33. Metodologia propuesta para la cuantificacion simultanea de

glucosalfructosalsacarosa/maltosa.

Celda No. 1 2 3 4 5 6
Pipetear |Blanco de{Muestra |Blanco de|Muestra [Blanco Muestra
en las|{maltosa {de sacarosa |de glucosal/ |glucosal
celdas maltosa sacarosa |fructosa (fructosa
Sol. | * 0.066 ml | 0.066 ml - - - -
Muestra - 0.033 ml - - - 0.033 ml
Buffer {* - - 0.066 m! - - -
Muestra - - - 0.1mi - -
sacarosa

Mezclar, esperar 20 minutos a temperatura 20-25° C.

Bufferti* 10.33ml 10.33ml 0.33mi 10.33ml  j0.33ml ]0.33mi

Aguadest [0.60ml [0.57mi |0.60ml [0.57ml [060ml [0.57 ml

Mezclar, esperar 3 minutos y leer absorbancias (A1)

Iniciar reaccion enzimatica adicionando:
Sol. I1* }0.010 ml J0.010ml l0.010mI |0.010ml J0.010 ml l0.010m|

Mezclar, esperar 15 minutos aproximadamente hasta el final de la

reaccion y leer absorbancias de las soluciones. (A2). Adicionar:

Sol. i* - - - - 0.0066 ml |0.0066

ml

Mezclar, esperar 15 minutos y leer absorbancias de las soluciones
(A3).

* Sol. t. Solucidn maltasa o v-glucesidasa.
Buffer I: Buffer de acetatos 0.1 M pH 4.6.
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Buffer Ii: Buffer trietanotamina/coenzimas ATP-NADP.
Sol. I: Mezcla Hexocinasa/Glucosa-6-P-deshidrogenasa.

Sol. lil: Solucion Fosfoglucosa isomesara.

Una vez concluida la prueba, se determinan las diferencias de

absorbancias AA de acuerdo a lo mostrado en la Tabla 34.

Tabla 34. Diferencias de absorbancias para la cuantificacion de los

carbohidratos correspondientes.

Carbohidrato AA

Glucosa AAg= (A2 - A1) muestra glu = (A2 - A1) blanca glu

Sacarosa AAsac= [(A2 - A1) muastrasac -~ (A2 - A1) blanco sac ] - AAglu

Maltosa AAmai = [(A2 - Aq) muestramat = (A2 - A1) blancomal ] - AAsac

Fructosa A= (A3 - Ag) muestiatru - (A3 -A2) blanco fry

3.5.1 Condiciones de la determinacion.

Las cuantificaciones se realizaron en un intervalo de temperatura de 20 - 25
°C.

Todas las determinaciones se realizaron en espectrofotometro Beckman
DU-65 a una longitud de onda de 340 nm.

3.5.2 Calculos para ia concentracion.

Los cdlculos de la concentracion de carbohidratos en las muestras se
basan en la ecuacién general siguiente:

c=[(VxPM)/(cxdxvx1000) (x2*)]xAA  (g/L)
* Solo cuando se analiza mallosa.
donde: ’

V = volumen final (ml)

v = volumen de la muestra (ml)
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PM = peso molecular de la sustancia a analizarse (g/mol)

d = paso de luz

¢ = coeficiente de extincion del NADPH a 340 nm = 6.3(L x mmal-1x cin -1)

Si la muestra se diluyo durante la preparacion, los resultados deberan
multiplicarse por el factor de dilucion F. Cuando se analicen muestras sdlidas o
semisdlidas que necesiten pesarse para la preparacion de la muestra, el resultado
debe calcularse a partir de la cantidad pesada.
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APENDICE II.
En el siguiente apéndice se presentan los promedios y las desviaciones estandar por hora y por parametro para

cada una de las fermentaciones. Los valores promedio y sus correspondientes desviaciones estandar, son el resuitado
de tres repeticiones.

Tabia 35. Promedios y desviaciones estdndar de la fermentacidon de sacarosa por Pz 12 en condiciones microaerofilicas.

Tiempo | Absorbancia Sacarosa Fructesa Acido lactico Acido acético Etanol tanito}
Media Desv.E. |[Media Desv. E. |Media Desv.E. |Media Desv.E. [Media Desv. E [Media Desv. E [Media Desv E.

1] 0.011  0.002 2.486 0.080 0 [¢] ] ] 4] 0 4] 4] [¢] 0

1 0.011  0.002 2.295 0.508 ¢} [¢] 0 0 [} [s] 1] [+] [¢] [¢]

2 0.018 0.002 2.616 0.070 0 0 [} o 1] 0 [4] [} 4] o)

3 0.026  0.002 2.586 0.167 0 o] 0147 0.014 ] [ 1] 4] 0 3]

4 0.058  0.002 2.365 0.035 0.021 4] 0.33% 0.020 [1] 0 0 0 0 0

5 0.056  0.019 2.250 0.170 0.055 G.010 0.560 0.064 0.338 [1] 0.602 0.098 0.224 0.023

6 0.067  0.008 2.040 0.183 0.062 0.033 0.766 0.086 0.378 0.011 0.672 0.186 0.287 0.030

7 G.106  0.008 1.883 0225 0.127 0.058 1.368 0.11S 0.432 0.032 1.862 0.057 0.402 0 039

8 0.143 0.011 1.193 0.195 0.127 0.005 2.041 0.215 0.521 0.043 2.207 0.446 0.552 0.048

g 0.184  0.033 1.133 0.215 0.268 0.043 2.948 0.006 0.588 0.005 3.016 0.114 0.643 0.056

10 02317 0.051 0.563 0.301 0.282 0.038 4.08% ] 1.035 0.203 3.983 [o] 1.213 0.086

11 0233  0.015 0.206 0.233 0.362 0.014 4.005 0.431 0.765 0.018 4.524 0.362 0.684 0.049

12 0.223 0012 0.040 0.015 0.278 0.016 4.713 0.184 0878 0.079 5.348 0.137 0.683 0.062
124 0.218  0.004 0.609 0.012 0.199 0.002 4.604 0.232 0.867 0.035 4918 0.280 0.885 0.070
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Tabla 36 . Promedios y desviaciones estandar de la fermentacion de fructosa por Pz 12 en
condiciones microaerofilicas.

Tiempo | Absorbancia Fructosa Acido lactico Acido acético Etanol
Media Desv.E. [Media Desv. E. |Media Desv. E. [Media Desv.E. [|Media Desv. E

0 0.003 0.000 3.100 0.219 0 0 o] 0 0 0

1 0.003 0.000 3.100 0.310 0 0 0 [*] 0 [*]

2 0.005  0.001 2.980 0.263 4] o o] [¢] 0 0

3 0.009 0.004 2893 0.256 [¢] "] [4] [¢ [¢] [¢

4 0.011 0.006 2.864 0.284 0 '] [¢] [¢] [*] 0

5 0.008 0.002 2.975 0.246 0 0 0 0 o] 0

6 0.008 0.002 2.893 0.236 5] 0 [+ 0 o] [1]

7 0.007 0.000 3.040 0.310 0 0 o] 4] 0 [+

8 0.008 0.002 2.860 0.465 0 8] ] 4] 0 o]

9 0.008 0.001 3.030 0.043 0 g 0 o] 0 4]

10 0.008 0.001 2.813 0.287 0 4] 0 0 [¢] g

i1 0.010 0.005 2 850 0.314 g 0 O 3] g o

12 0.011 0.000 3.030 0.050 g 0 o] o] g o]

24 0.040 0.010 2.280 0.081 0.524 0.073 0.553 G.044 [¢] G

48 0.112 0.004 0.548 0.040 1.748 0.08S 1.081 0.040 1.048 0.123




Tabla 37. Promedios y desviaciones estandar de ia fermentacion de glucosa por Pz 12 en
condiciones microaerofilicas.

Tiempo |Absorbancia Glucosa Acido lactico Acido acético Etanol
Media Desv.E. [Media Desv. £E. {Media Desv. E. |Media Desv. E. [Media Desv. E

0 0.003 0.003 2766 0.185 0 0 0 0 0 0

1 0.001 0.000 2650 0115 0 0 0 5] [4] 0

2 0.016 0.015 2.666 0.222 0 0 0 0 0 0

3 0.006 0.001 2626 0.317 0 0 [¢] 0 0 0

4 0.008 0.001 2376 0.136 [¢] 1] 0 4] 4] 0

5 0.015 0.000 2536 0.231 0.192 0.015 [d] 0 0 0

[ 0.037 0.001 2370 0088 0331 0.011 [+] 0 [1] 0

7 0.037 0.002 2.260 0.192 0463 0018 0 ] 0 0

8 0.038 0.004 2.140 0.105 0.50C 0.059 [1] [¢ 0 [¢]

(] 0.051  0.002 2116 0.100 0.563 0.043 0 3] 0.558 0.043
10 0.060 0.000 1.840 0,103 0.780 0022 0.357 0 0.795  0.071
11 0.061 0.003 1.953 0.098 0756  0.111 0.462 0 0.767 0244
12 0.068 0.007 1.836  0.151 0817 0.117 0.454 0 0.994 0.23%
24 0.057 0.004 0.816 0.160 1662 0.107 0.509 0 1.869  0.184
48 0.121  0.002 0 0 2573 0.027 0.553 0.066 2.844 0.273
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Tabla 38. Promedios y desviaciones estandar de la fermentacion de glucosa+fructosa por Pz 12 en
condiciones microaerofilicas.

Tiempo | Absorbancia Glucosa Fructosa Acido lactico Acido acético Etanol
Media Desv.E. {Media Desv.E. |Media Desv. E. {Media Desv.E. {Media Desv. E. {Media Desv. E

0 0.017  0.003 2.800 0.280 2.956 0.5585 0 0 0 0 [1] 0

1 0.018  0.004 2.776 0.140 2.790 0.098 0 0 G 4] o] 0

2 0.020  0.002 2.903 0.178 2.960 0.i768 g 0 0 0 0 0

3 0.027 0.003 2.960 0.045 2.433 0435 0.151 0 0 0 0 [}]

4 0.037  0.002 2.750 0.030 2.776 0.418 0.209 0.017 4] 0 0 0

5 0.051  0.008 2.610 0.137 2.683 0.155 0.381 0.070 0.595 0.168 [+] [s]

8 0.058 0.019 2.693 0.343 2.643 0.032 }0.493 0.244 0.533 0.185 0.559 0.163
7 0.053 0.007 2.686 0.080 2.783 0.110 0.469 0.044 0.378 0.026 0.519 0

8 0.072 0.003 2.400 0.086 2.726 0.161 0.747 0.108 0.463 0.009 0.813 0.148
9 0.068 0.016 2.163 0.654 2.740 0.155 0.897 0.054 0.635 0.224 0.824 0.055
10 0.085 0.007 1.856 0.126 3.080 0.247 1.059 0.084 0.585 0.054 1.132 0.048
11 0.089 0.001 1.686 0.096 2.730 0.105 1.305 0.057 0.488 0.009 1.421 0.068
12 0.118 0.014 1.273 0.102 2.983 0.361 1.548 0.259 0.862 0.197 1.687 0.082
24 0.171  0.009 0.207 0.142 1.803 0.202 3.036 0.183 0.685 0.100 3615 0.391
48 0.207 0.005 0.014 0.G24 0.446 0.295 4.253 0.153 1.255 0.200 4.75 0.351

Tabla 39. Promediocs y desviaciones estandar de la fermentacion de sacarosa+fructosa por Pz 12 en condiciones
microaerofilicas.

Tiempo | Absorbancia Sacarosa Fructcsa Acido jactico Acido acético Etanol Manito!

Media DesvE. |Media Desv.E. [Media Desv.E [Media Desv.E {Media Desv. E. IMedia Desv E |Media Desv. E.
0 0 [ 3.333 0.266 2.886 0.040 0 0 [{] 0 0 8] 7] 3]
6 0.078 0 2.856 0.232 2.846 0.047 0.768 0.028 o] O 0.893 0.047 ] 5]
12 0.281  0.003 0.230 0.070 2.153 0.102 15.249 0.05C 1.110 0.05C 5.350 0.175 G.579 0.054
24 0.309 0.013 0.133 0.025 0.823 0.125 6.201 0.111 1.352 0.195 6.226 0.077 0.754 £.075




Tabla 40. Promedios y desviaciones estandar de la fermentacion de sacarosa por Pz 12 en condiciones

aerobias.
Tiempo | Absorbancia Sacarosa Fructosa Acido l&ctico Acido acético Etanol
Media DesvE |[Media Desv. E [Media Desv.E. {Media Desv.E. |Media Desv.E. |Media Desv. E.
0 0.010 0.004 3.026 0.308 |0 [¢] 1] 0 1] 3] 0 0
1 0.010 0.003 2.726 0.312 0 0 0 G 0 0 0 0
2 0.018 0.009 3.010 0.051 0.048 0.003 o] 0 0 0 2] [+]
3 0.027 0.007 3.033 0.085 0.038 0.014 0 ] 0 0 0 5]
4 0.047 0.006 2.800 0.035 0.052 0.017 0.222 0.005 0 0 0 0
5 0.074 0.005 2.986 0.075 0.126 0.012 0.428 0.067 0.504 0 0 C
6 0.121 0.020 2.830 0.163 0.10% 0.006 0.652 0.144 0.592 0.193 0 0
7 0.168 0.014 2.386 0.023 0.180 0.035 1.043 0.172 0.995 0.246 ] 0
8 0.235 0.032 1.910 0.115 0.262 0.048 1.708 G.317 1.524 0.45E 0 o}
9 0.308  0.008 1.376 0.061 0.325 0.039 2.656 0.160 12666 0.108 [¢] 0
i0 0.335  0.028 0.965 0.148 |0.398 0.028 3.212 0.230 3.277 0.357 |0 0
11 0.351 0.016 0.633 0.050 0.371 0.030 3.727 0.278 3.914 0.279 0.392 0.045
12 0.369 0.004 0.186 0.085 0.384 0.019 4521 0.233 4.878 0.432 0.401 0.052
24 0.384 0.002 0.017 0.020 0.238 0.024 4.744 0.223 5.247 0.047 0.783 0.069
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Tabla 41. Promedios y desviaciones estandar de la fermentacion de sacarosa por Pz 12 en condiciones anaerobias.

Tiempo | Absorbancia Sacarosa Fruciosa Acido lactico Acido acetico Etanol Manito!
Media Desv.E {Media Desv. E. {Media Desv. E. [Media Desv. E. [Media Desv.E |Media Desv. E {Media Desv. E

0 0.012 0.001 3.195 0.131 0,121 0.017 [} 0 0 ] ] Q Q [s]

1 0.013 0.002 2.838 0.154 0.135 0.018 "] 0 Q 0 0 0 5] "]

2 0.016 0.002 3.067 Q.050 0.162 0.003 0 0 0 Q 3] o] 0 Q

3 0.018 0.002 3.083 0.132 0.138 0.011 s} 1] 0 [+] Q 0 0 Qo

4 0.024 0.002 2.909 0.247 0.138 0.002 0.170 0.001 5] 0 0 0 Q 0

S 0.038 0.003 2.950 0.134 0.150 0.009 0.263 0.024 1] 3] 0.672 0.030 0014 0.001
6 0.057 0.002 2.810 0.174 0.170 0.025 0.415 0.052 o] Q 0.847 0130 0.034 0.G03
7 0.074 0.002 2667 0.062 0.228 0.602 0.645 0.097 ] 0 0.587 0.034 0.035 0.003
8 0.118 0.008 2.386 0.152 0.287 0.038 1.1456 0.168 0.308 0.0C1 1.580 0213 0.093 0.008
g 0.152 0.003 1.806 Q.115 0.442 0.044 1.735 0.105 0.459 0 2090 0.200 0.202 0.023
16 0.185 0.013 1.192 0.120 0.516 0.027 2.251 0.183 0.267 0.001 2.536 0.518 0.283 C.020
11 0.198 0.008 0.878 0.215 0.563 0.048 2.684 0.358 Q0.351 0.048 2.75¢8 0.201 G.374 0024
12 0.216 0.008 Q0.357 0.042 0.583 0.052 3.430 0.168 0.527 0.002 2.857 0.128 0.557 0.656
24 0.225 0.003 0.068 0.023 0.267 0.022 4140 0.066 0.533 0.05% 3.994 0.302 0.582 C 052
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