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I. IN'l'RODUCCION 

En la utilización e industrialización de productos 
dgrícolas se generan volúmenes importantes de residuos que 
son desaprovechados o ap1~ovechados en forma parcial y que -
o Ja postre representan serios riesgos de contaminación am­
biental, tales residuos provenientes de fuentes re~ovables 
re:spre:::;Emtan un gran potencial de utj li.zaci.Sn para la obten 
e ión de di versos productos importantes a las indust::: ias: -=­
l~limentc.ria, Química, Química Farmacéutica y de Alimentos -
Balanceados entre otras. 

Por otro 1ado, el Sistema Alimentm:io Mexicano (SA.M) -
plantea una serie de estrategias y actividades dise5adas -­
para solventar la carencia de alimentos y alcanzar la auto­
suficiencia alimentaria. Sin er~Jargo, desde el punto de -­
vista nutricional, realizar una dieta balanceada involucra 
la necesaria incorporaci6n de factores de crecimiento (vita 
nünac~, aminoácido;:; esenciales, etc.) que _pcrmi ten c;:;ü~ner :­
:llimentos enriquecidos de al to va1or nutritivo tanto para -
consumo humano como animal. 

La producci6n de ~stos factores a partir de residuos 
orgánico.s consti luye un sector nulo o de escaso des?..l:rollc 
en nuestro país, no obstante de contar con la infraestruc­
tura humana y de equipo para llevarse a cabo, por ésta ra­
zón amer .ita. un mayor impulso o apoyo para. desarrollar tec­
nologías tendientes a eliminar la importación de éstos pr~ 
duetos. Y hacer que lo que se ha considerado despe:'.'.'dicio 
agroindustrial deban ser vistos como materia prima a;yi:ove­
chable, y con ello resolver, en parte, algunos p~·oblernas -
de contarni.nación y la obtención de productos industrialmcr: 
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le importantes (42) ~ 

Dentro de los resictuos y/o subproductos agroindustria­
lc::; que han sido y estan siendo motivo de estudio st:e pueden 
mE,ncionar: la pulpa del henequén, cuyos constituyentes la 
lK1Cc)n, una vez complementado, un bur:.?n medio ferrnenl:.ecible -
µara aumen~ar su contenido.~rot~ic~ (34); utilizaci6n de b~ 
ya20 de cana en la produccion de lignosulfonatos para sus-­
pensiones, paja de trigo o bagazo de ca~a para la produc--­
ci6n de furfural, melazas de CQ~a en la producci6n de leva­
dura y/o alcohol, por fcrmentaci6n de almid6n de la mandio­
C<l (huacmnote) producción de etanol o por 1.;i fermer:tac ión -
de la mel~za de ca~a (42); a partir de recursos celul6sicos 
la obtención de prol:eína unicelular (3':j}; fcnnentación de ·­
j mJOS cítricos para la obtención de levadura alimenticia y 
utanol (30); y actualmente se pretende 11t.ili2.ar. el subpro-­
ducto de la industria del limón me:-:icano para obt<:::ner vita­
:tiina 8

12 
(32). 

En la indust:ria.lización del .limón mexicano y ~;spec.Ífi­
camente en la obtenci6n de aceite esencial destilado (Figu­
·:.-a 3, proceso 2) , se origina un .subproducto llama.do "J;.;.go -
Cocido" cuyo vol urnen residual le confiere una importanc.i.21 -
extraordinaria en la industrialización integral del fruto. 

Si se considera que para producir un tambor (180 Kg) de 
dicho aceite se utilizan 45 toneladas de limón y que .::i.prox~ 
madamente el 50% es jugo cocido, es decir, 22,500 litros -­
por tambor de aceite esencial y que en el año de 1980 se -­
produjeron en México aproximadamente 3, 500 t"ambor.-~s de ace_:i:_ 
te esencial destilado. Esto representa a nivel nacional --
78, 750, 000 litros de jugo cocido por año (32) . 

.El jugo cocido se ha utiLi.zado industrialmente para la 
obtención de ácido cítrico por precipitación con hidróxido 
de <1alt:io, proce~so que ha pa,:;i1.dO ha sei: obsoleto porcp.ie com­
pite desventajosamente con la µroducci6n de &cido cítrico -
por fermentaci6n, a pesar del bajo costo dPl mencionado 
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'\DO J ~ ·----> -~ Ll mon l SELECClOtJ -,_r_ r'ruta 

PROCESO No. 2 

w.1\ceite destilado ¡ 
L!l!Oll 

INDíJSTRIAL ~----1 PRENSADO} Emul!o!i~l DEST!Ll\C!ON K . 
Jugo-aceite .._ _____ _ 

Jugo cocido 

l?ROCESO No. 4 

r:=::l___ _ Cáscara seca para 
1-----l> ~ extraci6n de pe.ctina 

l 

_ ..... ---~gua.-~-----~----------~----..., 

EXTRJ\C'l'OR Emulsión ~ Emulsión 
. .ACEITE ,_A_g_u_a---a-ce._,.i_t_e-----9 RIFUGA r i ca en 

· 
1 

aceite 

J 
PROCESO No. 3 

CENTRIFUGA 
No. 2 

Aceite 
entrifugado 

r~XTRIIC'I'OR >-__ J_u~o._c_o_n __ ). 1 TAMICE; ]1---~z,.i..I CENTRIFUGA 1 ~ugo con bajo 1 CONCENTMDQL_ J_ugo 
,JUGO pulpa _ : _ contenido----e:> _ ::J -concentrado 

1 de pulpa 

Semillas, celd'lllas, pulpa, etc. 

figura l. Diagrama de flujo para la industrialización del Limón Mexicano 

te' ll~ferancin {32) 
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subproducto. El volumen de éste queda Íntegro y actualmen 
te ocasiona serios problemas para su eliminación, desalo-=­
jarlo al drenaje aumenta la demanda bioquímica de oxígeno 
(DBO) debido a la gran cantidad de material orgánico ahí -
presente, su eliminación en el campo destru.i.ría la flora -
natural, y si se deposita en pozos la infiltración puede -
contaminar los mantos acuíferos subterráneos. 

En parte para contribuir a la solución de éstos pro-·­
blemas y po1: su cornJ:..'OS ición química ('.rabla I) ha sido posi 
ble emplearlo como const:i.tuyente de un medio de fermenta-=­
c:ión para la producción de vi tarnina B12 ( 3 2) utilizi'lndo al 
microorganismo Propionobacterium shermanii lográndose has­
ta ahora un rendirñ'iento de 29,000rncg/l,-Cantidad que com­
pite con la obtenida por sustratos convencionales (Tabla -
II) . Este proyecto de investigación se está realizando -­
desde 1979 en el departamento de Biotecnología del Institu 
to de Investigaciones Biomédicas (UNAM) . 

El empleo cada vez mayor de la vitamina B12 como fac­
tor de crecimiento en las industrias de Alimentos, Alimen­
tos balanceados y en la industria Farmacéutica confieren a 
su producción relevante importancia, además de su alto va­
lor comercial. México no la produce, la importa, en espe­
cial de Inglaterra e Italia corno polvo de fermentación del 
cual se aisla y purifica, calculándose el valor de ésta im 
p0rtación, en 1980 en 8 millones de dólares (20) • 

Por éstas razones se considera de importancia produ--· 
cirla en México por vías fermentativas en cantidades indus 
triales, que al principio satisfaga la demanda del mercado 
interno, y por consiguiente, evitar la fuga de divisas por 
éste concepto. 
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'.l'ABLA I 

.COMPOSICION QUIMICA DEI, LTUGO COCIDO DE LIMON 

Man9aneso 

Cobre 

Hierro ,,, 
Cinc 

Cromo 

Fósforo 

AzDcares totales (mitodo 
do 'l'ing) 

Nitrógeno (método de 
Kjelhda.1) 

Acidez (ácido cítrico) 

.i\ceite esencial 

Grado Brix (refracci6n) 

pH 

Fuente: Referencia {32) 

·------------
l.5 ppm 

0.85 ppm 

8.0 ppm 

16.85 ppm 

4.2 ppm 

3.0 ppm 

15.95 mg/100 ml 

1.5 % 

0.0661 g/100 ml 

5.426 % 

0.02 % 

8.06 % 

2.5 

~-----· 



TABLT; I! 

PRODUCClON DE VITAMINA a12 POR DIFERENTES CEPAS 

Cepa 

~icromonospora sp. 

'.'locardia .E.';J.<JOSa 

~ionibacterium freudenreichii 

:ES:'.1'i<?nibacterlurn shennanii 

_Jz·opi1?_E".:_ib~_terium shemani! 

::21.'i.°!:iibaci::::rium shermanii 

:'r~~iori~~i1l!:!l_ shennanii 

'rol?..00 il:}act~!~ ~~?}~ 

>seucl,~rnonas denitrificans 
·----~----- ----------
~tr:.=!:_~~z~ ~~.iva~ 

ilxed methanogenic bacteria 

1aclerium EM-02'!' 
---·-•~- ·-- ·--,u~·----

ler.t1anobacill\.1s omeliilnskii 
----~-------- -------· 
-:EOt<::.!l;toino.!!_~~ ruber 

.:ory!'.!_•lbact:ot'ium ~D.:! PJ10dopseudomonas 

~i_!!'.;l~-~ 

Fuente: Referencia (32) 

Fuente de carbono 

Glucosa 

Glucosa-melazas de caña 

Glucosa 

Glucosa 

Glucosa 

Jugo codio de limón 

Glucosa 

Gl\lcosa 

Melazas de remolacha 

Glucosa-lactosa 

Metanol 

Me t. ano J. 

Metu.nol 

Metetnol 

n-parafinas 

Hcmadecano 

Cmg/l) 

11.s 
14 

25 

23 

28 

29 

39 

25 

59 

8.5 

35 

2.6 

B,8 

2.5 

2.3 

4.5 

Referencias 

~lagman ~ ~· (1969) 

Farmaccutic Italia (197la) 

Uclaf ( 1960) 

Specdic ana Hull (1960) 

Chinoin-Gyogyszer (1965) 

Plrez Mendoza {~981) 
Pierrel S.p.A. (1965b) 

Pliva T.F.K.P. (1964) 

Mcrck and Co., Inc., (1971) 

Terada et al. (1959) 

Richler Gcdeon V.G. (1975~,b) 

'!oraya ~ ~~-· !1975) 

P<rnisk:hava and Bykhovsky (l 966) 

Koji1na ~ al_. <1976) 

(1974) 

Kyo>Ja llakl:o Kogyo Co, Ltd. (1970) 
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IL FUNDAMENTACION DEL TEMA 

II.l Crecimiento Microbiano 

El crecimiento de los microorganismos junto con sus -
actividades fisiológicas se da como una respuesta al ·medio 
ambiente físico y químico. 

La respuesta microbiana al medio ambiente es frecuen­
temente interactiva alterándolo como consecuencia de sus -
actividades de crecimiento, y en algunos casos para mejo-­
rar sus ventajas competitivas contra otros microorganismos. 

Existen patrones generales para. el crecimiento micro­
biano ~jemplificadopor bacterias, levaduras, hongos y vi­
rus; siendo éstos: fisión binaria, gemación, ramificación 
y el Último cuyo crecimiento n'.J sigu~ un patrón normal pues 
requiere de un organismo huésped para duplicarse (9,43). 

II.1.1 Definición de Crecimiento 

En un microo:.cganismo como sistema biológico, el crecJ:. 
miento puede definirse como un incremento ordenado de to-­
dos sus constituyentes químicos. Esto no quiere decir que 
un aumento en J.a masa celular refleje un incremento en el 
número de microorganismos, ya que puede ser un resultado de 
la síntesis y acwnulaci6n de material de reserva celular -
(por ejemplo: glicógeno ó poli-S-hidroxibutirato). Es -­
decir, el crecimiento es el resultado de la multiplicación 
celular o un incremento de las c¡lulas individuales. 
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El -::n;;!cirniento nücnJl:üano puedt-=: ser vi.sto como una 
sorie de reacciones químicas dirigido hacia la síntesis ~e 
masa celular (37,44). 

A(CaHbOc) + 8(02) + D(NH,..) ---->.M(C H(.)0 No)+ P(C02) + 
.) Cl.p)' -

c1onde: 

II. l. 2 

A,B,D y P son las moles de J.os componentes respec­
tivos. 
CaHbOc es la fuente de carbono y energía 
M son las moles de una unidad celuJ.a.r (e HSO N ,.) • 

C't y o 

Métodos para Medir Crecimiento Microbiano 

Para todo proceso fermentativo es r~senciul cuantifi­
car el crecimiento microbiano, el cuál puede ser det~~rmi-­
na.do en base a dos diferPntes parrimct:cos: masa C('Ütüar y 
nÚmé::ro celula.r, tornando 1~n cuenta que no son ru:!ce">ariamcn 
te equivalen tes. En primer luga.r, la rn.:<sn do la célula -~:~ 
:i.nci:i. vicluei 1 puede variar,. en sec;undo 1ucp:r:, la rn¿tsa CE:lu--­
la.r <nL.rnent:a cuantitat:lvamento con el tiempo, mient: .. 1~<:1s r:¡ue 
al incremento an el nGrneru de c~lulcts es discw1tínuo, -­
ocurriendo corno un r•:!stll tado de di visiones celularct; rn1cc· 
si vas a intervalos de tiempos fi=ios. Su difer<:;ncL1 es irn 
port:ante en crecimiento sincronizado, pero gcneralmen t.e -
Ja. multiplicación en una población celular qn.mc1e es no -
si.ncroni¿:ado, r<n: lo tanto, el inc1:ernento en la masa celu 
lar y el número de células son equivalentes para todos --· 
los propósitos prácticos. Los métodos pueden ser c1asifi_ 
cadas en métodos dírec:tos de masa celular, rnétodos direc­
tos de nGmero de células y métodos indirectos de creci-­
miento (Figura;?,'), (9,38,39,43). 
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º -- Medida del. número de células. Puede llf:'N<H'se a -
cabo por el método de cuenta microscópica con la ayudu de 
una c~mara de conteo, utilizando muy poca suspensi6n celu­
.Lar, se cu<:mtan tanto células vivas como rnuert:as. I ... a c:uen . -
ta viable en placa es el método má::-; común para la medida -
de células viable~•, con~:;iste en ik'lcer]a!::: crecer en un me-­
dio nutriti.vo sólido donde cada célula esparcida en la pla 
ca dará una coloni<"l. Un terce:r: m6.todo (~S el contador -
coulter l>cwado en la diferencia ele conducti\•id<1d eléctrica 
ontrE! la célula y el f.luído al at:i:avesnr un orificio muy -
Fino. Otro es el cultivo en I,!Ol·t.aobje.tm:. que s..::~ bas.:i. en -
nna combinación de los métodos de cuenta viable y cuenta - · 
mlcrosc6pica con la ventaja <le diferenciar c~lulas viables 
y no viables en un co"!::l:c> periodo de t:i•.?mpo de incubación. 

b - Medida de masa C(~lula:r. El p<::!So seco celular es 
el método gene1·almente empleado, utilj zando un volumen de 
suspensión c:el.ular fijo, .-::l cu2l se cent::;::ifuga o se filtra 
.lavando las células con agua destilada, solución isotónica 
o solución amortir¡1.iadora, secundo rx1sterio:nnent0 a BO"C --· 
poi· 24 hr 6 a llO''C ;_x:r 8 hr, <?.S un rnéto<l0 muy usado para 
normalizar los cla tos de .las f;-;~'t:mcnta.c i.ones. Otro mét.odo -
umpliamente usado es el t.urbidimétrico, el cuál [;(:' basa e:1 
que ld intensidad de la h1<:. tranEmi t-:i.cia .;:~s p1:o_porc:.icrnal e~ 

la concent:ración de rnasa Cf:Üular (Ley de Bee::.-J , dE':tc.nninan 
do su densidad óptica con la ay11c'L~1 de un espect:cofoi.:6rnet:rc)­
o fotocolorfriletro. Un tercer mét,:.:iJo es por volumen ernpacil 
do, utilizado como método de :rutina en plantas industria···=-
1E~s para sequi.r el crecimiento cel ulai:; en éste método Sl'" 

utiliza un tubo cónico qraduac1o rnanl:eniendo un volumen de 
suspensión celular, ur; tiempo y velocidad de centrifuga-­
ción fijos. 

c - Determinación indin"!cta de crecimiento. Estos -
m6todos se utilizan generalmente cuando el medio de crecí 
miento contiene sólidos no cel.u1ares. Se basan en la me­
dida de un nutriente, producto o componente celular cuyo 
consumo, producción o ~existencia est5. .relacionada est.e-­
quiomét:ricamcnte a la cantidad de masa celular o a Ja me­
dida de a1gúna propi~dacl física. 



11 

Por consumo de nutriente puede determinarse: fuente -
de carbono, nitrógeno, o;:Ígeno y algunos factores de creci­
miento específico (aminoácidos o vitaminas). 

Por medida de componente celular, puede determinarse: 
proteínas, ADN o ARN. 

Por formación de producto: productos catabólitcs co­
::r:o c:o

2 
por ejemplo; metabolitos .:primarios y secundarios, 

Por calor de fermentación o cambio de entalpía. 

Por viscosidad del medio 

:tI.l.3 Curva de Crecimiento 

El crecimiento microbiano está limitado por agot:w:nien 
t.o c.:h:l nutrientes o por la acumulación de productos me.:a.bó:­
Li.cos tóxicos producidos por el los mismos, siendo és t.c:;; s -··· 
lc::s facto:::-es principales qee determinan la forrn.:;. típica c1c 
lz: curva de crecimiento en unR fermentación por lote '='..l:fas 
Lo.ses :2.stán caracterizadas por variación en la veloc.:.:"a1::i -
2e c.·:«:'cirniento (Figura 3), (1,9,39,43). 

Generalmente solo se manejan 4 etapas de la curv~ de 
crecirniento que son: 

F'ase lag o fase de adaptación (a), su duració~ pu~de 
variar considerablemente y ocurre cuando el micro-:::.rga­
nismo proviene de un medio de composición diferente o 
de un medio viejo ya que tiene que organizar sus ::c;mp~ 

nentes micro y macromoleculares (Jl.RNm, enzimas, c:::7:po­
nentes estructurales) . En &sta fase la masa celuiar -
puede cambiar sin atunento en el número de células, su 
característica principal es presentar una vel0cid,;:.:~ de 
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F :.;:¡ura 3. Curva típj ca de crecimiento microbiano en una 
fermentación por lote, cuyas fases de crecimiento son: a) 
E'a.se =tag o fase ele adaf.itac~ión; b) fase de act~lera_c:i¿)n; e) --~ 
!'a::o•2 1oqarítmica; d) fase de retardación; e) fase estacion.'i.l:. 
ria; f) fase de desaceleraci5n y g) fase de muerte. 
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crecimiento nula ( µ = 0) . Posterior a ésta y más bre 
ve es la fase de aceleración (b) donde incrementa la 
ve.locidc,d de crecimiento (µ máx> P.> O), esta se presen­
ta antes de entrar a la fase logarítmica. 

Fase logarítmica o exponencial ( µ = µ max) (e), está -
caract·2.rizada por una línea recta si se grafica loga­
rítmo natural del crecimiento (ln X) contra til::~mpo. -· 
r,a velocidad específica de ere.cimiento ( µ) es constan 
te e independiente de la concentración del sustr<;to.­
La composición macromolec1.üar. celular por unidad de -
peso permanece constante. Casi todas las célu.las son 
viables y de tamai'lo constante, la masa celular y el -
número de células aumentan paralelamente. Posterior­
mente la velocidad de crecimiento disminuye entrando 
de ésta manera a la fase de retardaci6n (d) antes de 
pasar a la siguiente etapa. 

-· Fase estacionaria (e), se presenta ésta fase ya sea -
porque algún nutriente se h<l agotado o ];X)r la acumula 
ción de algún metabolito tóxico. La división celular 
se ha detenido y las células viables alcanzan un equ:!:_ 
librio con 1.as células muertas. La velocidad de cre­
cimiento específico es por lo tanto nula ( p ::::; O). 

- Fase de muerte (g), ésta se presenta después de pasar 
por una fase de desaceleración. La muerte de las cé­
lulas no frecuentemente va acompañada por lísis, de -
tal forma que. la masa celular puede permanecer cons-­
tante. La población viable declina, la cinética de -
muerte de la población bacterial es exponencial, la -
velocidad de crecimiento es por lo tanto negativo. 

II.1.4 Crecimiento en Respuesta al Medio Ambiente 

Todo organismo se encuentra capacitado genéticamente -
para producir determinado producto y para crecer adecuada--
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mente al proporcionarle las condiciones físicas y químicas 
adecuadas a su medio ambiente y de ésta manera obtener un 
desarrollo fermentativo ópt.üno. 

II.l.4a -crecimiento en respuesta a su ambiente físico. 

Efecto de la. temperatura. Como ya se dijo anterior-­
mente el crecimiento microbiano se considera una serie de 
l"E:~cciones químicas y como tales necesitan una temperatu--· 
·¡:-a óptima. para. realizarse. El microorganismo medianto S'..: 

sistema. enzirn5tico cataliz.a dichas reacc:i.oncs, donde la -­
c.f.iciencia de la conversión de la frn:!nt.e de carbono y ener 
gí~ a material celular y con ello la velocidad de creci--­
m.i >cm to, así corno l<.> formación úe producto dependen '!rarn.'l;:;·­
rn0nc:e de la tfm1peratur2., de ésta forma, se pueden clasifi­
car a los microorganismos en base a sus temperaturas 6pti­
rna:;; de crec.imlen.t:o: psicrófi.los oiJligados (10-18ºC) y fa-~ 

cultativos (25-·30ºC}, rnesófLI.os (30-45ºC) y termófilos --­
(55-75ºC) . 

.Cl. efecto de la temperatura sobre la velocidad de ere 
cimiento específico está regida por la ecuación de 
7->rrhenius: 

donde: 

l\ e -Ea/RT 

A == Constante de Arrhenius 
Ea= Energía de activación (Kcal/mol) 
R = Constante universal de los gases 
T == Tem1)eratura absoluta 

(1) 

II.l.4b .- Crecimiento en respuesta a su ambiente químico. 

Al igual que la temperatura, el pH y la concentración 
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de nutrientes tienen un efecto primordial en la velocidad 
de crecimiento y formación de producto. Siendo el pH un -
factor muy importante en la fermentación es necesario con­
trolar lo; primero para ob\:ener una velocidad de crecimien­
to Óptima, segundo para obtener el máximo de producto de--­
scado y tercero p2.ra e'li tar que el medio se contarnine con 
otros microo:rqan.i.smos. Parél ello se ha generali~~ado la de 
pendencia que tiene el crecimiento y form<'lción de productO" 
con r.;;<specto al pH, pudi:~n<.lo decir que L:is bac l:et· ias crr~-·­
ccn en un rango de pH de 4-8 unidades, las lev¿1r:iuras de --
3-(), los honqos de 1-7 y las células eucar.i.otr;s superiores 
de 6.5-·7.S, siendo este mism .. 1 rango el óptimo par.a las bac 
ter ias. El control de pH en una fcrrnent-_ación se puede rea· 
lizar agregando una solución amortig1.mdora o bién emplean­
do un cont.rolador de pH. La concentración de los nutr:ien­
tes de un medio de fermentación e~> otro de los filctores irn 
portantes que afecta la velocidad de crecimiento microbia­
no y í:onna.c:i.Ón ele pi:oducto. Los sust:r<:1tos puE.':c.len ser: 
fuente de carbono·-energía, nitrógeno r sales minerales o/y 
f.::1cto.res esenciales ck: crecimiento. Tomanclo en cuenta en 
éste caso las fuerzas iónic:a~,; que pudieran prescmtarse en 
el medio. La inhibición por concentr.:i.ción de sust1_·¿1to pu~ 
el.e ser explicado por fenómenos de osmolaridad sobre la cé­
lula microbiana. La cantidad de glucosa que comunmente se 
utili:.:~a es al 10'6 y de ión amonio al O. S's comr) ejemplo de 
los principales componentes de fermentación ( 9) . 

La velocidad de crecimiento, corno en una. reaccion qui_ 
mica depende de la concentración de los n\ltrientesr ésta -
dependencia está expresada en la ecuación de Monod: 

donde: 
µ 

Pm = 
e· 
;:i 

K 
s 

11 = µm - K 
s 

+ s 
s 

(2) 

Velocidad de cn~cimiento ..Jspecífico (hls -l) 
Velocidad máxima de crecimiento (hrs- ) 
Concentración de sustrato (g/1) 
Valor de la conccntraci6n de sustrato a 

µ ""0.5 i1m. 
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II.1.5 - Disefio de un medio de crecimiento 

Dentro del proceso de fermentación es importante dise 
ñar un medio de crecimiento y producción cuyos puntos im-­
portantes a considera (9) son: 

II. I. Sa - RequerirniE·ntos nutr icion;ües. 

Para el proceso de optimizac:i.án de un m<?.dio hay que 
tornar en cuenta las caracterí.sticas químicas de cada uno 
de los constituyentes para evitar reacciones no deseadas -
entre ellos, y permanecer de ésta manera libres para poder 
ser utilizados por el microorganismo. Así como una exami-· 
nación de la composición celular. 

Para lograr lu. mínima aantidad de nutrientes elemen·-··· 
tales se hace uso de la cstequiometría, pero no es neces9_ 
riamente suficiente para es timar .la mínima concentración ·­
requerida para masa celular, producto(s) y energía para -­
síntesis y mantenimiento. 

F\~ente de Carbono + Fuente de Nitrógeno + minerales + 
Factores de Crecimiento 

i 
Masa celular+ Producto(s) + co2 + H20 

Muchos microorganismos requieren de nutrientes especi 
ficos como consecuencia de su incapacidad para sintetizar­
los (vitaminas, aminoácidos, nucleótidos), requiriendolos 
en el orden de mg/l. Se pueden satisfacer sus necesidades 
usando medios complejos, como: extracto de levadura, casa 
aminoácidos, licor de maíz,entre otros. 

II.l.5b - Requerimiento energético. 

La serie de reacciones complejas que realiza la célu-
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la (biosíntesis, mantenimiento de la estructura celular, -­
transporte activo de moléculas, establecimiento de~ los gra­
dientes de concentración de la célula y en algunos casos -­
para su movilidad) requieren gastos de energía, ésta ener-­
gía la obtiene en la mayoría de los ca.sos de la oxidación. -
de la(s) fuente(s) de carbono en forma de tr:Lfosfato de ade 
nosina (ATP). En los microorganismos aeróbicos, el oxígeno 
es el aceptar más común de los electrones en (Ü cuál hay -­
producción de ATP de la fosforilación oxidativa. Poi: lo -­
tanto, el metabolismo del oxígeno, la util:izaG.i.Ón de. la fuen 
te de carbono y la producción de energía (A'I'P) son cventos­
relacionados. En organismos a.naeróbicos, los aceptares de 
electrones son usualmente compuestos derivados de .1.a fuente 
de carbono. 

Se debe proporcionar al microorganismo suficiente fuen 
te de carbono par.:i gue la utilice para material celular y -::: 
energJ'.a, ambas características güedan incluí.das en el coefi 
ciente de rendimiento celular, Yx/s: 

donde: 
Xo 
Xmáx. 
So 

Yx/s == 
Xmáx. Xo 

So - S 
(3) 

== Concentración celular a tiemp::> cero (g/1) 
== Concentración celular máxima (g/l) 
== Concentración inicial de sustrato, a tiempo 

cero (g/l) 
S - Concentración de sustrato al máximo crecí--

miento (g/l} 
Y:x/s == sus unidades son gramos de célula producida/ 

gramo de sustrato utilizado. 

II.l.Sc - Requerimiento ambiental. 

Los requerimientos o necesidades ambientales para que 
un microorganismo se reproduzca y forme el producto desea­
do. se pueden considerar: pH, temperatura, concentración -



de nutrientes, fuerza iónica, ox.i'.geno disuelto y presión -
parcial de dióxido de carbono, como se menc:ionn tem ('), 4 3 J • 

II.l.5d - Consideraciones t§cnicns y económicas. 

Para un proceso fermentativo ol objetivo principal es 
fémc::ontrar el mínimo costo por unidad de producto, tomando 
en cuenta que de un 10-60'1> de.L costo de la fennenl:ación se 
dEobe a los nutrientes, siendo el mayor costo el de la fuen 
t<~·-en<:~rgía, ses.ruido en costo el Je l:J. fuente de nitróyeno-_:­
Las operaciones unitarias en fermentaci6n (esterilizaci6n, 
agitación, aeración, separación). Demanda en el mercado -
naz::.ionu.1. Uso de materias primas nacionales. 

IJ.1.6 - Crecimiento de microorganismos en presencia de -­
una sola .fuente de carbono, mas de una fuente de 
carbono y en un medio complejo. 

Todo microorganismo cuyo crecimiento dependa s6lo de 
una fuente de carbono-enerqía se esperará siempre un com­
portamiento como se presenta en la Figura 3, donde su velo 
cidad de crecimiento depender& de la naturaleza del sustri 
tf) (9). t·1ientras que1 cuand.o '21 111icroc)r1J¿1nis1uo se encuen­
tra con un medio conteniendo dos fuentes ele carbono dife-c­
rE!ntes, p::.esenta un comportamiento diaúxico (F'icura 4), --· 
presentando dos velocidades específicas de crecimiento --­
característ ÍC.J.S de cada fu en te de Ci.U."bono c:1simil;1do. CUiUl-­

do el medio de crecimiento contiene más de do~; fuentes de 
cdrbono-energia utiliza primero la m5s f&cilmente asimila­
ble y asi sucesivamente presentando con ello diferentes -­
velocidades específicas de crecimiento, las cuales son ca­
da vez menores (Fis¡ura 5) . De :igua .l forma es eJ comporta­
miento d,~1 rnic1·oox:ganisrno cuando éste crece en un medio -·­
complejo, con la diferencia de que no sólo se va a r-•ncon-­
trar con diferentes fuentes de carbono, sino t<1rnlli1~n de -
una amplia va:i:iedad de otro::; compuestos, tales como: 
minas, a.a., nncleÓtidos, etc. (9,~'9). 

vita 
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Figura 4. Crecimiento microbiano 
en presencia de dos fuentes de car 
bono S1 y s 2 , mu(-:;.:.;tra crecimiento 
diáuxico. 
X = crecimiento celular 
S == sustrato 
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Figura 5. Crecimiento microbiano 
en presencia de varias fuentes de 
carbono y medio complejo, muestra 
varias velocidades de crecimiento. 
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l. 1.7 - Crecimiento de microorganismo en relación a su -
suministro de energía. 

Como ya se ha mencionado, el c:recimiento microbiano -
\Jil ü~3 t.rechamente relacionado u l consumo de ulgún nutriente 
~!Jt particular, y para lo cual se hall clesarrol lado métodos -
2lt·ilrncntl~ sensibles pat·a su determinación en comparación a 
Los pocos estudios i~eali za dos sobre .lil re lac:Lón que existe 
entr-t: el cn·;cimicnto y la fuente de energía del med.i.o. Uno 
de éstos ;,.~::>tudios es e1 realizado por Monod el cual indica 
un~ relación directa entre el crecimiento (peso seco) y la 
Gantidad de fuente de energía suministrada. 

donde: 

G = I<G (4) 

G == oeso seco del microorqanismo dado en mcg/m1. 
e= cantidad de fuente de carbono dado en rncg/ml. 
K = const~rnte de rendimiento en mcq de peso seco/mcg 

de sustrato. 

Iguales resultados encuentra De Moss y cols. al traba­
jar con bacterias productoras Je ~cido l&ctico, las cuales 
obtienen enerqía para cn~cer por el cataboli.smo anaeróbico 
de los carbohid1~at:os, concluyendo <1ue muy poca gJucosa fué 
'1::> Lmilada y que casi fué usada exclusiva.lílente como fuente 
(\2 E:-r1erc¡Ía obteniendo una relación l i ner:t 1 entre el c:r..;:ci--­
mi.ento y L: cantidad de la fuente ;.;rni.11istr·ada. Se ha ob­

,.;ervdc1o qui? :2_· fac::.cal_~~ crece al dobi E.' <JUC ~:· E1.:~§_~_t:...l:'.!__<?_i_~::::. 
~j_r::_~! efecto explicado por los exper.i.rnE.~ntos dC' Ileath, 
!lurwitz, HcH"eckfff & Ginsberg donde se •O!ncontró que -1:'._· ~":'.::'.. 
sentero.i.ck:s fermenta la glucosa por la v:fa de léW hexosas 
~on--;)fm,-f::.;.to- y S. faeccüis la fermenta por la ruta de le.! --

91 icól isi.s, ob.teniem1o---wli:1 IT'.ol de A'l'P y :! moü,s de 1'.'i'P por 
mol de glucosa respectivamente. 'I'omando como Liase éstos -
estudios, Bauchop & f:Jsden (3) propusieron que el crec.imien 
to de los microorganismos estaban relacionados a la canti­
dad de 1\'l'P producido de la fuent·t~ de cnC>rnía y comprr.;bando 
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después al encontrar que S. faecalis y S. cereviceae utili­
zan la ruta de la glicóli;is y .!:· lindn;ri utilizan la ruta 
de Entner-Doudoroff para degradar la glucosa obteniendo 2 -
moles y 1 mol de A'l'P por mol de glucosa respectivamente. -­
Ellos consideran adecuado 8xpresar sus resultados como gra­
no de p·o;so seco del rnicl:corganisJt10 por mol de sustra.to adi­
ciona.do, lla!tíado coeficiente de rendimiento rnoJar, Y 
(s "" sustrato). El rendimiento de ATP en un p:r:oceso

5
metabó 

l.i.co se define como moles de ATP producido por mol de sus·-=­
tra.to. su.rninistrado. En un proceso metab6lico donde se cono 
cen tanto el coeficiente de rendimiento molar Y y eJ. rendT 
mtento de A'rP se puede determinar el peso seco ael microor:­
ganismo producido/mol de ATP forma~1o, ésta razón obtenida, 
Bauchop y Elsden la llamaron YATP" 

donde: 

y 
s 

l::ix 
y =-x/s e tJS 

Y' ATP formado 
ATP = s 

y 
x/s = 

Y'ATP 
= g de células 

mol de ATP 

(5) 

(6) 

(7) 

x = G = mcg/ml, peso seco del microorganismo/milili­
tro 

s = e = mcrnol/ml, fuente de carbono/mililitro 
Y = K = mcg/mcmol, coeficiente de rendimiento 

La utilización del Y P permite comparar directamente 
el crecimiento microbianoA'€iobre los sustratos de diferente 
peso molecular. La utilización de Y es ventajoso si se 
d l . 1 d. . d ATP. . 1 · esea re .acionar e ren 1m1ento e crecimiento a a canti--
dad de A'I'P que puede ser obtenido de la fuente de enerqía -
(40). 
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De ésta manera Bauchop y Elsden reportan que los Y 
d l . . t d' d ATP e os m1croorganismos es u 1a os se encuentran en un 
ran00 de 8.3 - 12.6 siendo un promedio de 10.5. De igual 
forma ellos estudiaron el crecimiento de P. pentosaceurn -­
encontrando un valor de Y de aproximadamente el doble -
:¡ 1 • S f ATPl , , . ce_ encontraao para _. aeca J.s y §_. cereviceae y 4 veces 

rnayo:L que el de !'..· _!i-nderi proponiendo que si el crecimie.:::. 
t.o de un n>i.croorganísmo está en función del rendimiento de 
ATP entonces en su proceso catabólico produce 4 moles de -
ATP/1nol de glucosa. 

Efectivamente en el ciclo metabólico de las bacterias 
ácido propiónico, éstas producen 4 rroles de ATP/mol de glu­
cosa por la siguiente ecuación (16). 

1.5 glucosa+ 6 Pi + 6 ADP ----- 6ATP + 2H
2

0 + C0
2 

+ 

acetato + 2 propionato 
(8) 

Todo lo anterior da paso a decir que el crecimiento 
microbiano está directamente relacionado a la cantidad de -
A'l'P producido por la degradación de la fuente de energía -­
bajo condiciones anaeróbicas, y q<.1e: en consecuencia muy po­
co carbono de ésta es incorporado a material celular y por 
lo tanto, es utilizado como fuente de energía. 

En las fermentaciones anaeróbicas en medio complejo -­
todos los A'l'P producidos vienen de la fosfor:ilación a nivel 
sustrato. 

En las fermentaciones aeróbicas, los ATP no vienen so­
lo de la fosforilación a nivel sustrato sino en su mayor -­
parte de la fosforilación oxidativa, eficiencia que no es -
conocida y así una considerable cantidad de la fuente de -­
energía es utilizada para material celular (40). 
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II.2 CinStica de Ferrnentaci~n 

La cin¡tica de fermcntaci6n describe el crecimiento y 
fo:y¡.nación de producto por el microorganismo implicado, seña 
landa no solo sus actividades en la fase logarítmica sino ~ 
también las obtenidas en fase estacionaria. Se entiende -·­
por cin§tica, las velocidades de reacciones bioquímicas im­
pLi.cados en cada uno de los procesos; IX)r fennent:ación, una 
serie de rgacciones quimicas catalizadas por sistemas enzi­
::niltico~> que son producidos durante el crc·~c.üniento del micro 
orqanismo. Las principales velocidades de fermentación (v~-
1oc:i.dades instantáneas de cambio de concentración) que ca-= 
racterizan su cin~tica, son: las relacionadas al crecimien 
to celular, al consumo de nutrientes y ¡;¡ la formación de -~ 
producto (27). 

Para el estudio de un proceso de fermentación se tiene 
(-ltl(~' establecer la manera más conveniente de expresar L.ls v~ 
locidades para seleccionar el proceso cuyo cambio en el 
tiempo sea significativo y directamente relacionado con el 
objetivo: medir la velocidad de fermentación. Lai;; bases -
para expresar las velocidades de fermentaci6n han sido pro­
pur~stw.s por Gaden (2,14): 

n . 2 . .J. V1'"locidad volumétrica o velocidad de cambio de con-­
centración con el. tiempo, Q, sus unidades son: masa/ 
unidad de tiempo .por unidad de volumen == unidades de 
concentración/unidad de tiempo. En una fermentación 
por lote la velocidad volumétrica se estudia midien­
do la pendiente de la curva concentración contra --­
tiempo y con ellas conocer el comportamiento dinámi­
co de la fermentación al construir la curva de velo­
cidades volumétricas contra tiempo. 

II.2.2 Velocidad especifica, es la velocidad voJ.um~trica -­
divididi1 por la c:oncenl:raci6n celular en un tiempo -
definido, sus nnidudc:s son: masa/unidad de tiempo -­
por unidad de masa celular. En el caso de velocidad 
específica de crecimiento (µ) sus unidades son: uni 
dad de tiempo-1 y se determina de la pendiente de _-;: 
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una gráfica semilogarítmica de la concentración de -
masa celular contra el tiempo de fermentación y sus 
unidades son h-1. 

La velocidad volumétrica Q, depende de la concentra-­
CJ.on celular y es importante para la persona que dirija una 
planta de fermentación, pues describe la velocidad con que 
se sintetiza el producto o la demanda de material y-_,or uni-­
dad de capacidad de fermentador. La velocidad específica g, 
('!S independiente de la concentración celular y des<.:ribe la 
efectividad de la c~lula para sintetizar producto o para 
utilizar material; esta valocidad es utilizada en estudios 
más Liásicos y que permitan comprender aún m&s las variables 
q11e afectan el proceso. 

Matemáticamente cada velocidad de fermentación se des­
cribe de la siguiente forma: 

Velocidad de crecimiento microbiano. I,a masa celular, 
puede-- aumentar sin "ll"'"n--incremento~ el número de células. -­
sin embargo, el cambio o incremento de concentración celu-­
lar con respecto al tiempo es p:ro¡:l()rcional a la concentra-­
ción celular: (9,27,43). 

cJ.onde: 

dx 
:::: ax 

dt 

dx ( 9) ·- 1JX dt 

x -- concentración celular en g/l. 
t = tiempo en horas _1 
11 = velocidad de crecimiento específico en hrs • 

dx 
X 

= µdt (10) 
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que no es más que el incremento de masa cclu.lar con el tiem 

.Pº· 

Integrando: 

t2 
:: µf t dt 

l 

(11) 

iit 
X == e X 2 '1 

(12) 

·1.::i ecuación ( 11) muestra que la velocidad de crecimiento es 
pecífico se obtiene de la pendiente a~~ una gráfica de J.n X 
contra tiempo, cuya expresión matemática es: 

ln (X - X ) 2 ·1 
( 13) 

Si se desea conocer el tiempo que requiere el microor­
qanismo para duplicarse se puede obtener de la ecuación 
( 11) considerando que 6t = ta, tiempo requerido para que --· 
X -- JX . :2--'-·1· 

t 
d 

ln 2/¡.: ~ 0.693/µ (14) 



bÓl i.ctt el producto está :i::t:üacionaclo al crecimiento y/o a 
L1 cantidad de masa celular a su vez, ambo~> est5.n estrechéi­
rncntc relt.lc:i.onados al consumo de nutrientes. Esto qnedu. rnc 
:';oi: e::zpllcado en las siguientes expresiones matemáticas de"i 
LuJ.a11ce de masas, para utilizacií5n de sustrato y formación 
.. :c. producto en una fe:rmentación por lote, en donde no hay -
.1dj ción cont ínua de sus trato ni eliminación de sustrato y -
de pi::oclucto (9,43) 

Utilizaci6n de sustrato: 

Velocidad volumétrica, Qs: 

QS = dS 
Cit 

~X 
y 

p/s 
- mx ( 15) 

l\curnu l ación 
de sustrato 

síntesis 
;::; Crecimiento - - mantenimien 

de producción 
to 

Velocidad específica, qs: 

donde: 

1 as 
qs - - -- = 

X dt 

qs = - _ _L_ -y 
x/s 

- 10..__ 
y 
x/s 

2- -y 
p/s 

1 
X 

m 

cqp~- 1 
y. le X 

p, s 

1 
··· rnx 

(16) 

q ~ velocidad específica de formación de producto 
p 

En istas ecuaciones se ve realmente la interrelaci6n 
del crecimiento, mantenimiento y formación de producto en -
base al consumo del sustrato. 
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Formación de producto: 

La relación cinética del producto con el crecimiento -
dependen del motabolismo celular, los m§s comGnes son los -
qut~ describen la síntesis de producto durante el crecimien­
to; la producci6n cuando el crecimiento se ha detenido; y -
un tercE~r patrón cinético que relaciona la formación de pro 
dueto con el crecir:üento, es cuando después de que el crecI 
miento ha comenzado el producto aparece y el crecimiento -­
con t.i.núa. 

La velocidad de formación para el producto relacionado 
al crecimiento (metabolito primario), est& dado por la si-­
guiente expresión, velocidad volumétrica: Q : -p 

dP 
-::: 

dt 

donde: 

~ 
Y /x 

p 

( 17) 

Y / == gramo de producto por gramo de célula 
p X 

Su velocidad específica, q 
p 

1 dP 
X dt 

X l 
y X 
p/x 

__ JJ_ 
y 
p/x 

(18) 

La velocidad de formación para el producto no relacio 
nudo directamente al crecimiento (metabolito secundario), 
está dado por la si9uiente expresión, velocidad volumétri­
ca: Q 

p 



29 

dP 
-= 
dt 

dP 
-mx 
dS 

Su velocidad e·specífica, ~: 

donde: 

1 dP --= 
X dt 

dP 
-mx 
dS 

qp = Y / m p s 

(19) 

1 
X 

(20) 

Y = gramo de producto por gramo de sustrato. p/s 

Esta velocidad específica es la forma más usual de ex­
presar y comparar los datos porque el efecto de la concen-­
traci6n celular se elimina. 

La velocidad de fonnación de producto donde está semi­
asociado al crecimiento descrito por Luedeking and Piret -­
( 26), está dado por la siguiente expresión, velocidad volu­
rnétrica, Q : 

p 

dP 
dt 

Su velocidad específica. q : 
p 

(21) 

(3 ( 22) 
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Como se puede observar ésta ecuación tiene un término 
asociado al crecimiento y el otro no asociado al crecimien­
to. 

II. 3 - Clasificación de las Fermentaciones 

Se han realizado varias clasificaciones cin~ticas para 
las fermentaciones (Gale, 1947; Maxon, 1955; Deindorfer, --
1950; Stodole, 1958; Wallen, 1959), pero la clasificaci6n -
;n.:Ís usaéla es el :modelo esque;nátlco realizaao por Gaden 04), 
c~ya ventaja principal es lo tecnol6gico; adem5s, coincide 
~o~ la clasificaci6n general de los modelos de velocidad <le 
i'e:-,-;¡entación ya suqe:r:idos. El las clasifica en trw=; grupos 
cL'-''ignados como tipo I, II, y III, los c\1áles di:fic-cen en -
~,·_:s modelos de velocidad y en su cambio de ener9Ía libre --­
L~c·'.::21.l (27) (F'igu:ra 6) _ 

E'ermentación Tipo I. El producto principal obtenido --· 
"''" un producto catabólico que aparece como resultado del m~:_ 
tatolismo energ6tico. Frecuentemente el producto deseado -
resulta de la oxidaci6n directa del carbohidrato principal. 
Es un tipo de reacci6n de disimilaci6n simple con libcra--­
ci_Ón de energía, L\F-. El producto obtenido de ésta .forma -­
está estrechamente relacionado al crecimiento y al consumo 
ck nutrientes. Este comportamiento está :ce9ido por las -·-­
ecuaciones (17 y 18) y su rcpresentaci6n gr&fica en la fi--

Fermentación '.I'ipo 11. El producto principal et~ un in­
t<?::U1ediario, se obticrrP del ·metabolismo energético pero de 
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l3 e 

A B e 

b 

h B e 

Figura 6. Clasificaci6n de l.ls fcrment<1c.iones 1 modelo ;?squcmat1co de 
Gaden. A) Curvas conccntr.acion contra tiempo; B) Curv.'ls ve: loe idadcs 
vol umé tr icas contra tiempo; C) Curvas velocidados cspécí f i cas contra 
tiempo. a) Crecimier:to microbiano; b) Producto; e) Sustrato consumido. 

Adaptado de Gaden (141 . 
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manera indirecta, el modelo de reacci6n de disimilaci6n es 
complejo con liberación de fmerq:í.a, h.F-. Este comportarnien 
to esUi reqido por las ecuadiones (21 y 22) y su represent~ 
ción gráfica en la figura 6. 

Fermentación 'fipo III.. El producto obten.ido es comple­
jo y se da como resultado de la actividad biosintética de -

~ _,. ' A + la cr..üu la, con una energia 11.bre total nF , el producto es 
<~L:iborado independientemente por la célula llamándole mcta­
bo·u to secundario. La formación del producto deseado alean 
za un m&ximo de producción cuando la actividad nwtabólica ~ 
de crecimiento de la c~lula se ha detenido. Ecte comporta­
miento está regido por las ecuaciones (19 y 20) y su repre­
s8ntaci6n gráfica en lü figura 6. Como ejemplos de produc-· 
tos no relacionados al crecimiento se tiene a la mayoría de 
los antibióticos, algunas vitaminas y tox:inas microbianas. 

TT .4 -· Productividad 

La productividad es expresada como c¡rarnos de producto 
(ccilulas 6 algGn metabolito) por litro por hora y es la me­
dida total de un proceso fermentativo. Es necesario calcu­
lar la productividad sobre el tiempo total del proc.:;so, és­
t.:! t j_crnpo incluye: tiempo :reqL;er ido para desocupar E! l fec·· 
mentador de la corrida previa y su limpieza (t.) ; tiempo r:_:. 

·1 . .- ·1· ·~ d1L1. que.r:tc o para preparacion y ester:!. .. .t:::ac1on .e .. mee io nuevo -
( t J ; y el tiempo que dura la ferrrH~nt,1ción. Este ciclo f("r 
meÍhat:ivo es rcpresentildo en la F'iqn:ca 7. La product.ivi<.:lét~J 
total est& representada por la pendiente de una línea recta 
que parte del origen al punto final de la fermentaci6n. La 
productividad 1náxima es dada por una. línea recta ta11qent(;, a 
la curva de crecimiento o producto partiendo del oc1'qen. El 
tiempo total de la fermentación puede ser calculada por la 
sis1uürn te ecuación (43) : 

t = l ln Xf + tL + t + t 
i1m X E lag 

o 
( 23) 
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·-------~-------

t 
L 

t 
E 

e 

t 

' 1 
1 

- ... __ _!_ 

tiempo a 

Fic_¡ura 7 .. ,. Concentración de producto y/o masa c~üular con­
tra tiempo. Representación de la productividad en una feE 
mentaci.ón por lote (batch); tL y t,.. tiempo muerto de 1.:i. 
fermentación, a) productividad rnáxima, b) p-codnctividad t.o 
tal, e) tiempo lag, d) fin de la fermentación. 
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donde: 
t tiempo lag. 
lag 

Xf - concentraci6n final de producto o celular. 

X = concentraci6n inicial celular o de producto. 
o 

µm velocidad de crecimiento máximo. 

Por consiguiente la productividad total está dada por 
la ecuación: 

p 
xf 

(24) - Xf ---~-- ... ·--
1 

ln - + t + t + t 
Pm X L E lag 

o 

Con ésta. ecuación, es po::;i.ble determinar los efectos 
e].,.-, los cambios del proceso sobre la productividad totéil .. 
Pero para fines prácticos se puede obtener la productivi-­
daci •:.ornando en Guen ta. solo el t-..í.empo de fermentación, como 
una ».N;locidad volumétrica. 
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Los experimentos realizados hasta ahora dentro del pr~ 
yecto marcan varios caminos aseguir, uno de ellos es tratar 
de esclarecer, porque el microorganismo!'._· shermanii prese~ 
ta diferentes velocidades de crecimiento. Esto, sugiere la 
posibilidad de que el microorganismo se est6 alimentando de 
difere~tes fuentes de energía exi.stentes en el.medio tales 
como azúcares, ácido láctico y cítrico. 

Como apoyo de 12sto encontramos que en los experimentos 
ya realizados (32), bajo condiciones anaer6bicas el crecí-­
miento se detiene cuando se agotan los azGcares metaboliza­
blcs, posteriormente al cambiar a aerobiosis (:>l crecimiento 
se reanuda debido al consumo de otra. fuente de carbono (po­
siblemente &cido cítrico) . Tales hechos sugieren que el mi 
croo~ganisrno consume los azGcares y &cido l&ctico en candi~ 
cion~s onaer6bicas y posiblemente los citratros bajo condi­
ciones aeróbicas. 

En base a lo expuesto, el presente trabajo de tesis -~ 
tratar& de elucidar tales dudas siguiendo la cinitica de -­
crecimiento de P. shermanii en el medio de cultivo conte--­
niendo el "Jugo-Cocido de Limón". 
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IV. OBJETIVO E HIPOTESIS 

Objetivo_ 

Determinar la cinética de crecimiento del microorganis 
mo P. shermanii en el medio de JCL complementado con licor 
de ;aí~--CÜmo fuente de nitrógeno bajo condiciones anaeróbi­
cas, aeróbicas y anaeróbicas-aeróbicas. Hacer una. compara­
ción con el comportamiento en un medio convencional de glu­
cosa (medio control) bajo las mismas condiciones con el .fin 
de contar con los elementos básicos necesarios que permitan 
incrementar en un momento determinado la producción de vita 
mina B

12
. 

El comportamiento presentado hasta ahora en el JCL del 
microorganismo P. shermanii A'rCC 13673 se debe a la utiliza 
ci6n de azGcare;, ácido láctico y &cido cítrico. 
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V. MATERIALES Y METODOS 

V. El desarrollo de la Parte Experimental de este Trabajo 
$e esquematiza en la Figura B. 

V .1 Microorganismo, reactí vación y conservación 

El microorganismo utilizado fue Propionibacted.um 
shermanii ATCC 13673 seleccionado en estudios anteriores 
( 32) • 

El microorganismo se reactivó en un medio de lactato·· 
levadura de Kreb's (21). Para su reactivaci6n se utiliz6 
11 i1a botella de dilución de 130 ml conteniendo medio c.'.le 
Kreb's líquido, incubando a 29ºC por 48 hr en condicion0s 
O.e anaerobiosis, las cuales se lograron manteniendo la bo­
telJ.a totalmente llena. 

Se conservó en tubos rosca.dos con doble tapón, de hu­
le y de rosca, conteniendo 10 ml del medio lactato-levadu­
ri:l de Kreb's. A éste medio se le complementó con 4 rnl de 
solución al 0.025% de rezasurina y 0.5 g de cisteína por -
litro de medio, y burbujeado con nitr6geno gaseoso para --
1Jroporcionar las condiciones de anaerobiosis. El procedi-
111.i•c:nto que siguió fué el de inocular 1 rnl de la suspensi6n 
bacteriana recientemente reactivada a los 10 ml del medio 
aatericr, se protecJieron de la luz, se incubaron a 29°C -­
durante 48 hr y finalmente almacenaron a 4ºC. 

V.:~ Preparación de los medios de fermentación 
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Los medios de fermentación utilizados fueron: 

MEDIO CONTROL 

Glucosa 32.8 g/l+ 

Nitrógeno (agua de coci-
miento de maíz) 3 .5. g/l 

CoC1
2 

5.0 ppm (6) 

H
2
o destilada hasta 1.01 

pH 7.0 

+ P.. menos que otra cosa se 
especifique 

MEDIO BASE 

Jugo Cocido de Limón (JCL) 500 ml/l 

Nitrógeno (agua de coci­
miento de maíz) 

CoC1
2 

H
2

0 destilada 

pH 

3.5 g/l 

5.0 ppm (6) 

hasta 1.01 

7.0 

El Jugo Cocido de Limón almacenado a 4°C durante su -­
uso, fu~ filtrado inicialmente para eliminar semillas y pu! 
pa utilizando papel filtro de fibra de vidrio Whatman y se 
ajustó el pH con hidróxido de sodio. Al agua de cocimiento 
de maíz se le ajustó el pH con hidróxido de amonio. 
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La fuente de carbono y la fuente de nitr6geno de los -
medios para los experimentos a nivel matraz fueron esterili 
zados por separado (a menos que otra cosa se especifique} y 
dgreqados a~>épticamente. La esterilización se llevó a cabo 
a 20 libras de presión por 15 minutos, elimin&ndose los só­
lidos formados por decantación. En el caso para los medios 
utilizados en las transferencias e in6culos ~stos sólidos -
fncron eliminados por _filtración utilizando una membrana -­
millipore de 0.45 micras en condiciones as~pticas. El clo­
ruro de cobalto estéril se adicionó antes de inocular los -
meclios. 

V.3 Preparación del Inóculo 

El microorganismo se adaptó al medio correspondiente -
de acuerdo a la Figura 8A, partiendo del microorganismo con 
servado en medio de Kreb's-rezasurina-cisteína (Krc}. El -
inócuJ.o para las fermentaciones se prepararon de acuerdo a 
la Fiqura 8A. Incubando a 29ºC con agitación de 125 rpm en 
una agitadora rotatoria de l .5 cm de radio de giro y bajo -
condiciones de anaerobiosis. Para mantener las condiciones 
de anaerobiosis se utilizaron 200 ml de cada uno de los me­
dios en matraces Erlen Meyer de 250 ml. 

V.4 Condiciones de Fermentación 

Las fermentaciones* 
guientes condiciones: 

se llevaron a cabo bajo las si-

a) Ciento sesenta y ocho h bajo condiciones anaeróbicas 
b) Ciento sesenta y ocho h bajo condiciones aeróbicas 
e} Sesenta y dos h bajo condiciones anaeróbicas y 96 h 

bajo condiciones aeróbicas 
d) Setenta y dos h bajo condiciones anaeróbicas y 96 h 

bajo condiciones aer6bicas con adiciones de fuente 
dt::• carbono corref:;poncliente cada 24 h durante las prirn~ 
ras 72 h de Ja fl.:rmentación. 
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"l<cr"' medio de Kreb'.s con refl;izurjna y cisteína. 

Figura AA. Prcpa.t:ación del in6c1ilo, en medio control de glucosa y un -
medio a base dl~ juyo cocido de limón. a) se añadió 1 ml; bl Se inóculo 
al Sll; e) Se. inoculó al 10~; el) A tubos rosc<1dcr., cada uno con 20 ml de 

su~1pensión bactori llllil; el Se inoculó" a una densidad 6r·ti ca (D .O.) ~ l -
(.1 tiempo cero). 



42 

Las fermentaciones a nivel matraz bajo condiciones ana 
·rábicas se llevaron a cabo de la misma forma ya mencionada, 
nientras que bajo condiciones aer6bicas en el matraz de 
~50 rnl se disminuyó el medio a 130 ml. La ayitRci6n fue de 
:25 rpm en la agitadora ya descrita, la temperatura se man­
:uvo a 29ºC y el pH fué determinado con un potenci6metro -­
;argent Welch modelo Ls ajustado con hidróxido de amonio -­
:oncentrado y ácido clorhídrico al 20z, para mantenerlo en -
1n ran00 de pH de 6.5-7.5. 

Las condiciones de fermentación empleadas a nivel fer­
~entador se resumen en J.a Tabla III. Para éstas ferrnenta-­
:iones se empleó una unidad de fermentación (jarra de 5 li­
.:ros) modelo 19 New Brunswick Scientific Ca., instrumentado, 
?igura 9. El pH se registró y controló automáticamente, -­
•:tilizando soluciones de hidr6xido de sodio y &cido clorhí­
~rico al 20% para mantener un pH de 7. 

·. 5 Tratamiento de la Muestra. Fermentada 

Las células fueron separadas del caldo, centrifugando 
.as muestras en una centrífuga Sorvall/Dupont RCS a 10,000 
-Pm por 20 minutos a 4ºC. Las determinaciones analíticas -
:e realizaron en el caldo centrifugado y la cuantificaci6n 
e la vitamina B

12 
en el paquete celular. 

-.: . G Dett:rminaci6n de Crecimiento Microbiano** 

El crecimiento microbiano fue detenninado por densidad 
.::ptica (D. o.) a 540 nm en un fotocolorímetro Spectronic 20 
Zausch & Lombo filtrando un volumen determinado de muestra 
~n un sistema millipore con membrana de 0.45 micras, lavan 
~o c~lulas con agua destilada y resuspendiéndolas en una = 
~iluci6n adecuada en agua destilada. La O.O. fué referida 

• ~~do3 los experbnentos se realizaron por duplicado. 
-'":..as de.tcnninacioncs del crecimiento microbiano se realiza 
~~n por triplicado. 



Tl\BLA III 

CONDICIONES DE FERMENTACION A NIVEL FERMENTADOR BAJO DIFERENTES 
CONDICIONES DE ¡:,EPJ\CION 

Condiciones de fermentación Anaerobios is 

Volumen de fermentación (1) 3.5 

Flujo de aire (ml/min) 35 

Agitación (rpm) 250 

Temperatura ( ºC) 29 

pH 7.0 

Aerqbiosis 

3.5 

350 

250 

29 

7.0 

Ana-A ero 
·Normal Adición·"' 

3.5 3.5 

35-350 35-350 

250 250 

29 29 

7.0 7.0 

*Se hicieron adiciones de 1;5% de fuente de carbono cada 24 h durante -
las primeras .72 h de fermentación. 

,¡:,. 
w 
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a una curva estándar (D.O. contra peso seco) , Figuras 10 y 
ll. 

V.7 Métodos Analíticos 

Todos los análisis se realizaron por duplicado, excep 
to la determinación de la vitamina B , ácido cítrico, lác 
tico y succínico que se hicieron por

1
€etraplicado. 

-Azúcares ·reductores totales, método de Ting (41), 
Figura 12. 

-Nitrógeno total y no dializable, método de Kjeldalh 
(28). Las diálisis de las muestras se llevaron a cabo 
en agua destilada por 24 h con cambio de agua a las 
12 h usando un tubo de diálisis Thomas de 1/4 de pulga 
da. El nitr6geno dializable se calcul6 por diferenci;. 
-Vi~amin~ B

12 
en c~l~l~s, método de Fisher (12). 

-Acido citrico, succinico y láctico, método de cromato-
grafía de gases. 

La muestra libre de células, 0.3 ml, se colocó en un -
reactival de 5 ml, se acidific6 con una gota de &cido clor­
hídrico al 20% y se sec6 a GOºC a vacío, se dej6 enfriar, -
se adicionó 0.5 m.l de BF.{-Metanol al 14% (Pierce Chemical, 
Co.) y se incubó n temperatura ambiente toda la noche con 
agitación, se agregó 0.87 ml de sulfato de amonio al 33% y 
un ml de clorofo11no, se mezcló y centrifugó a 5,700 rpm durante 
10 minutos. Se inyectó 1 microlitro de la fase clorofórmi­
ca a un cromatóg:cafo Va.d.an modelo 3700 equipado con un re­
gistrador Varian modelo 9176, la columna utilizada fue de 2 
metros por 1/8" empacada con 3!1.; de OV-17 Crornosorb WHP80-100 
de malla. Las temperaturas del de tect.or de ionización de -
flama y del inyector fueron de 220°C y 195ºC respectivamen­
te. El pro~¡rama de temperatura fué de 100-lBSºC a 20°/minu 
to, la temperatura final se mantuvo por 3 minutos. Los ga-=:­
ses acarreadores fueron N ·2 H 30 cm3 /minuto y aire a 350 

~/ . . . 2 f 2 l' d cm- minuto. Las mediciones :ueron rea iza. as a una atenua-
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y = 3.7x ~ t-o~os> 
2 

r = 0.90 

o.o. 
540 nm 

0.07 
0.135 
0.28 
0.67 
1.10 

0.1 0.2 0.3 

P.S. 

g/l 
0.02 
0.038 
0.077 
0.18 
0.30 

1 
0.4 

PESO SECO CELULAR (g/I) 

Figur.a 10. Curva estandar, D.O. vs peso 
seco de Propio~?-bact~2:ill!.'.1_ ~hermani.i. 
ATCC 13673 en un medio a base de jugo -­
cocido de lim6n. r 2 ~ coeficiente de re­
gresión lineal. 
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Y
2

= 3.36X + 0.04 
r = 0.98 

E e 

~ 
1.0 

LO 

<f. P.S. 

o 540 nrn g/l r-
~ 

0.11 0.02 
0.24 0.06 

o 05 0.38 0.10 

g 0.51 0.14 
0.64 0.18 

(J) 0.81 0.23 z 
w 0.95 0.27 
o o.os 0.30 

- 1.18 o. 34 
l. 30 0.38 

1 

0.1 02 0.3 04 

PESO SECO CELULAR (g/I) 

Figura 11. Curva estandar, D.O. vs peso 
seco de Propioni!?~ct_~~iun1 sh~n~_:-_nii 
ATCC 13673 en un medio control de gluco­
sa. 
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5JS nm 
0.10 
0.170 
0.24 
0.32 
0.39 
0.46 
0.53 

A.R. 

g/100 ml 
0.02 
0.04 
0.06 
0.08 
0.10 
0.12 
0.14 

AZUCARES REDUCTORES (g/100 mi) 

Figura 12. Curva estandar, D.O. vs concen 
tración de azúcares reductores totales. 
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ci6n de 8 y un rango de 10 . 
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Los icidos: cítrico, succínico y l&ctico fueron i<len­
tificados y cuantificados comparando el tiempo de retención 
y la altura del pico con las obtenidas por la curva están-­
dar de los ácidos puros (Figuras 13, 14, 15}. 
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y - l.793X + 1.607 
2 

r -- 0.98 

A.P. 

cm 
5.10 
8.10 

13.15 
18.36 
21. 95 

• 

A.L. 

9/l 
1.95 
3.62 
6.40 
9.35 

11.35 

AC 1 DO LACTIC..O (g/I) 

Figura 14 Curva estandar, altura del pico 
vs concentración éle ácido láctico. 
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Y = 3.95X + 0;515 
2 

r = 1.0 

A.P. 
cm 

/ 8.12 
12.85 
16.90 
24.00 

-.L 1-.. 
1.0 2.0 3.0 4.0 

A.S. 
g/l 

l. 92 
3.12 
4.15 
5.94 

1 

5.0 

.8.CIDO SUCCINICO (g/I) 

1 

6.0 

Figura 15. Curva estandar, altura del pico 
vs concentraci6n de &cido succínico. 



VI. RESULTADOS Y DISCUSION 

Vl.l - Pruebas Específicas para P. shermanii ATCC 13673 

En ésta sección se verificaron alqunas pruebas espec.í­
f:Lcds par.a P. shermanii ATCC 13673. 

Según la bibliografía (4), P. ~he~ani_:!:_ se encuentra -
cJa,3.ificado de la siguiente forma: 

familia PropionionibacteriGceas. 

qénero Propionibacterium, 

especie Propionibact0!ri'..rn1 freudenreic:hii 

subespecie Propionibacterium shermani i 

.Las propion.ibacterias son bacterié:i~:; gram pos .i.t:i. iras, e~ 
¡-_¿¡]_.:ctsa po.sitiva, no reducen nitratos (4,JS), no esporulan, 
no son móviles, son anaerobi<ls fac:ul t;:ctivd~J (4, 15). Gene-­
~nlrncnte pleom6rficas, pueden presentar formas Jifleroidal, 
cocoi.de, clongadas, las c~lulas generalmente se agrupan en 
uares, r::n configuraciones "V" o "Y", en ca.denas co1~t:as y -­
también se pre~'.:mtan solas (4, 1::·). 2-\lgunas de ést.as espc-­
cics crecen mejor en condiciones totalmente anaor6Licas, 
otras 0m :::ondiciolles aeróbicas ( 4, 18) y en el caso de 
P. -~-1-:~E.E:l~ni.:.~' es un microor9anisrno microaerofílico (4'.-S). 

Las propionibacterias presentan colonias blancas, ro-­
sas, amarillas, naranjas (4). Sus requerimientos nutricio­
nales son complejos (19) y el crecimiento es irregular (36}. 
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Las pruebas realizadas a !:_. sherrnanii ATCC 13673 fue-­
ron: gram, catalasa (25), reducción de nitratos (8,25), -­
forma de colonia, color, tamaño y consistencia. En las dos 
primeras pruebas se creció al microorganismo en un medio de 
Kreb's líquido y para la terc0ra este mismo medio fue com-­
pletado con O. s~º de ni trato de potasio. En todas las prue­
bas, se creci6 al microorganis~o tanto en condiciones ana-­
oróbicas como aeróbicas en medio de Kreb's líquido y sólido 
(con 1.5% de bact:oagar) respectivamente. Las condiciones -
anaeróbicas en placa, se obtuvieron en una jarra anaeróbica 
con atmósfera de CO . En todas las condiciones, el micro-­
organismo se incub6

2
a 29ºC por 48 h partiendo de un cultivo 

aeróbico. Para los medios líquidos, se utiliz6 una agita-­
ción de 125 rpm. Los resultados obtenidos se resumen en -
la Tabla IV. 

TABLA IV 

PROPIEDADES ESPECIFICAS PARA P. shermanii ATCC 13673 
BAJO CONDICIONES ANAEROBICAS Y AEROBICAS 

Condiciones de aeración 

Característica Anaerobiosis Aerobios is 

Forma 
redonda redonda 
convexa convexa o ro 

colonias colonias 
·.-i 
rl 

blancas blancas 'º Ul 
Color 

Tamaño 2.5 2.5 
o 

mm mm .,.; 
ro 
Q) 

cremosa cremosa s 
lisa lisa ~ 

Consistencia 
w 

Movilidad 

Ca talas a + + o 
·.-! o 
ro ro 

+ + Q) ·.-i s ::l 
O' 

+ + ¡.;: \r-l 

Reducción de nitratos 

Gram w .-l 
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La 'I'abla IV muestra que bajo condiciones anaeróbicas -
los resultados van de acuerdo con lo reportado por De Vries 
y Bergey (10,4) excepto la reducción de nitratos. El crecí 
miento bajo condiciones aeróbicas en placa fué tota1mente -:::: 
inesperado (Tabla IV), puesto que la alta tens:i.ón de oxíge­
no inhibe el crecimiento aunque el microorganismo es capaz 
de crecer en medios líquidos aereados (33). Si se conside­
ra que el inóculo provino de un medio aereado, éstos resul­
tados indican una adaptación del microorganismo a la prese~ 
cia de oxígeno. 

VI.2 Pruebas de Estabilidad y Producción de Vitamina B
12 

en P. shermanii Bajo condiciones prolongadas de 
Aeración. 

Al observar que P. shermanii creció bajo condiciones -
aeróbicas se planteó determina-rla estabilidad física y bio 
química del microorganismo bajo condiciones prolongadas de 
aereación incluyendo producción de vitamina s

12
. 

Utilizando un inóculo aeróbico del 5% se llevó a cabo 
la fermentación por 21 días bajo condiciones aeróbicas a ni­
vel matraz. A los 3, 8, y 21 días se le realizaron las prue 
bas físicas y bioquímicas. Los resultados se resumen en las 
Tablas V y VI. Al microscopio, las formas de los microorga­
nismos de las tres cepas son muy similares e incluyo a la -­
fonna presentada por la cepa original de P. sherrnanii (Figu­
ra 16). 

I,as condiciones prolongadas de aereación provocaron que 
P. shennanii se manifestara presentando diferente pigmenta-­
ción ('l'abla V) y que la colonia blanca perdiera la capacidad 
de reducir nitratos (Tabla VJ) . Una posible explicación del 
comportarniento a éstas condiciones de aereación pudiera ser 
la presentada por Pritchard (33), en donde la adaptación a -
altas presiones de oxígeno es debido a la selecci6n de geno­
tipos facultativos o aerotolerantes. 
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TABLA V 

EXPRESION FENOTIPICA DE 
P. sherroanii BAJO CONDI - -CIONES PROLONGADAS DE -

AERACION 

Colonia 

B Blanca 

A Amarilla 

R Roja 

3 

+ 

Días 

8 21 

+ + 

+ + 

+ 

Para determinar la capacidad productora de vitamina -­
B12 se aisló cada microorganismo y se realizaron f ennenta-­
ciones en un medio con glucosa (control) , y otro con jugo -
cocido de limón a nivel matraz, bajo las condiciones anota­
dá5 en materiales y métodos. Durante las fermentaciones se 
ajustó el pH para mantenerlo entre 6. 5 y 7. 5 y se detenninó 
vitamina B

12 
al final de las mismas. Los resultados se re­

sumen en la Tabla VII. 
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TABLA VI 

PRUEBAS FISICAS Y BIOQUIMICA DE LAS COLONIAS 
AISLADAS DE P. shennanii 

Colonias 
Característica B A 

Forma 
redonda redonda 
convexa convexa 

Color blanca amarilla 

Tamaño 2.5 cm 3.0 nun 

Consistencia 
cremosa cremosa 
lisa lisa 

Movilidad 

Catalasa + + 

Reducción de nitratos + 
Grarn + ·+ 

TABLA VII 

{.< 

DETERMINACION DE VITAMINA B AL FINAL 
FERMENTACIONES EN UN MEDIO tbN GLUCOSA 

OTRO CON JUGO COCIDO DE LIMON 

Colonias 
Vitamina B12 (µg/l) 

R 

redonda 
convexa 

roja 

1.5 mm 

cremosa 
lisa 

+ 

+ 

+ 

DE LAS 
Y EN 

en glucosa en jugo cocido de 
limón 

B 

A 

R 

º·ººº 
º·ººº 
0.000 

0.000 

0.000 

º·ººº 



HG.16 MICROGRIHIA HECTRONICA DE P. shermanii nH;G 
13673 BAJO CONDtCHJNlS PROlONGAOAS IH Af~A 
C HH.J; B. 3 di as; A. 8 días, R, 21 dia s V P. t:t!lrn ~H ¡ .. -
gin al. 
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Los resultados muestran falta de capacidad productora 
de vitamina B

1
'> en las 3 cepas, posiblemente debido a las -

condiciones de~aislamiento de éstas. Por otro lado, al fi­
nal de las fermentaciones, las células amarillas y las ro-­
jas en ambos medios de cultivo revertieron a ia cepa origi­
nal (blanca) . M&s investigaci6n a éste respecto deber& 
efectuarse para determinar cuales son las condiciones de --
6xido-reducci6n del in6culo Óptimas en la síntesis de vita­
mina s 12 . Debido a éstos resultados se decidi6 reactivar -
un liofÍlizado de P. shermanii A'rcc 13673 de la forma como 
se señala en materiales y métodos creciéndose el inóculo de 
acuerdo a lo reportado por Pérez M. (31) para evitar que el 
microorganismo perdiera la capacidad productora de vitamina 
812· 

VI. 3 - Pruebas Preliminares 

En éste bloque de experimentos, las fermentaciones fu::_ 
ron llevadas a cabo a nivel matraz bajo las condiciones ana 
eróbicas-aeróbicas ya establecidas en materiales y métodos-:­
Durante éstas se fué ajustando el pH para mantenerlo entre 
un rango de 6.5 - 7.5 determinándose azi.lcares reductores y 
nitrógeno total al principio y a1 final de la fermentación 
así como de vitamina s 12 al final de la misma. 

a) Se realizaron fermentaciones utilizando por separa 
do y con las mismas cantidad~s los constituyentes del medi; 
base: agua de cocimiento de maíz (70 ml/l) con 5 ppm de -­
cloruro de cobalto (6), y jugo cocido de limón (500 ml/l) -
con 5 ppm de cloruro de cobalto (6), para determinar cuanto 
contribuían cada una de éstas fuentes complejas al crecí-~ 
miento y a la producción de vitamina B12 . Los resultados .. 
encontrados se resumen en la Tabla VIII. 

b) Se llevaron a cabo fermentaciones en un medio con­
trol de glucosa (100 g/1, 70 ml/l de agua de cocimiento de 
rnilÍZ y 5 ppm de cloruro de cobalto), y un medio con jugo -
cocido de lim6n esterilizando los constituyentes de los me-



TABLA VIII 

DETERMINACION DE GLUCOSA, NITROGENO Y VITAMINA B12 EN k~S FERMENTACIONES 
UTILIZANDO AGUA DE COCIMIENTO DE MAIZ-CLORURO DE COBALTO (ACM) Y JUGO COCI 
C.'IJ DE LINON-CLORURO DE COBALTO (JCL). 

Crecimiento 
Azúcares red. Nitrógeno tot. Vitamina s12 

(g/l) C2/l) (rnc9/l) 

inicial final inicial final final 

ACM ++ 6.65 6.65 5.05 4.52 1052.60 

JCL + 9.67 8.36 0.59 0.58 0.00* 

* Debido a la baja concentración celular no fué posible determinar vita­
mina B12 por el método empleado. 

O'\ 
o 
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dios por separado y agregados aséptica.mente, con el fin de 
verificar si el microorganismo crece y produce vitamina B12 
en un medio a base de jugo cocido de limón (32). Los re-­
sultados se presentan en la Tabla IX. 

e) Las fermentaciones fueron llevadas a cabo en medio 
control de glucosa (100 g/1 de glucosa, 70 ml/l de agua de 
cocimiento de maíz y 5 pprn de cloruro de cobalto) , esterili 
zando juntos los constituyentes del medio con el objeto de 
dett~rm.inar como afE:cta ést:e tratamiento térmico al creci--­
rniento y a la producción de vitamina B12 . La Tabla X mues­
tra los resultados encontrados. 

En la Tabla VIII se puede observar que en el experimen 
to C·:m ACM hubo crecimiento y consumo de nitrógeno total -
sin utilizacion de azúcares reductores, hecho que indica la 
pre~encia de otra fuente carbonada f&cilmente asimilable -­
por el microorganismo, con una produccirSn de vitamina B12 -
de 1052.60 mcg/l. En el experimento con JCL hubo poco cre­
cimiento e1 cuál está de acuerdo con el consumo de azúcares 
red u e to.res y nitrógeno to ta 1. En ambos casos los azúcares 
reductores residuales deben ser no fácilmente metaboliza--­
bles por el microorganismo o bi~n se tratan de otras sustan 
cías que responden a la t~cnica de an&lisis empleada. 

En la Tabla IX, se observó mayor crecimiento en el me­
dio con glucosa en comparación al medio con ,JCL, cornporta-­
mü~n to lógico pues tuvo mayor cantidad de azúcar. Los re-­
sul t.'ldos también muestran que en el medio con JCL el micro­
organismo creció y produjo vitamina B12 aunque no al mismo 
nivel de lo reportado (32) . 

. 1\l igual que en el caso anterior se encontró un mayor cr~ 
cimiento y producción de vitamina B12 en el medio con gluc~ 
sa (Tabla X) . Para el caso de medio con JCL hubo un mejor 
crecimiento y mayor producción de vitamina a 12 cuando se 
esterilizaron juntos los constituyentes de los medios. 



TABLA IX 

DETERMINACION DE GLUCOSA, NITROGENO Y VITAMINA B12 EN LAS FERMENTACIONES 
DONDE LOS CONSTITUYENTES DE LOS MEDIOS SE ESTERILIZARON POR SEPARADO. ME­
DIO CON GLUCOSA (EXSG} MEDIO CON JUGO COCIDO DE LIMON (EXSL). 

Crecimiento 
Azúcares red. Nitrógeno tot. Vitamina B12 

( /1) (g/l) (.mcg/l) 

inicial final inicial final final 

EXSG ++++ 87. 70 33.70 5.05 4.50 6316.00 

EXSL +t 18.50 11.12 5.55 5.00 1052.60 

C'> 
tv 



TABLA X 

DETERMINACION DE GLUCOSA, NITROGENO Y VITAMINA B12 EN LAS FERMENTACIONES 
DONDE LOS CONSTITUYENTES DE LOS MEDIOS SE ESTERILIZARON JUNTOS. MEDIO CON 
GLUCOSA (EJG) , MEDIO CON JUGO COCIDO DE LIMON (EJL) . 

Azúcares red. Nitrógeno tot. Vitamina s 12 Crecimiento 
(g/l) (g/l) (rncg/l) 

inicial final inicial final final 

EJG +++++ 87. 70 29.20 5.00 4.44 6316.00 

EJL +++ 18.00 12.90 5.50 4.95 2105.30 

O'I 
w 



Por lo tanto, es conveniente en base a ¡stos resultados 
esterilizar juntos los constituyentes de los medios para si~ 
plj.ficar las operaciones del proceso y a la vez disminuir -­
los riesgos de contaminaci6n. 

VI.4 Experimentos a Nivel Fermentador 

VI.4.1 - Experimentos utilizando, glucosa como fuente de 
carbono. 

El objetivo de éstos experimentos fué el de conocer el 
comportamiento cinético de P. shermanii ATCC 13673 en un me 
dio control de glucosa (sustra~~e-r;;-ialmente empleado pa 
ra la producci6n de vitamina B12l, bajo diferentes condici; 
rn:":!s de aoreación a fín de disponer de los elementos básico-;;;­
neccsarios que penni tan comparar el comportamiento cinético 
del mismo microorganismo en un medio a base de jugo codido 
de lim6n y bajo las mismas condiciones de fermentaci6n. 

I1ara que los exper.irnentcs de ambos medios de ferrnenta­
c-i_on sean realmente comparables se consideró que el medio -
control de 9lucosa debería contener el mismo número de moles 
que la fuente de carbono del medio a base de juqo cocido de 
lim6n, es decir, 0.18295 moles (0.0537 moles de azGcares, -
~lucosa, + 0.12925 moles de &cido cftrico) los cuales equi­
·.¡alen a 3.28% de qlucosa. Por lo t.1nto, la composición del 
~edio fue: 32.8 g de glucosa, 3.15 q de nitr6geno (agua de 
-:.:or.im:i . .:::nto de maíz) y 5 mg de Cocl 2 ajustando el volumen o. 
un litro con agua destilada. Se esterilizaron juntos la 
fuente de carbono y la fuente de nitr6geno. 

El in6culo fu¿ preparado crecienrlo al microorganismo 
en el mismo medio de la fornia indicada en material1~s y mét~ 
dos, (sección V,3) con el fín de que no perdiera la capaci­
dad productora de vitamina R

17
. 
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Las fermentaciones fueron llevada.s a cabo por 168 h -­
bajo las condiciones anotadas en la Tabla III (ver materia­
les y métodos) . 

VI. 4. la. - v,ermentación bajo condiciones anaeróbicas. Los 
resultados se resumen en la Tabla XI. 

Cuando la fermentación se lleva a cabo bajo condicio-­
nes anaeróbicas (Figura 17) el crecimiento exponencial se -
presenta dentro de las primeras 48 h de iniciada la fermen­
tación, con una p:r-oducción celular de 6.4 g/l y un consumo 
de glucosa, &cido lSctico y nitr6geno total de 25.28, 19.8 
y 0.95 g/l respectivamente. En este lapso, la velocidad -­
específica de crecimiento (µ} es 0.063 h-l (Figura 18) y la 
síntesis de vi ta.'Tlina es máximo, 2186 mcg/l, posteriormente 
a m8dlda que disminuye la velocidad específica de crecimie~ 
to disminuye la sf-ntesis de vita:nina, de tal fonna que cuan 
do \J ~-= O la síntesis se detiene:;, lo que indica que en condT 
cion12G anaeróbicas la producción de vitamina B12 está en -=­
Eunci6n directa de la velocidad específica de crecimiento. 

Analizando ~stos resultados en funci6n a sus velocida­
des específicas (Tabla A y Anaxo 1) , se encontró que efecti 
vamente las velocidades específicas de producción y de ;:,~on-=­
sumo de sustratos (q y q ) están estrechamente relaciona-­
dos a la del crecimi~nto Tµ) . Por consiquiente la fermenta 
ci6n es de tipo I, segGn la clasificaci6n de Gaden (14) o-:: 
sea, la fermentaci6n presenta una cin~tica de producci6n -­
asociada al crecimiento (Figura 19). 

VI.4.lb. - Fermentaci6n bajo condiciones aer6bicas. Los re 
sultados se resumen en la Tabla XII. 

En la Figura 20 se muestran los resultados obtenidos -
en ésta fermentación, de rnanerél similar a la anterior el -­
crecimiento logarítmico se presenta dentro de las primeras 
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TIUlLA XI 

RESULTllOOS OBTENIDOS Ell U• !.''EF-MENTACION ANl\J::ROBICA DE UN MEDlO CONTROL DE GLUCOSA 

CON !,".E:;?.E.!.smibact.eri':!!!: _shernumi !_ A'J:CC 13673 

Tiempo Peso seco Nitr6gcno tli tróq;mo Nitrógeno Azúcar Ac. láctico 
(h) (<¡/l} re~d.dual <li,ili:1:able no residual rellidual 

(g/l) ('J/l) dializablo (g/l) (9/l) 
(g/l) 

0:0 0.42 5. 30 4. 84 0.46 42.48 11.63 

24: 50 2.20 4.99 <l.25 0.74 33.38 5.88 

46.15 6.40 4 .35 3.86 0.49 17.20 o.o 

67:30 7.06 4.27 3. '18 0.48 l2. 91 o.o 

SB.45 7.55 4.01 3. Jfl o .. 63 12.59 o.o 

114. 20 7.50 4.06 J.38 0.60 12 .03 o.o 

136' 30 7.58 4.03 3.31 0.73 13 .63 o.o 

160130 7 .30 4.05 3. 31 0.74 12.06 o.o 

Vitamina 

ª12 
en células 

(mcr¡/l) 

o.o 

o.o 

218&.0 
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'!'ARLA XII 

RESULTADOS OBTENIDOS EN LA !'ER?1E!'..~l'l\CION T..EROBICA DF. UN MEDIO CONTROL DE GLUCOSA 
CON Propionibactoriun~ shermanli. ATCC 13673 

Tiempo. Peso seco Nitrógeno ·llitrógeno ~at.r6<;eno Azúcar Ac. láctico 
(h) ( <J/l) residual dializable no residual residual 

(g/l} (g/l) dializable {g/l) (g/l) 
(g/l} 

0:00 0.59 5.20 4.65 O.SS 42 •. 88 ll.63 

24:0 3.42 4.60 4.05 0.55 38.86 s;aa 

4010 9.13 4.25 3.67 o.sa 15.68 o.o 

72.0 9.28 J.98 3.30 0.68 13.87 º~º 
97:0 8.56 4.03 3.40 0.65 11.72 ÍLO. 

.. 

11910 S.20 4.09 3.40 0.66 12.28 o.o 

14410 7.97 4.09 3.40 o. 71 12.28 o.o 

.t, 

Vitamina 
B¡~ 

en e lulas 
(mcg/l) 

-.J o 

1042 .6 

4169.4 

4358.9 

4311.S 

2653.3 
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48 h de fe:rn1entélción, sin embargo, la producción celtüar e:..; 
43~, más alta (9.13 g/l) con solo 8% más de glucosa consumi 
da (27.20 q/l); el consumo de ácido láctico y nitrógeno to 
tal, así como, la velocidad específica de crecimiento son­
similares a la fermentación anaeróbica, mientras que la -­
producción de vitamina en éste lapso es 47% más baja (1042 
mcg/l) . En las siguientes 24 h la masa celular aumenta li-
9erarnente (0.14 g/1) aumentando la producción de vitamina -
B12 a 4170 mcg/l, ésto indica que en éste intervalo de i:ie~ 
po una baja velocidad específica de crecimiento promueve no 
tablemente la síntesis de Bi2· Por otro lado, la lisis cel~ 
lar y una prolongada aereaci6n disminuyen el contenido de -
vitamina. 

Al analizar ~stos resultados en funci6n de sus veloci­
dades específicas, (Tabla A, Anexo 1) se encuentra que en -
las primeras 36 h de la fermentación las velocidades espec~­
ficas de crecimiento (µ) y producción de B12 (q ) , van relc::>. 

. a 1 .,.. "d d l . n. 1 ciona as, re .acion no rnanteni a urante as s:i..qtn.entcs 10--

ras de la fermentación, pués a partir de ese tü:mpo 1J con ti 
nGa disminjyendo y q presenta un aumento cuyo máximo se e~ 
cuentra a las 60 h d!ligura 21E) , mientras tanto q de gluco 
sa a ese mismo tiempo (36 h) presenta un máximo d~ consumo-: 
disminuyendo posteriormente hasta las 60 h a partir del cual 
permanece constante q.,, = O) (Figura 21A). De ésta forma, -
en las primeras 36 h la fermentación presenta una cinética 
dQ producción asociada al crecimiento, mientras que en las 
subsecuentes 24 h la cin~tica de producción es no asociada 
al crecimiento, por lo que presenta.una combinación de las 
fermentaciones de tipo I y III según clasificación de Gaden 
(14) , (Figura 21) . 

VI.4.lc. - Fennentación bajo condiciones anaeróbicas-aeróbi 
cas. Los resultados se resumen en la Tabla XIII. 

Cuando la fermentación se realiza en dos etapas, como 
se muestra en la Figura 22, se observa que para la fase an~ 
eróbica el comportamiento de todos los parámetros es muy si 
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TABLA XIII 

IU:SOLTAOOS OBTENIDOS EN L.l'\ F'ERMENTAC!ON ANAEROBICJ\-AEROBICA DE UN MEDIO 
CONTROL DE GLUCOSA CON Pro~ionibacterium sherrnanii A'l'CC 13673 

:·luontra. Tiempo PCGIO SllCO Nitr.Sgcno Nitrógeno Nitrógeno Azúcor Ac, l&ctico Vit4ll'lina. 
(h) (g/l) residual clializable no residual residual 

ª52 
(9/ll (g/l) dializable (g/l) (g/l) en e lulas 

(g/l) lmcg/ll 

l 0:0 0.39 5.30 4.84 0.46 42.48 11.63 

2 13:0 l. 37 5.19 4.67 37. 55 

24:0 2.82 4.87 4.44 0.44 34 .19 5.88 
.., ... 

4 47:30 7 .45 4 .:n 3.80 0.43 15.62 º·ºº 1989.9 

5 71:30 7.38 4.17 3,72 0.5 12.66 º·ºº 2676,8 

6 95:30 7.64 4.04 3.54 o.s ll. 73 o.oo 2676.8 

7 119: 30 7,67 4.0l 3.47 
" 

0.54 11. 70 º·ºº 3469.) 

8 142:43 7.53 3.96 3.47 0.48 11.17 o.oo 4153.0 

9 167:15 7.24 3.40 3,54 0.39 11,Sl º·ºº 3932.0 
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milar al mostrado en la Figura 17. Al hacer el cambio a la 
eta~a aer6bica (en fase de crecimiento estacionario) los -­
consumos de glucosa (l. 51 g/l) :.: nitrógeno total (O. 21 g/l) 
son bajos y la producción de vitamina B12 aumenta de 2676 
a 1153 mcg/l por efectc de la aereaci6n (5,13 y 31). 

Trabajando los datos en velocidades específicas (Tabla 
A, Jrnexo l) éstos muestran (•n la et:.."ipa anaeróbü:c1 un comport~ 
miento parecido al de la Figura 19, mientras que en la etapa 
aeróbica todas la:s velocidades específ:i cas de los paráme-­
tros p~rmanecen constantes, a excepción de la velocidad e~ 
pecífica de producci6n de vitamina B1 2 (qp) , cuyo máximo -
lo tiene a las 108 h de la ferm-2:-itación, hecho que se debe 
a la :fonnac:i.Ón del 5. 6-di.metiltencimidazol <'~n la ""t-.apa ae­
roDica y a .la unión de és::e con E:l factor "B" 9ent's:atlo en 
la etapa anaer6bica (13,37), provocando de 6sta manera que 
se fonne más vitamina s 1 ,,. Por lo tanto, la .fer.rnentación 
tiene una cin6tica de pr~ducci6n asociada al crecimiento -­
durante la primera etapa, y no asociada al crecimiento du--· 
r~rntc la ~>equnda. etapa, most:i:-andc una combinación de la fe:r 
nl•'.'c1tación de tipo I y III según :::lasLficación ele G.c1den (14·)-, 
(Fi9ur.:< 23) . 

Vl .·~. ld - Fermentación bajo condiciones anaerób.icas-aeróbi­
cas con adiciones peri6dicas de glucosa. Los re­
sultados se resumen en la Tab1a XIV. 

En esta fermentación (Fiqura 24), la fase logarítmica 
se prolonga has~a las primeras 24 h de aereaci6n (120 h de 
fermentación), con una producción celular de 17. 2 g/l .ini--· 
ciándose irunediatamente la fase de muerte celular posible-­
mente por la acumulación de metabo1ito.s .tóxicos. El consu­
mo m&ximo de glucosa es de 77 g/l. Parece ser que durante 
las primer~s 48 h de fermentaci6n la presencia de &cido -­
l&ctico regula negativamente la velocidad de consumo de -­
:'.ilucosa y la velocidad de sínte~;is de vitamina B12 , ya que 
en las siguientes 48 h donde ya no hay presencia de ~cido-
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Figura 23. Velocidades específicas en la 
fermentación anaeróbica-acróbica de un me­
dio control de glucosa con Propionibac.te_Eiun~ 
shermanii ATCC 13673. 



TABLJ\ XIV 

RESULTADOS 08TENIIXlS EN LA FERMENTJ\ClON ANAEROB1CA··AEROBICA/AD!CIONES DE UN 
MEDIO CONTROT, DE GLUCOSA CON l'roe1onibactcrium shermanii ATCC 13673 

Sueatra Tiempo Peso seco Nitrógeno Nitrógeno Nitrógeno Azúcar Ac. láctico Vitami{ia 
(h) (g/l) residual dializable no residual residual ªp. 

(g/l) (g/l) clializable (g/l) (g/1) en e: lulias 
(g/l) (mcg/ll 

l 0:0 0,45 4.24 4.75 o .49 40.38 11.63 º·ºº -..¡ 

2 13:00 l. 30 5.15 4. 61 39.37 º·ºº 
()) 

3 24:00 3.53 4.80 4.39 0.44 
32.09 

5.aa 1209.1 
45.18 

4 41:30 6.80 4.20 3.76 0.44 
32.87 o.oo 1658.27 
49.26 

s 71130 11.58 3.58 3.15 0.43 
28.36 

º·ºº 3019.Bl 
48.89 

6 95,30 15.82 2.99 2.ss 0.49 25.09 0.00 5536,0 

7 119:30 17.20 2.91 2.45 0.51 16.60 0.00 6411.99 

8 142.53 16.19 2.82 2.31 0.48 13.15 º·ºº 6557,06 

9' 167.15 15.04 2.86 2.39 0.48 12.93 o.oo 5803.97 
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lficU.co aurnc~ntan e3tas 'h:locidades. Por otro 1 ado, la baja 
ve1oc.i.da.c1 específica de ..::rec:i.miento (p), (F'iqw~a 18) bajo -
condiciones .3eróbicas (9ó-J.20 h) no oriqi1v1n un aumento en 
Ja sínt•-'!.s.i.s d·::: vi tarnin2 .:i di ferE!ncia de Jo que sucede 011 ·--
1 c~;,~ experimentos antericres (Figura 22 y 2.3), J.o que hace -
suroner que debido al excesivo crecimiento aunado al bajo -
iiiv,·;l de aercc,'lción uti1.i2ado (O_l vvm*). el e<Jltivo práct.í.­
c·.;:1í110nte se n1antuvo f~11 c0;1dic iones anacr<Sbicas i-Jues to que la 
pn.K1ucción de B1 2 en éste periodo de ti<?mpo y el comporta-­
miento del crecimiento así lo demt;c~stran _ 

De la misma forma ~ue los experimentos anteriores, se 
;-nial izaroll L)s resultac".os en funci0n a ~us veloc:idades espe 
e.u ica.s (q) (Tabla A, i\::;.;:xo 1), mostrando una relación di_-:: 
l·ccti.i entn.~ l.os corres·,:('ndientes al crecimiento (;t) y al -­
·:..~on;-.;¡irno de sustr<:tos, :;-rincipalmente con la gJucosa, (Figu­
ra 25A) , sin ernbar~¡o d.i cha relaci6n no La pre~;enta con la -
.··1p de la vit.:u1:inu B12 i:c:.0sto qu<::~ dentro de las primeras 36 h 
:le fermentaci.ón, lfl ci.:10tica de producción ch' vitarnjna Bi2 
está asociada al creci~iento, mientras que a partir de ~ste 
tiempo en adelante se F~esenta como no asociada (Figura 258) 
Dicho comport.arn:i,=nto cae" dent-co de los patrones cinéticos I 

1 lII propuestos por Gaden (14), posiblemente debido a un -
c~~:ccto de adición de gJ.l.lcosa (F:i.qu1:a 25) . 

En relación a los diferentes niveles de aereaci6n en -
] os experimentos anteriores, cabt" hacer notar que: 

a) sin imFortar las condiciones de aereaci611, el microor-
• qanisrno presenta durante las µrimeras 48 h de iniciada 

la fennentaci6n valores muy sirnila~os de velocidades 
específicas de crecimiento (~.), (Figura 18). 

b) la cantidad de az:.:ícar residual fué aproximadamente la 
misma en todos lC'S <1xperimontos (28-30%) porque se tr~ 
tan de azGcares y/o sustancias no metabolizables preve 
nientes del agua de cocimiento de maÍ7. (Ver 'l'abla VIII) 

e) el ni t.ré,gcno protéico (8. 7-14% del nitrógeno total) 

'~ vvm = volwnen de aire por volumen de medio por m.inuto. 
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permanece constante durante la f-ermcntación. 

d) el &cido láctico presente en el medio es consumido to­
talmente en las prim~ras 48 h. Así mismo, 

e) el.rnicroorganismo presenta un consumo simult&neo de -­
las fuentes de carbono en contraste a lo reportado por 
Lee (19). 

VI.e.le - Rendimientos y productividades 

Para una mejor comparación entre las fermentaciones -­
rea:1_izadas se calcularon los rendimientos (Tabla XV) y las 
productividades (Tabla >..'VI) • 

En 'Jirtud a que en el medio de fer.mentación estuvieron 
r-re::o;entes dos fuentes de carbono, · 1os cuáles utilizó el mi­
crcorgani_smo para duplica1-se, se procedió a determinar los 
rend.ünientos celulares para cada fuente de carbono emplean­
do la siguiente relaci6n: 

donde: 

Y /mol 
X G 

Y /mol 
::-: G 

/.is
1

/PM
1 

t.is
2

/PM
2 

PMl 

PM
2 

5
ly2 

( 25) 

Rendimiento de crecimiento molar: gramo de 
peso seco producido por mol de glucosa con 
sumida. 
Masa celular producida. 
Moles de glucosa consumida. 

Moles de lactato consumido. 

Peso molecular de la glucosa 

Peso molecular del Scido l~ctico. 
Grarr,os de fuente de carbono consumido; s

1
, 

glucosa y s
2

, &cido l~ctico. 
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El denominador 8 presente en la ecuación se empleó con el -· 
fín de tomar en cuenta la relaci6n de rendimiento molar --
8: l) que tiene~- shermanii sobre glucosa y lactato (11 y -
19) , para hacer equivalentes las moles de l&ctico a las mo­
les de glucosa. DLvidiendo ~ste rendimiento entre 8, se -­
obtiene el rendimiento molar para lactato (Y·¿· 

1
,.) . Si e;o;; 

d . ' } d . • --" 1), ll10. L 1 l -tos ren imient.os mo .ares se iv111en entre e ~eso mo.ecu ar 
correspondiente se obtendrá el peso seco celular por c_¡rarno 
de sustrato (Y / ) , para cada uno de ellos. Por otro lado, 

.. "1íl'"tal5Xo¡..$l.. ca. d 1 . . b . 1 en la via ~ i e as prop1on1. acter1as se procucen -
4 l\TP como consecuencia de la degraélaci6n de la glucosa ha_~;­

ta propionato y acetato cano puede observarse (Figura 26) , 
donde 2 ATP son producidos durante la glic6lisis y 2 ATP du 
rante el ciclo del ácido propiónico por mol de 9luco3a (11-­
y 16), y si se considera esa misma relación de 8:1 se obten 
dr& que por cada mol de lactato el microorganismo generar&-
0. 5 rnl de l\TP, valor que está dentro del ranqo (0.33-0.66 -
rnoJ PS de ATP por mol de lactato) reportado tm la bibliogra-.. -
fía (11 y 19) . Utilizando 6stas moles de ATP generado por -
mol de ::;ustrato empleado, se calcu1an los rendimientos celu­
lar~s molares correspondientes (gramos de peso seco celular 
por mol de ATP generado, Y / ) para cada una de las fermen - . XA~ 
t2ciones. 

El análisis de los rendimientos de producción (Tabla XV) 
muestran que la masa de c~lulas producidas por mol de sustra­
to consumido (Yx/sl y 2) para el m&ximo crec~niento en la fer­
mentación anaeróJ::ij_(.,a.' (0.21 y 0.05; en la fermentación de dos 
etapas (O. 24 y O .06) y en la fermentación de dos etapas con -­
adiciones de glucosa (0.22 y 0.06) son muy seme~jantes, esto -
demuestra que tales experimentos se realizaron bajo condicio­
nes anaeróbicas, ya que para aerobiosis se obtuvo un valor -­
más al to (O. 39 y O .10) , de aqu.í" se desprende que la fermenta­
ción aeróbica es m&s eficiente que la anaer6bica, estos resul 
tados están de acuerdo a lo reportado (18 y 33). 

El cálculo del peso seco producido por mol de ATP genera 
do (Y / _) para las fermentaciones anaer6bicas y combinadas­

x A'r11 

estan aentro de un rango de 9.54 - 10.68, mientras que para -



J Glucosa 

3 ATP _J 
J, 

J Glucosa-6-P04 

! 4 Propionato 
J Fructos;1-r,-Po

4 

3 ATP----~, ~ '4 Succinato T Col\+----. 
3-Fructosa-1,6 diPO<l ADP + ~i FP 

.,1hidr6xiacettna P0
4 
~lt Gliccrtldehrdo-3-POA 4ATP FPH 2 4 SucciHnU C(ocA) _ _j_ ., 4 Fumarato 

Pi --¡-----r. 6 X 2H r 
l,J-difosfoglicérico 4 Malato 

6 A'l',,.__~- ~ NAD 4 Metilmalonil 

6 3-fosfogl1cérico NADli CoA (bll. 4 Propionil 
¿ ~- co 
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6 ATP~ i CoA 

f
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+ p 2 NADH + + CO 
2 

6 NAD-t-4< 6 NADH 

- CoA 

2 Ac•:>til-P 6 Lactato 

J.. 
2 Acetato + 2 ATP 

Figura 26. Gencr<:tción de J1TP por mol de glucosa en la v!a metabólica de las P1·opionibncterias, 
En el ciclo glicolrtico se producen 2 A'I'P y 2 A'ff' en el ciclo del ácido propi6nico (J, 16 y 40). 



Tll13Ll\ XV 

RENDIMIENTO DE !'._. ~aníi ATCC 1:!673 BAJO DlFEREtlTES CONDICIONES DE l\ER.EACION 
EN UN MEDIO CONTROL DE GLUCOSA 

Rendimientos Unidades J\naerobiosis Aerobiosis 
Anacrobiosis-Aerobiosis 

Con ildición 
de 91ucosa 

9 •. cel./g. Gluc. 0.21 0.39 0.24 0.22 

y l</S g. cel./9. Láct. o.os 0.10 0.06 0.06 

g. cel ./mol Gluc. 38.16 69.59 42. 71 39.31 

"x/mol ., g • cel.imo. Láct. 4. 7"I 8.70 5.34 4.91 

"x/ATP. 
g. ce! ./mol ATP (Glu) 9.54 17.14 10.68 9.83 

g. cel ./m•ol ATP 9.54 17.14 10.68 9.83 
(Lác) 

yx/N g. cel ./q. N2 6.31 B.98 6.5 6.78 

" p/x 
mcg 

8 1219 · cel. 379.12 546.52 581.89 416.78 

,,,. 
Yp/s mcg n12/mol sust. 9066.12 14917 .52 13724.40 11744.70 

yp/N 
mcg 

81219· N2 2148 .44 3725.55 3090.55 .2689. 52 

(X) 
V1 



aerobiosis es de 17. 4 ('rabla XV) . En función del rendimie:n 
to de c~lulas por mol de ATP (9.54) encontrado en los exre~ 
rimentos en condiciones anaer6bicas, y considerando que no 
importando de donde se generen las molE!S de A'rP debe de d,:i.r 
un valor constante de gramos de células producidas por mol 
de ATP (YATP), por lo tanto bajo condiciones aeróbicas se -
debieron de haber generado alrededor de 7 ?.TP por mol de -­
sustrato consumido, indicando que de alguna forma se abrió 
parte del ciclo de Krebs bajo ~stas condiciones de aerea-­
c:.1on. Por consiguiente el al to valor obtenido ( 17. 4) bajo 
condicione~ aeróbicas se debe a que se calcul6 en base a 4 
molos de ATP y no a las que realmente se produjeron. 

El rendimiento de vitamina B12' mc9/grarno de célula 
(Y , ) para las condiciones anaeróbica y anaeróbica-aeróbi-o ,_. . 
ca' / .... con adiciones son muy similares, 379 .12 y 416. 78 res-
pectivamente, lo mismo sucede para aerobiosis y anaerobio­
sis-aerobiosis cuyos valores son 546.52 y 581.89 respectiva 
mente. Si~ndo m&s eficientes éstos Gltimos que los anteri~ 
res. 

En relación a la cantidad de vi ta.mina B12 producida --· 
por mol de sustrato (Yp¡s> la fermentaci6n aeróbica es m&s 
eficiente (Tabla XV) , lo cual no concuerda con lo reportado 
en la literatura (13) donde la fermentación en dos etapas -
(anaeróbica-aeróbica} produce un mayor rendimiento de vita­
mina B12· 

.L\.nalizando las productividades de cada fermentación -­
(Tabla XVI) se obtienen mejores resultados en cuanto a pro­
ducción de vitamina B12 (rncg de B12/lh) y de biomasa (peso 
seco celular/lh) bajo condiciones aeróbicas. Aunque la pr52. 
ductividad presentada en la fermentación anaeróbica-aeróbi­
ca con adiciones de glucosa es muy semejante a la aeróbica, 
ésta Gltima es mejor puesto que la cantidad de glucosa en -
el medio fue menor que en la otra. Las velocidades volumé­
tricas (gramo de sustrato consumido/lb} fueron muy s:i.mila-­
res para todas las fermentaciones. 



TABLA XVI 

VELOCIDADES VOLUMETRICAS DE P. shermanii ATCC 13673 BAJO DIFERENTES - ------
CONDICIONES DE AERACION EN UN MEDIO CONTROL DE GLUCOSA A LA MAXIMA 

Velocidades 
volumétricas 

promedio 

g. ceL/lh 

g. Gluc./lh 

g. Láct./lh 

g. Nit./lh 

PRODUCCION Y CONSUMO 

Anaerobiosis Aerobios is 

19.90 44.94 

0.13 0.18 

0.55 0.57 

. o. 25 0~24. 
~ 

0.02 0.02 

Anaerob - Aerob 

2·: .• 25 

0.15 

0.57 

0.25 

0.02 

Con adición 
de glucosa 

46. lB 

0.16 

0.68 

0.25 

0.02 

(0 
~J 
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Cabe señalar que las determinaciones de las productivi 
dades se reaU.zaron tomando en cuenta solo el proceso de --=­
fennentación, desde tiempo cero al tiempo donde se obtuvo -
la miixima producción y el máximo consumo de sustrato, depen 
diendo del parámetro a medir. -

VI.4.2 - Experimentos utilizando jugo cocido de limón como 
fuente de carbono. 

El objetivo de éstos experimentos fue el de conocer el 
c:cimportam.iento cinético de P. shermanii .Z'\.'I'CC 1367 3 en un me 
dio a base de jugo cocido de limón como fuente de carbono -:: 
complementado con agua de cocimiento de maíz como fuente de 
nitr6geno, bajo diferentes condiciones de aeración lo que -
pennitirá sentar J.as bases para incrementar la producción -
de vitamina 2

12 
en futuros estudios. 

l;;l medio de fermentación empleado fué el mencionado ya 
en '.1l<o\ teriales y métodos. Los constituyentes de dicho medio 
fueron esterilizados juntos. 

Sl inóculo fué preparado creciendo al microorganismo -
en r.1edio b.::se de la forma ya indicada en la sección VI.3 . 

.Lns fermentaciones fueron llevadas a cabo por 168 h -­
bajo las condiciones señaladas en la Tabla III (Materiales 
y Métodos) . 

VI.4.2a - Fermentación bajo condiciones anaeróbicas. Los -
resultados se resumen en la Tabla XVII. 

Cuando la fermentación se llevo bajo condiciones ana-­
er6bicas (Figura 27) , el crecimiento exponencial se presen­
ta dentro de las primeras 48 h de iniciada la fermentación, 
con una producción celular de 2.52 g/l y un consumo de azú-



'f],Bf,)\ )IVI! 

R.f:SULTAfX)S OB'fEllIOOS C.N 1>. f'Eit'IENTllC10N MIM:ROOICA íJE UN Hl:DIO 1' DASF. o·e JUGO COCIDO DE LIHON 
CON Propionibacteriur.t ahc:~.!! ATCC 1367J 

Mnontra Ti"'"po 1>0110 a~= Ni tróc1eno Nltr&gcno Nitr6gono l\tGcar: Ao. Uii:;ttcu Ar:. Cítrico lic. Succ!'ntCCI Vttl>Jl\.ina ºu 
(h) (9/ll r-csldu11l dfalhahle "" rl!sidual residual :residual (q/1) "" (g/l) (q/1) dilll iza ble (gíll (g/l) 19/l) c6lulas 

lg/1) (lllc:t,1/ll 

l oo.oo o.n s.oo 4.SD 0.42 17.H ll.6) 23.!'.B o.o o.o 

2 24.00 1.19 5.27 4.02 0.45 H.17 8.33 23.12 0.21 530.CS!J ... 
"' 

3 48,15 2.52 5.01 4.58 0.-4J 12.22 o.o 23.91 l.ll 1184.5 

4 71.45 2.so 4.99 4.56 0.43 ll.B4 o.o 22.15 1.8'4 1516 .;z 

5 90.00 2.60 4.90 .C.41 o.47 ll.51 o.o 19.81 1.74 1402.4 

6 120.00 2.70 4. 911 4.53 0.45 11.uo o.o 21.91 1.92 1'02.4 

7 .144.00 J.60 .... 76 4.28 ~.-«e 11.eo o.o 21.02 l.88 1677.2 

a 160.00' 3.75 ,,89 4.44 o.es 10.79 o.o l!L6B l.DO 1018.l 
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cares, ácido láctico, ácido cítrico y nitrógeno total de --
4. 92, 11.63, 1.42 y 0.1 g/l respectivamente. En éste lapso 
la velocidad específica de crecimiento (µ) es de 0.044 h-1 

(F'igura 28) y la síntesis de vitamina B12 es 1184. 5 mo9/l. A 
diferencia de la fermentación donde se utilizó glucosa corno 
fuente de carbono y bajo condiciones anaeróbicas (Figura --
13), el microorganismo continuó creciendo (aunque lentamen­
te) proporcionando 1.25 g/l más de biomasa (48-168 h) con~n 
consumo adicional de 1.43 de azúcar, 3.575 de ácido cítrico 
y 0.25 de nitrógeno total, en g/l, y, una producciÓP de vi­
tamina B1 2 de 653.83 mcg/l. En 6ste mismo intervalo de 
tiempo el microorganismo present6 3 diferentes velocidades 
es~ecíficas de crecimiento: 0.0008 h-1 (48-120 h), 0.125 
h- (120-144 h) y 0.0013 h-1 (144-166 h), (Figura 28). 

Analizando istos resultados en funci6n a sus velocida­
des específicas (q), (Tabla B del Anexo 1), se encuentra -­
que los correspondientes a crecimiento (i1) y a consmno de -
sustratos (q8 ) van disminuyendo conforme la fermentación 
transcurre hasta llegar a cero con excepci6n dela qg del á­
cido cítrico el cual se ~antiene casi constante has~a el -­
f ín de la fermentación, pareciendo ser éste el sustrato que 
mantiene las actividades metabólicas que se presentan des-­
pués de que las otras dos fuentes de carbono han sido ya -­
agotadas (Figura 29A) . Las velocidades específicas de pro­
ducción de ácido succínico y vita.mina B12 presentan una ci­
n6tic~ de producción no relacionada y relacionada al creci­
miento respectivamente (Figura 29B). En base a éste compor 
tamiento la fermentación es de tipo I, para la producción :. 
de vitamina B12 y de tipo III para la producción de &cido -
succínico, segGn la clasificación establecida por Gaden 
(14). 

VI.4.2b - Fermentación bajo condiciones aeróbicas. Los re­
sultados se muestran en la Tabla XVIII. 

Cuando la fermentación se llevó bajo condiciones aeró­
bicas (Figura 30) , el crecimiento logarítmico se presenta -
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'l'ABl..JI XVIlI 

RESULTADOS OllTLNlOOS 1!:11 tJI rePHENTACIO» AEllOBlCA OE tm MEDIO J\ 131\SE DE JVGO COCIDO 01!: L1HON 
CON Propioni!>~cteri= ahemanli ATCC 1367J 

Jluoet:.re 
TiCIJipO l'e~o seco tU tr6qer,o Nitr69ano latr6geno Ai<úcar 1.c. Ltict!co Ac. Cftrico Ac. 6uccfnicu Vl t.lunine l'lll! 

lh) (q/11 ndduAl dial.hable "º reG!ldual l'llllidud ruidud (9/l) en 
(g/l) (g/l) d!alizabl~ (9/l) (9/l) (g/1) cUula$ 

(g/ll (,.r;q/ll 

º'º 0.37 S.37 <l.9ij 0,4J 17.41 11.63 :1'3.69 º·ºº o.o 

l 20.:io l.Ol 5 . .19 4. 7l o.47 u.as 7.07 21.62 o.s:z 1684.1) f 

l 40140 2. 'º 5.43 4 .89 o.s.; 12.76 o.o 21.34 l.4S 1095.2 

4 60150 2.BJ s.u 4.70 o.44! U.4l o.o 17.80 l.61 1895.2 

!I 80150 2.95 5.12 .a.64 o.4e 14.24 o.o l5.J9 l.82 241&, J 

6 117105 l.56 5.09 4.6'6 o.u 12.00 o.o }O, 76 1.52 25511.ll 

1 141125 J.e7 !l.Ol 4.59 0.42 :U.•58 o.o 10.SS l..94 2274.2 

• 1631'5 4.25 4.98 4.62 0.36 12.76 o.o 6.40 1.41 2179.4 
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dontro do las primeras 40 h do fermentación con una. pro-­

ducci6n de biomasa de 2.7 g/l con un consumo de azGcar, aci 
do l§ctico, &cido cítrico y nitr6geno total de 4.65, 11.63~ 
4.14 y 0.1 g/.l respectivamente. La biomasa obtenida es si 
rnilar que en anerobiosis a pesar de un consumo de 2.72 g/l 
m¿~s de ácido cítrico el cual no se reflejó en masa celular 
posiblemente debido a que se utiliz6 en la producción de -
<Üqun (os) otro (s) metabolito (si en la fermentación. Por -
otro lado, 6sta condición de aeración no ocasionó que se -
incrementara la producci6n de biomasa, como sucedi6 en la 
fermenti.~ci.6n donde se utilizó glucosa como fuente· de carbo 
no. El cornportarni('°!nto de la velocidad específica de crecI 
n<iento ( (.J) es similar a la que presenta bajo condiciones -
anaeróbica.s. En éste mismo lapso la producción de vitami­
na B12 fue 37.5% más alta que la fennentación VIL4.2A, y 
.l. 115 g/1 de ácido succínico. AJ. igual que la fermentación 
bajo condiciones ana.cróbicas, el m.icroorganísrno continuó -
creciendo lentamente, a una velocidad específica de 0.0037 
h-l proporcionando 1.55 g/l m5s de biomasa con un consumo -
r.\(hcoi.onal tk~ 13 .14 g/l de ácido cítrico y O. 25 g/l de ni--­
tr6geno total. A diferencia de la fermentación anterior 
;~:-;ta presentó un máximo en la producción de vitamina B12 -­
( 1.17 h) y una producción de 2558.40 mcg/l. 

Al analizar los resultados en funci6n de sus velocida­
des específicas (q) , (Tabla B del Anexo 1), los correspon-­
dientcs al crecimiento (p) y a los sustratos (q 8 ) van dismi_ 
nuyendo conforme avanza la fermentaci6n llegando a ser cero 
para ácido l&ctico (40 h) y para glucosa (60 h) mientras -­
que para ácido c.ítrico va disminuyendo lentam•2nt:e durante -
toda la fermentaci6n (Figura 31A) . Por otro lado, la velo­
cidad específica de producción (qp) para vitamina B12 (Fig:-_: 
ra 31B) presenta hasta las 48 h una cinética asociada al -·-· 
crecimiento y no asociada dentro de las 48-96 h presentando 
una q 5 m&xima a las 72 h de fermentación en el preciso me-­
mento que la ~ es cercana a cero, indicando con ello que 
una baja velocidad específica de crecimiento promueve la 
síntesis de vita~i~a e

12
, sie~do la feDnentaci6n de tipo I 

y III segGn clas1f1cac1011 de Gaden (14) . Por otro lado, la 
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qp del &cido succ1n1co es m&xima a las 24 h presentando de -
esta forma una cinética de producción no asociada al crecí-­
miento y según la clasificación de Gaden es una fermentación 
de tipo III. 

VI.4.2c - Fermentación bajo condiciones anaer6bicas-aer6bi­
cas. Los resultados se presentan en la Tabla XIX. 

Cuando la fermentación se realizo bajo estns conc1icio­
nes (Figura 32) , al igual que en las dos fermentaciones an­
teriores, el microorganismo present6 su crecimiento logarí~ 
mico en las primeras 48 h con una producción de biomasa de 
2.30 g/1 con un cons1.uuo (en g/l) de azúcar 3.36, de ácido -
15ctico 11.63, ácido cítrico 10.65 y nitr6geno total de 
0.45 g/1. Hasta éste tiempo de fermentación el rnicroorga-­
nisrno presentó un comportamiento similar de velocidad espe­
cífica de crecimiento (µ) a las encontradas a las dos fer-­
montaciones anteriores (Figura 28). No obsta.nte de que eJ. 
microorganismo consumió rnás cítrico que en la fermentación 
anaer6bica (experimento VII.4.2A) para el mismo lapso y con 
dic:i.ones, éste no se refleja en crecimiento, lo que hace _::;: 
~:;uponer que solo una pequeña parte se utiliza. para materL::l 
celular y la mayor parte para la síntesis de productos meta 
bólicos. Aunque no se ha encontrado una explicación convi·;; 
cente a éste comportamiento presentado sobre el consumo de­
ácito cítrico. A partir de las 48 h el microorganismo con­
tinuó creciendo J.entamente a una velocidad específica de -­
crecimiento constante de 0.0013 h-1, con un consumo adicio­
nal de ácido cítrico y nitr6geno de 13.03 y 0.15 g/l respec 
tivamente y un aumento de biomasa de 1.0 g/l. La producci6n 
máxima de vitamina B12 fue de 1326.60 mcg/l y de ácido succí 
nico de 1.6 g/l. 

Al analizar en base a sus velocidades específicas (q) , 
Tabla B del Anexo 1) , la q

8 
de glucosa va directamente rela­

cionada a la v de crecimiento, mientras que las de consumo -
de ácido láctico y cítrico van inversamente relacionadas has 
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ru!:SULTJ\!)(IS oureHIDOS f;U LA FEl\MEN1'1\.C!Oll i\Niitll08lCl'<·AEl1:0ll2CI\ De trll llU':Dto A nAsr. liE JUGO cocroo Dt: 

LIHOll CON !'.!~~'l!.~.lerlur~ !T"''~-1- llTCC 13673 

------·· 
tb.h'IMl:rl': 

'.:'iem¡x: l>e20 'llG<:O Nitr6<;ono N1tr0q~th'1 llHré'JCl>v Aztíc.a~ l • .i.i. LlÍetic:o l\c. cfl:r!.:o Ac:, Guccl"nico Vit&n1.ln• l!JU 
íh) (9/l) t'oosidual dhilh:uhlc nu l:'<t:aillu~l ~·J~i<~unl i.""GÍ<'lUl>l (9/l) en 

(g/l) !9/l) dhll.zable (q/!) (9/l) (g/l) cfluh11• 
(q/l) !1e>c9/U 

-----·--
ºº'ºº O.JS 5.6Fl 5.l!l 0.49 l 7 . .is 11. {>J 23.óe o.o o.o 

2 25100 l.05 5.60 5.09 0.51 lSJJS o.:n 20.JS 0.65 558.7 

40,30 2~65 5.36 4.82 o.sot 13.79 o.o l).OJ 0.98 "" ~ 
;j 72100 3.02 5.45 .i.91 1).54 13.44 o.o 3.70 l.64 

5 96100 2.04 s. l~ 4.56 o.se 12.56 o.o O.OG l.lJ 9•7;6 

6 10910 2.llJ 5.16 4.61 o.ss 12.56 o.o o.u l.53 947.6 

., 1'141 o 3.02 5.21 4.63 o.se lóL90 o.o 0.06 1.60 1279.2 

$1 l66t0 3 .JO 5 .. 37 •l.00 0.57 14 .63 o.o 0.06 1.05 1326.6 

--------· 
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L.a una CI máxima, a las 3C) h para la primera 'l 48 h poxa l.::i 
:·.<;:gunda,.

3
a partir de las cuales decrecen hasta hacerse cero, 

.;n y 96 h respectivamente (Fiqura 33Z\) . Con lo que resprc~c:­

Ld a las velocidades específicas de producci6n, la vitamina 
B12 presenta una cin6tica de producci6n relaciona al creci­
iniento dentro de la primera etapa de la fermentaci6n y una 
no relacionada en la sequnda etapa, teniendo de ésta forma 
una combinación de la f•?.rrnentación tipo I y III s¡;;gún la -
cl~sif icaci6n de Gaden (Figuril 33B) . Mientras que en las -
36 h de fermentación la e¡.) del ácido ~n1ccfnico pre::;enta 

· ~ · l a · ~t · " ·1 · · t una c1.netica e e rro. ucc1on asoc1a.ci3 a .. crec:u111en ·o y una no 
asociada cuya qp má:xirna ~:;e 2ncucnt.ra a las 60 11, (!fecto po·- · 
siblemente d<~bido a urw uLLJización mayo1~ de i:Ícido cítrico 
ya que en la ferrnentaci6n ~naer6bica solo presentó la aso-­
ciada al crecbniento, presentando en el caso del &cido suc­
c í:rüco una fenncntación que combina al tipo I y III, st-:=gún 
los pa.rám·=:tros de clasificación para las fermentaciones es­
tnblecidas por Gaden (14), (Figura 338). 

VI.4.2d - Fermantaci6n bajo condiciones de anaerobiosis­
aerobiosis en el medio base de jugo cocido de --· 
limón m&s 1.6% (p/v) de glucosa y con adici6n -­
de jugo cocido de lim6n cada 24 h en las prime-­
ras 72 h de fe:unentación. Los result<-:,dos se dan 
en la 'l'abla XX. 

El microorganismo bajo ~stas condiciones presenta a las 
Frimeras 24 h ae iniciada la fermentación una velocidad es­
pecífica de crecimiento (ii) de O .1038 11-l (Figura 28) , con 
llna producción de masa celular de 3. 5 q/l, conswnicndo to--­

calmente la glucosa adicionada (16 g/l), 0.38 g/l de nitr6 
·:¡eno, 3. 79 9/l de ácido cítrico y nna ¿¡c1.1mulación c1e ácic1-; 
láctico de 12 .02 g/1 (Fiquro 34). Este cuH.1.·urtcuniento cie 
acumulación de ácido láctico no I'>resent0 en las otras 3 -­
fermentRciones anteriores seguramente se debe a que en és­
ta fermentación se agregó 1.6% de 9lucosa desde su inicio 
la cual al catabolizarse en la glic6lisis en estas 24 h de 
anaerobiosis proporcion6 una cantidad adicional de 5cido -
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llESULTl'IOOS Ol(ITEllI005 EN U'. !'f:P.H!:NTl\C!OU l\llJ\.EROBl•:r.-AEROBICA/llO!Clotll:S OE t.m HP.Pf O 11 BASE 01\ 
,ltJGO COCIIXJ oc 1.tHO!I CON ~ionib~>::.!.!:!!! !!!!!!r~nnii ATCC 1367) 

tl'Ja11tn1 Ti=po l't1ollo orneo H1tr6q<>r.O !Htr6qeno !Htr691~no ~túc~r Ac. Ll!ctico lle. C!tr lco Ac. Succfnlco Vitan!n"' riu 
01) (9/1) i:-a111du:il dllll J.t ... bl• no rer.ldudl ni!'idua.l resldual (9/1) "" (9/l) (f!/l) d1Al.l.ub1~ {g/1) (9/1) (9/ll cllulaa 

(q/l) lmc9/l) 

l 0:00 0.30 4.84 4 ,4;:¡ o.u 32,G4 11.GJ 23.67 o.o o.o 

2 :?410 J,50 4.'IG 4.00 0,38 16·7l 23.65 19.8'6 0,51 473.0 
18.B<i 19.06 20.05 0.40 ... 
13,20 l0.59 l7 .24 ;z.oo o 

l 48100 4.30 4.09 3.76 0,J3 805.S 
..., 

19.49 10.46 22.65 l.SS 

~ 12:00 4,00 3.85 J.54 0.31 
16.72 o.o 17.98 3.40 1468.1!1 20.01 22.15 2.77 

5 96100 :J. 20· J.73 J.42 O.JO 19.44 º~º 20.40 3.50 663.8 

6 125100 J.3' l,13 3.41 0.)2 18.40 o.o 20.74 J,68 47l.1!1 

7 l·H10 3.65 3,73 l.39 0.35 18.96 o.o 24.22 3.511 

e 16810 • 3.16 3.16 3,29 (). ]5 17.7-t o.o 2:?.JO l.4C 
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15ctico que es un producto de dicha ruta mctab6lica, consu­
miéndoli:i. poster:i.onnente durante la ff:?litic:ntación. 24 h des­
p1H"!?• presenta un aumento de O. 8 g/l de biomasa con un consu 
mo de azGcar, &cido l&ctico, &cido cítrico y nitr6geno de = 
5.56, 8.47, 2.81, y 0.37 g/1 respectivamente, con una velo­
cidad específica de crecimiento de 0.0089 hl. A partir de 
las 48 h el microorganismo ya no crece aún cuando hay consu 
rno de '1.18 g/l de azúcares (hasta las 125 h), 10 .48 g/1 de­
&cido l&ctico (hasta las 72 h), 7.42 g/l do ~cido cítrico -
(hasta las 96 h) y 0.36 g/l de nitr69eno total. Y, una m&­
xima producción de vitamina P. 12 (en la~'; 72 11) de 1468. 78 -­
mcg/J.. Esto indica que las fuentes de· carbono y nitrógeno 
se utilizaron para la síntesis de productos metab6licos, e~ 
rno por ejemplo, ácido succínico probablcrncmte a partir fü.11 
ácido cítrico y parte de los a:;:úcares, y la vi ta.mina B12 a 
partir del ácido l&ctico y azúcares, entre las 24 y 72 h de 
la fcrmentaci6n. 

De la misma forma que las fermentaciones anteriores, al 
analizar los resultados en base a sus velocidades específi-­
cas (q) , (Tabla B del Anexo 1) , los correspondientes a sus­
tratos (cisl y al crecimiento (¡J) van estrechamente relacio­
nados (Figura 35A), lo que indica un consumo simultáneo ex­
cepto la q 8 del ácido .láctico. La q[' del ácido succínico -
presenta una cinética de producci6n semiasociada al creci-­
rn:i.en to, fermentación tipo II, y, la v:i.tarnj na B1 2 nnn cinét:~ 
ca de producción asociada al crecimiento a las primeras 
24 h y no asociada en el resto de la fcrmentaci6n, obtenien 
do una qp máxima a las 60 h, dando en éste caso una combin~ 
ción de .las fermentaciones de tipo I y III segíin clasifica-· 
ci6n de Gaden (14), hecho que se prescnt6 en la primera eta 
pa de la fe:nnentación a diferencia de la fermentación ana--=­
eróbica-aer6bica, posiblemente por efecto de las adiciones 
(F' iqura 3 5B) • 

En relación a los diferentes niveles de aeración en -­
Jos anteriores experimentos con jugo cocido de limón como 
fuente de carbono es importante señalar varios puntos: 
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a) lndependientemenLe de las condiciones de acracl6n el mi­
croorganismo present6 velocidades espccfficas de creci-­
rni en to (p) similares durante las primeras 48 h de fermen 
taci6n (Figura 28). 

b) No se obtuvo más allá de 4.3 g/l de biomasa. 

e) La cantidad promedio de azGcarcs no utilizados del medio 
basal en todas la:=; fermentaciont-!S fué aproximadamente -­

. 71. 21r~, pues como se demostró anteriorementE• (Tabla VIII) 
son azGcares no f~cilmente metabolizables. 

;:1) El ácido láctico fué consumido totalmente en las prime-­
ras 48 h de la fermentaci6n con la excepci6n de la fer-­
mentac: ión con adiciones (experimento VII.4.2d). 

e~) Se producen aproxirnadarne11t.e 1 .. 75 ~r/1. de ácido succínico 
en todas las fennentaciones, excepto en la fci.Tuentación 
con a.die.iones (experimento VII.tl.2d) donde se a1canzaron 
1) 0/1. 

;') El ni tr69eno protéico ( 9~s del nitrógeno total) presente 
en el medio no es consumido en :-iinguna de las fermenta-­
i::iones. 

g) .El nivel máximo de vitamina B12 {2558 mcg/l) se obtuvo -
en la fermentación bajo condiciones aeróbicas. 

VI. •1. 2e - Rendimientos y Productividades 

i\l igual que en las fermentaciones donde se utilizó 
9lucosa como fuente de carbono, se determinaron rendimien-­
tos (Tabla XX~ y productividades (Tabla XXII) de cada una -
de las fermentaciones a base de jugo cocido de limón. 

En virtud de que en el medio de fermentación estuvieron 
presentes 3 fuentes de carbono (azGcares, 5cido l&ctico y -



,,.,e 1 ,lo e i.tr.i co) las cual,':S fueron consumidas por el rnicroor 
c¡a11:i.:;n10 para crecer, prod~¡cir vi tam.ina B12 y sintetizar -­
productos metabólicos, se procedió a determinar la cantidad 
de hiomasa producida por cada una de ellas, donde los cálc~ 
los correspondientes se muestran en el Anexo III. Con fi-­
ncs pr&cticos se considcr6 para los experimentos con jugo -
coci.do de lim6n 01 mismo rendi~iento molar (azGcar) y los -
obten.Lelos en lus fe rrnentacionto?S con c;luc:osa, 3B. lC. y 69. 59 

'íc:6.i.ula:::/mol de glucosn c3c: .l¿¡::,; ferm<:mtac:ioncs anaeróbicas y 
aeróbica respectivamente. Para detenni.nar el rendimiento ·­
cc.lul~1r ror mol de ácido cítci.c·::o consnrnick> (Yx/rnoJ ·~) en -
cada t.mo do los experimentos, se consideró (ver aneXÓ'-III) 
que 17.28 g/1 de &cido cítrico fueron utilizados para mate­
rial c81u.lar bajo condiciones aer6bic<ls y 4.2 - 5.0 g/l -­
para las dem5s condiciones. 

Analizan~o los rendi~i~ntos de producci6n (Tabla XXI) 
se encuentra que bajo las condiciones aor6bicas, la canti-­
c1~1d dt:; células croducida~; por aramo de cítrico, Yv le;~.;,_ = 

_,., -' ..... , .......... ..l.. 1_. 

O.OS es menor en comparaci6n a la encontrada bajo condicio-
nes anaer6bica y anaer6bicas-aer6bicas (0.3), por lo que la 
fermentación aeyobica en b;-ise al consumo de ácido c.i.'.tr.ico -
E::~; "''é'''º·~ i::ficicn te. l1sÍ ;nismo, la cantidad de NI'P proéluc:i.­
dc (0.b mol de l'.\'l'P/mo1 de ácido cítrico) bajo estas condi--­
cioncs y en base a 6ste sustrato es bajo. 

l[!C) 

:io 

El rendimiento de vitamina B12 Jado en mcgs1 . por gra­

ót: \:él.u.las (yp/xl y mcsB12 por mo.l ª("" !?UStrato TYp/s) ba­
c:ond.i.ciones aeróbicas es mayor., 802.01 y 11938.40 respe5:_ 

t.i varnente. 

La cantidad de ácido snccínico producido por gramo de 
células (Ys/x) fué mejor cuando la fermentación se llevó a 
cabo bajo condiciones anaer6bicas-aer6bicas/adiciones de -
jugo cocido de l~n6n (1.21). Mientras que, la cantidad de 
&cido succínico producido por mol de sustrato consumido son 
sirn.ila:res en todos los e:xrer:i.mi?.ntos (9.23-10.99), excE.'pto ··· 
e] rendimiento bajo crn1d.ici:.::r;é·:::: ,~,1--,t,,r~~bic;.-,s -aeróbica (6. 71). 



il.ENt!IMIEN'l'O DE P. ~1!'?_ry~ani.i_ A'l'CC 13673 Bl\JO DffEREN'l'"ES CONO!ClONES DE AF.RFJ\C!ON 

EN LiN HEDIO A !JE,SE DE JUGO COCIDO DE LU!ON 

Rendimientos Unidi.ldes Anl!erobiosis Acr-obiosis 
J\naerob - J\ecob 

más adición 
de glucosa 

CJ. cel ./g Gluc. * 0.21 0.39 0.21 0.21 

"x/s 9· ed./9 Lrict. o.os 0.10 o.os o.os 
CJ. cel./g C.l'.t. 0.30 o.os 0.30 O.JO 

g. ccl./mol Gluc. 38.16 69.59 38.16 38.16 

Y>1/mol g. ccl./mol Láct. 4.77 8.7 4.77 4. 77 
g. cel ./mol crt. 62.92 10.05 62.92 62.92 

9. cel./mol A'l'P (G) 9.54 l7 .40 9. 54 9. 5•1 

yx/ATP cel./mol 9.54 17.40 9.54 9.54 9· ATP, ) 
9. ccl./I:\01 /TP 1I. 9.54 17.40 9.54 9. 54 1. {C) 

y 
x/N g. cel ./9. N 2 9.48 12.13 9.51 3. 74 

y 
p/x mcgB12 /g. cel. 557.07 802.00 449.70 397.00 

y 
p/s zncg

8 
/mol sust" .. 9763.29 11938.40 4981.92 4689.60 

12 

yp/N mcg 
812 

/g. N2 5252.37 6560.00 4279.45 1483.62 

YSu.c/x g. suc./g. cel. O.B3 o. 71 0.61 1.21 

y 
Suc/s 

g. Suc./mol suut. 10.90 9.23 6. 7l 11.00 

*Azúcnrci; reductores r.-eferidos e g1u:::o-;;:-----~-·-
"PMol de sustruto total ~ mol. de glll<:OG.l -+- mol de láctico + mol de cítrico. 

.... 
o 
ID 



11C 

Al analizar las velocidades volumétricas (Tabla XXII) , 
se encuentra que en general se obtienen valores de consumo 
~- ~-:iroducción más al tos en la fennentación aneróbica-aeróbi­
ca/adiciones de jugo cocido ~e limón debido a que, adem&s -
de las adicione~. el medio tuvo un 1.6% de glucosa adicional 
.:;,l.:Lnicio de la :::ermentación. 

Analizandc :os otros 3 experimentos se observa que las 
·.·elocidades vol:.:..-;1étricas de producción para biornasa, ácido 
.c:;uc:cínic:o y vi ta.::üna B12 muestran valores similares excepto 
~-ª pl.·oductivida.C. de vitamina B1 2 bajo condiciones aeróbicas, 
~~yo valor es m~s alto. 

Las velocidades volumétricas de consumo de sustrato -­
~ azGcar, ~cido l&ctico y &cido cítrico) se encuentra que i~ 

,-:.;.epe:;dientementc:: de las condiciones de aeración empleadas -
~uestran valores similares excepto el correspondiente al -­
ác :i.do cítrico bajo condiciones anaeróbicas, cuyo valor es -
~~:.fts bajo., 



TABLh XXII 

VELOCIDADES VO.LUME'I'Ricr ... s DE p. shermanii A'I'CC 13673 BAJO 
DIFEREN'I'ES CONDICIONES DE AfRAc·:ro:\1:EN UN MEDIO A BASE .DE 

JUGO COCIDO DE LIMON 

Velocidades A e rob 
volwnétricas Anaerobios is Aerobiosis más adición promedio 

de glucosa 

mcg 
8 12 

/lh 10.94 21.90 8.00 20.40 

g. Suc./lh 0.02 0.02 0.02 0.03 

g. cel./lh 0.02 0.02 0.02 0.08 

g. Azúc/lh 0.07 0.08 0.06 0.21 

g. Lact/1h 0.24 0.30 0.24· o.so 

g. cít./lh 0.02 0.11 0.14 0.14 

g. N
2
/lh 0.002 0.002 0.015 0.012 

1-' 
1-' 
¡..... 
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nismo presenta velocidades específicas de crecimiento simi 
lares durante las primeras 48 h de fermentación. 

- Bajo condicionf!s anaeróbicaa, a mayor velocidad específi­
ca de crecimiento mayor producción de vitamina B

12
• 

- Bajo condiciones aer6bicas, a bajas velocidades específi-
, •• L d •-' d 't . B cas Ge crecimienLO, m~yo~ pro ucc1on e vi illn1na 

12
. 

-· La relación carbono/nitrógeno en éstos experimentos fllé -
de 11-15, lo que indica refo:;_--mulación del medio para evi­
tar exceso de nitrógeno. 

·- Hubo consumo simultaneo de las fuentes de carbono. 

- Tradicionalmente la vitamina B12 se produce por fermenta­
c:.i6n de dos etapas (anaeróbica-aeróbica) , sin embargo 1.os 
resu1taáos muestran que ln fermentación aeróbica es más -
eficiente bajo las condiciones experimentales aquí emple~ 
das .. 

~-.. 
-· EJ. c-onportamiento cinético de producción de vitamina B1 2 

en cada una de las condicl.ones de aeración fué: 

Anaeróbica - Asociada al crecimiento. 

Aeróbica - Asociada y no asociada al crecimiento. 

Anaer-Aer - Asociada en la primera etapa de fermenta 
ci6n y no asociada al crecimiento duran= 
te la segunda etapa. 

Anaer/Aer/ad - Una combinación de asociacla y no asocia 
da al crecimiento. 

·- Las productividades de vitarnirw B12 obtenidas bajo condi­
ciones anaer6bica y anaer6bica-aer6bica/adiciones, son -­
similares y mayores que las encontradas en las otras dos 
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condiciones. 

En las fenn$ntaciones a base de jugo cicido de limón: 

- No importando las condiciones de aeración, Propionibacte­
Eium shermanii ATCC 13673 presenta velocidades específi-­
cas de crecimiento similares durante las primeras 48 h de 
fermentación, excepto, la fennentación aonde se realiza-­
ron adiciones de jugo cocido de limón. 

- La relación carbono/nitrógeno fue alta (25-35) para todas 
las fermentaciones y 13.6 donde se realizaron adiciones de 
jugo cocido de limón, lo que indica reformulación del me-­
dio para evitar exceso de nitrógeno. 

- Se presento consumo simultáneo de todas las fuentes de car 
bono para todas las fermentaciones. 

- El rendimiento celular en funci6n del ácido cítrico es me­
nor en la fermentación aeróbica en comparación a las demás 
fermentaciones. 

- Aparentemente en todas las fermentaciones, excepto la ana 
(~rábica I la mayor parte del ácido cítrico Consumido Se Va 
a otros productos metabólicos diferentes de masa celular y 
vitamina B

12
. 

- Hubo producción de ácido succínico en todas las fermenta­
ciones. 

- La fermentación aeróbica fué más eficiente en cuanto pro­
ducción de vitamina B12• 

- El comportamiento cinético de producción de vitamina B12 
en cac'ia una de las fermentaciones bajo diferentes cond.i-­
ciones de aeraci6n fué: 

Anaeróbica - Asociada al crecimiento. 

Aeróbica - Asociada y no asociada al crecimiento. 

Anaer-Aer -- Asociada al crecimiento en la primera -
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etapa y no a~;ociada. en Ja ~-;e9unda etapa 
de fermun tac.ión. 

11.naer-Aer/ad - Una combinacj ón e.e asociada y no asocia 
da al crecimiento. 

Fara ambos medios de f2rmentación: 

-· El crecimiento obtenido .2n Jos experimentos a base de ju­
'JC' ce>cido dt~ limón es aproximadamente 50?& menor que el eE_ 
contrado en los experimentos control de glucosa bajo las 
in5.ó.:mas condi.ciones, exceyl-.o e;·1 el experimento con é1dicio­
.,-,r;:::; de jur;¡o cocido de limón donde fué aproximadanie:nte 75% 
rr:'-':1c•r que el de control de glucosa con ~cll.c:Lones. 

- Lc. 1:,tilización de las tm'ntes de carbono fu>;:;ron simul tá--

- Las velocidades especfficas de crecimiento en .lfü; fonnen-
1:02 i.cmes a ba~>e de jugo cocido de limón fueron menores -­
rn::' l~'lS encontradas en los experimentos control do gluco­
~:i·l. 

-· F 1~2sen ta.ron el mismo comrortamic2nto c.í.11.§tic;o d~; producción 
~o ~itmnin~ ~12 (qp) en funci6n a la velocidad espec!fi-­
CR a2 crecimiento 01) para las mismas condiciones de fer-
11•en::.aci ón empleada. 

L:1:0: .:antid¿¡cfos de vi ta.mina B1 _) por nioJ ¡fo sustrato (YP 's) 
·- ./ 

obtenidas en e.l medio a base de juqo cocido de limón son 
rnei:c·t·e;:; que las encontradas c-':n el rned:i.o control de gluco­
i'-ét b.rjo las mismas condiciones de aeración, excepto en -­
la~J fermentaciones llevadas ¿¡ cabo b.;1jo condiciones 

·1 - d Qn2~roJ1cas onde sus rcndimjentos son muy semejantes. 

- L:is cantidades ele vitamina s 1_2 por gramo de células (Yp/xl 
obt~nida en el medio a base de jugo cocido de lim~n bajo 
conc::icioncs anaeróbicas y aeróbica son mayori::s que lé:1S e!" 
con~t-;ida~; en el medio control de 9luco~3a, ~mcediendo lo -
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VII. CONCLUSIONES 

- La capacidad de reducir nitratos por Propioníbacterium -­
shermanii ATCC 13673 depende de la expresión genotípica. 

- La adaptación de P. shermanii ATCC 13673 a altas tensio·-­
nes de oxíqeno (en placa) posiblemente se deba a la selec - -
ci6n de genotipos aerotolerantes, los cuales no producen 
vitamina B

12 

- En las fermentaciones dirigidas a p1·oducir vitamina B12 -
los antecedentes del inóculo son importantes, por lo que 
debe prepararse bajo condiciones anaer6bicas. 

- Cierta cantidad de los azGcares y/o sustancias que reac-­
cionan con el método de Ting, no son metabolizables por -
éste microorganismo bajo las condiciones de trabajo emple~ 
das. 

- Cuando los constituyentes del medio control de glucosa y 
del medio base de jugo cocido de limón se esterilizaron -
juntos, hubo mejor crecimiento que cuando se esteriliza-­
ron por separaao. 

- En el medio control de 9lucosa la producc.'ión de vitamina 
s12 es independiente de como se esterilicen sus constitu­
yentes. A diferencia del medio a base de jugo cocido de 
limón donde la producción de v.'itarnina B¡ 2 se incrementa -
cuando sus constituyentes se esterilizan juntos. 

En las fermentaciones control de glucosa: 

- N0 importando las condiciones de aeración, el microorga-~ 



lH) 

contrario en las otras dos condiciones de fermentación. 

- Las velocidades volumétricas de las fermentaciones a ba­
se de jugo cocido'de limón fueron menores en comparación 
a las obtenidas en el medio control de glucosa. 

- En general la productivid~d de vitamina B1z es aproxima­
damente 50% menor en el medio a base de jugo cocido de 
lim6n bajo las mismas conrliciones de aeración, excepco 
la fermentaci6n anaer6bica-aer6bica que es 75% menor. 

r 
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VIII. RECOMENDACIONES 

- Estudiar el planteamiento de modelos matemáticos que pu-­
dieran explicar de mejor manera la relación entre la velo 
cidad específica de crecimiento con la utilización de sus 
trato y formación de vitamina B12 

- La formación aeróbica fué la más eficiente para producción 
de vitamina B12 , por lo que se sugiere optimizar el nivel 
de aeración para incrementar su rendimiento. 

- Una vez optimizado la aeración, optimizar el medio de cul 
tivo para estas condiciones. 

Estudiar si la producción de ácido succ:unco en éstas fer 
mentaciones puede ser canalizada e incrementar la sínte--= 
sis de vitamina812 mediante la adición de glicina y otros 
factores, ya que son precursores de ésta. 

- :S:ealizar estudios para la obtención de mutantes hiperpro­
nuctoras de vitamina B12 ~ 

- Estas fermentaciones también pudieran ser estudiadas para 
la obtenci6n de &cido succínico. 
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IX. ANEXOS 

ANEXO I 

Cll.LCULO DE VELOCIDADES ESPECIFICAS 

La velocidad específica (q) es la velocidad voltunétri­
ca CQ) dividida por la concentraci6n celular (x) en un tiem 
po definido (ecuaciones 16, 18, 20 y 22 secci6n II.2). La 
velocidad volumétrica (ecuaciones 15, 17, 19 y 21 sección 
II. 2), es una velocidad de c~1bio de concentraci6n con el 
tiempo, ~sta puede ser determinada calculando la pendiente 
ca.Ja 12 h en la curva concentración vs tiempo. 

En base a estos conceptos se calcularon las velocida­
aes específicas para crecimiento (µ), consumo de sustratos 
íqs) y formación de producto(s) (qp) de la forma como se -
muestra en el siguiente ejemplo: 

Ejemplo: 

Fermentaci6n anaeróbica de un medio control de glucosa, 
específicamente para el consumo de ácido láctico: 

l". Cálculo de la velocidad volumétrica para el consu­
mo de ácido láctico. Q8 L: 

Tomando en cuenta que se trata de un incremento -­
(velocidad instantánea) : 
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= ~~ = (9.106 - 1.909) g/l 
ót (40 - 10) h 

Q = 0.24 g/lh 
SL 

único valor de la pendiente de consumo de ácido láctico en -
la fermentación anaeróbica. 

2°. Cálculo de la velocidad específica para el consumo -
de ácido láctico, qsL, a las 12 h de fe.nnentación, -
cuando x = 1.35 g/l: 

QSL 0.24 g/lh 
qsL = --= 

X 1.35 g/l 

0.178 gr/9.QSL:J.h 
qsL = 

De igual fonna se calcularon cada 12 h las velocida­
des específicas para cada uno de los parámetros en todas las 
fermentaciones, los resultados se muestran en las Tablas A 
y B. 

:;. 
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VELOC lOF.f.lES ESP!';C!FICAS Cq/gci;l h) DE LAS f'EH!-!CNTAClU!JES h Dli''EREN'I'ES CONDICIONES DE AERACION 
m; UN MEDIO ti !l.t'•SE: DF: JUGO COCIDO DE L!MON CCJN PrE,P-iontb~J:5!J;iurn IÚH:!t·n1anii i'1TCC 13673 

---------
Al'!Al':Rotl I OS l S 

Tiempo Cn:ci miento Consumo de Connurno de Consumo de Consumo de J\cido succínico Vitamina 
(h.) ( p} azúcar Ac. liictico Ac. c~ticico nitrógeno producido B12 

producido 

12:00 0.047 o .123 O.J.69 0.043 0.0024 0.011 29.02 
24:00 0.035 0.082 0.189 0.029 O.OOlG 0.019 19.35 
36:00 0.030 0.052 0.199 0.010 0.0010 0,031 19 .35 
·lO:OO º·ººª 0.023 º·ººº 0.014 0.0008 0.012 7 .19 
60:00 º·ººº 0.010 º·ººº 0.014 0,0008 0.006 5.60 
72:00 0.000 0.0045 º·ººº 0.014 0.0008 0.0034 2.45 
84:00 0.001 º·ººº º·ººº 0.014 0,0008 º·ººº º·ºº 9&:00 0.001. º·ººº 0.090 0.013 0.0008 º·ººº º·ºº 1,08:00 0.001 º·ººº º·ººº 0~013 º·ºººª º·ººº º·ºº 120 :00 0.0065 º·ººº º·ººº 0.127 0.0007 º·ººº l.25 ,._. 

.... 
132:00 0.0137 º·ººº 0.000 0.011 0,0006 º·ººº 3.91 ..... 
144:00 0.0064 º·ººº º·ººº 0.0095 o.ooos º·ººº 3 ,47 

156 'ºº o .00•1 º·ººº º·ººº 0.0092 0.0005 º·ººº 3.33 

AE:NOBIOSXS 

12:00 0.051 0.127 0.142 0.077 0.0017 0,0161 56.55 
24:00 0.028 0.051 0.179 0.054 0.0012 o JJ23 6.25 
36:00 o .fJl 5 0.014 0.141 0.042 0.0010 0.018 4.90 
48:00 0.003 0.0051 0.000 O.C39 0.0009 o .0033 0.00 
60:00 0.003 º·ººº o.ooo 0.038 0.0009 o .0032 3,82 
72:00 O.OOJ º·ººº º·ººº 0.038 0.0008 0.0032 8. 77 
84:00 0.004 º·ººº 0.000 0.036 º·ºººª º·ºººº 4.24 
96:00 0.006 º·ººº o.ooo 0.034 o.oooe º·ºººº l. 56 

108:00 0,006 º·ººº 0.000 0.03:?. 0,0007 º·ºººº 1. •19 
120:00 0.005 º·ººº 0.000 0.030 0.0007 º·ºººº 0.43 
132:00 0.003 º·ººº 0.000 0,029 0.0007 ü.0000 -2.08 
lt~il:OO 0.003 º·ººº o.ooo 0.0.28 0.0006 º·ºººº -2.00 
156:00 0.003 º·ººº 0.000 0.02€· 0.0006 º·ºººº 168100 0.003 (). 000 o.ooo 0.025 º·ºººº 



'l'Af.l!J', n 
(corit: inu11ci6:1l 

···-----·----------··-~-~-----·-------~--~--..... _ --·-
ANAEHon ros1.~;-J\8fl.O!l!OS IS 

Tiempo Crecimiento Cc.,nsurao de Consumo de Consu1no de Cr)nsurno de Acido succínico Vi.ta.mina 
íh.l (u) azúcar Ac. l.'icti.co he. citrico nitrógeno producido ª12 

producido 

12:00 0.049 0.077 0.112 0.11.9 0.005 0.022 19.02 
24:00 0.026 0,040 0.112 0.126 0.003 O .OJ.l 12.85 
36:00 O .Oll 0.022 0.150 0.134 0.002 0.008 6.17 
4!l 1CJO 0.010 0.019 º·ººº 0.J.41 0.0021 o.oos S.34 
60!00 0.005 o.coa º·ººº 0.138 0.002 0.010 1.94 
72:00 -0.0006 0.005 º·ººº 0.093 0.001 0.003 -1.19 
U4:00 -0.0018 º·ººº 0.000 0.052 º·ººº 0.000 -1.2e 
96:00 -O. 0018 º·ººº º·ººº o.ooo º·ººº o.ooo -0.18 

108:00 0.0009 º·ººº o.ooo o.ooo º·ººº º·ººº 3.57 .... 
120:00 0,003 º·ººº o.ooo º·ººº º·ººº 0.000 3.57 tJ 

N 
132 :00 0.003 º·ººº 0.000 o.ooo 0.000 º·ººº 3.45 
144:00 0.003 º·ººº 0.000 0.000 º·ººº 0.000 l.BO 
1~·6: ºº 0.003 0.000 º·ººº o.ooo º·ººº º·ººº 0.00 
160:00 0.003 º·ººº º·ººº º·ººº º·ººº 0.000 1.52 

AHAEROBIOSIS-AERDBIOSIS/ADICONE:S 

12:00 0.067 0.353 -0 •. 159 0.083 O.OOB 0.012 13.16 
24:00 0.020 0.191 o.ooo 0.045 0.004 0.017 1.90 

0.064 0.036 
36:00 0.009 0.058 0.104 0.032 0.004 0.014 3.66 
48:00 0.002 0.052 º·ººº 0.029 0.003 0.013 3.74 

0.017 0.032 
60:00 -0.003 0.017 o.ooo 0.033 0.0035 0.013 6.8 
72:00 -0.005 0.018 º·ººº 0.034 o.oo:zs 0.008 o.oo 

0.014 0.018 
B4:00 -0.00B 0.016 º·ººº 0.021 0.00).4 0.005 ~ll.44 

96:00 -0.004 0.014 0.000 0.006 0.001 0.004 -4.46 
108:00 º·ºººª º·ººº 0.()00 o.oos º·ººº 0.002 -1.95 
120:00 o. 00 3 0.002 0,0(J0 '"0.016 o.ooo 0.0002 
132 :00 0.006 º·ººº 0.000 -0.050 º·ººº -0.00019 
1.\\4:00 º·ººº º·ººº º·ººº 0.0125 0.000 -0.0019 
156:00 -0.006 º·ººº º·ººº 0.024 0.000 
~--·~-~-------·---~----------·--· -~------ -·-----·---
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ANEXO II 

CALCULO DE RENDIMIENTOS 

La eficiencia de una fermentación puede estimarse en 
base a J.a capacidad de un microorganismo para utilizar el 
sustrato en la formación de material celular (Y /, ) , como 
fuente de energía (Y ATP) y para formación de pr3a~cto --­
(Y / ) y (Y / ) • p S p X 

Para el c¡lculo de los rendimientos se consideró la -
producción y el consumo máximo. Con un ejemplo se dará a 
conocer la metodología seguid~ para este cálculo. 

Ejemplo: 

Fermentación aeróbica de un medio control de glucosa, -
específicamente se hará el cálculo de rendimiento para 
vitamina B12 por gramo de células (Y / ) . 

p X 

donde: 

Bl2f = 

Bl2i = 

B - B 
12f 12i 

Producción 
mcg/l 

- X. 
1-

máxima de 

Cantidad de vitamina 
en mcg/l. 

vitamina · Bl2 en 

Bl2 a tiempo cero -

xf = Peso seco celular a la máxima producción 
de vitamina B1Í, en g/l, 

x. Peso seco culu ar a tiempo cr~ro 
l. 

Y = 4358. 9 - O (mc:9/l) _____ ··-
p/x 8.56 - 0.59 (g 

1
/1) ·ce 

546.52 mcg
3 

/g 
1 12 ce 

en g/l. 
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De igual forma se realizaron los cálculos para Y ! , 
1 d' . . d X N Yp/N. Para _os ren l.nnentos Yx; . Y / 1 e sust. y -

L . S X¡,JnO 
YwATP para las fei.111entaciones control de glucosa se E.~x--

plica en el mismo texto (VII. lD) . Para el rendimiento -­
de vitamina s 12 y succínico por mol de sustrato, se rea-
1.izó tomando en cuenta las moles de glucosa y ácido lác­
tico en el caso de .las fe:r"T!lentaciones control de 91.ucosa 
y las moles de azúcares (glucosa) , ácido láctico y ácido 
cítrico en el caso de las fermentaciones a base de jugo 
cocido de limón como por ejemplo: 

Fermentación anaeróbica en medio control de glucosa, es­
pecíficamente para Y8 /mol de sustrato 

12 

y = 
B

12
/mol de sustrato mol de glucosa + mol de ác-. láctiro 

y = 
n

12
/mol sustrato 

2660 _ 9066.12 rns_J.13
12

/mol_ --
0.1292 + 0.1642 

sustrato 

De la misma manera se calculó para todas las demás fer-­
men taciones. 



125 

MfüXO III 

Cl\l.CULO DE !~ASA CELULAR PROPORCIONADA POR AZUCAR, 1\CIOO 
CITHICO Y ACIDO LACTICO DEL MEDIO A BASE DE JUC',0 COCICO DE 
LIMON 

Por facili~ad de c&lculos se hizo uso de los rendimien 
tos mol0rcs (Yx/mo1> cbteni.do en la fermer,taci.ón con <;:J.ucc::­
:~'1 bajo cor:diciones ana.eróbicas, 3B.16 gcel/mol de gl;__:.co:.~a 

y Li. 77 c_¡ccl/rr:ol de ácido láctico, dete:i:.·mintr..dose los >jrarnus 
..::e céltü~\S proporc: '. 2·:ado;3 por cada una de las fu0nt2s de -­
c.:~trbon<) del medio de fermentación para L1s condiciones 2l.i1a­

eróbica., u.naeróbic..:a-aeróbica y anaeróbica-aeróbica/adJ.cio-­
nes de jugo cocido de limón. 

Partiendo de la expresión de rendimiento molar 
(Y / 1): x mo 

y 
x/mol 

= 

se llevaron a cabo todos los cálculos. 

donde: 

(1) 

~x = cantidad de biomasa producida, en g/l. ~ 
lls = Cantidad de sustrato consumido (A - azúcar, 

L - ácido láctico y e - ácido cítrico), en me-­
les/litro. 

Fermentación Anaeróbica 

YG ! 1 = 38.16 g 
1

/mnl (de la Tabla XV} x mo ce . de glucosa 

~SA = Ai- Af = 17.14 - 10.79 (g/l) 

= 6.35 g/1/180 g/mol 

6sA = 0.0353 moles 



donde: 
A. 

l. 
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= Cantidad de azúcar (glucosa) a tiempo cero, en 
g/l 

= Cantidad de azúcar (glucosa) al-; tiempo de máxi­
mo consumo, en g/l 
g/mol = peso molecular de la glucosa. 

d8=.;pejando de la ecuación (l) , b.xA: 

= (38.16) (0.0353~ = 1~3462 g de c'lulas/l 

por otro lado se tiene: 

(de la tabla'XV) 

= 11.63 g/l / 90 g/mol 

= 0.1292 moles 

donde: 

L. = Cantidad de ácido láctico a tiempo cero, en g/l 
l. 

Lf = Cantidad de ácido láctico al tiempo de máximo 
consumo, en g/l. 

90 g/mol = peso molecular del ácido láctico 

por lo tanto, de la ecuación (1), llx : 
L 

~x = (4.77) (0.1292) = 0.6163 g de células /1 
L 

-
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y, por consiguiente la cantidad de células producidas a par 
tir del ácido cítrico se calcula haciendo uso de la siguieE: 
te expresión: 

donde: 

6xT = 6x + 0.x + b.xc 
A L 

(2) 

6xc = 6xT - {b.xA + l:..x L) 

b.x 
T 

6x 
A 

= Cantidad de células producidas en la fermenta­
ción, en g/l. lJ.x = xf - x. =Cantidad de· cé­
lulas producidas ~l final d~ la fermentación -
cantidad de células al inicio de la misma. 

= cantidad de células producidas a partir de los 
azúcares consumidos, en g/l. 

= Cantidad de células producidas a partir del -­
ácido láctico sonsumido, en g/l. 

=Cantidad de células producidas a partirdel -­
ácido cítrico consumido, en g/l. 

de la ecuación (2) : 

6xc = 3.46 - 1.9625 1.4975 g de células/l 

donde: 

6xT = xf - xi = 3.75 - 0.29 = 3.46 g/l 

calculando el rendimiento molar de crecimiento para ácido -
cítrico, se tiene: 

Y = 1.4975 g de cel/l = . 
/ 

¡ 62.92 g 
1
;mol . 

x mol 5 g 1 / 210 g/mol ce cit 



donde: 
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210 g/mol = peso molecular del ácido cítrico 
ósc = si - sf = 23.68 - 18.68 = s g/l 

y, el rendimiento por gramo de sustrato: 

Y = 62.92 g de cel/mol de cit = 
x/s 210 g/mol 0.30 g l/g . ce cit 

Fermentación Anaeróbica-Aeróbica 

(de la Tabla XV) 

.;' ' 

de la ecuac.i.ori ·:cÚ ;. ·. 

0.97308 g de células/l 
_- ··/: ;.·-_.,: .. < ·,:·.,-:. ,- -:::'.~-~,:-' : ' -

por otro lado se ·~·:Lene~ 
"'--- ------ --- -0-..=:-~.-=:.., ~--;-::.-:-:::.=.'""""_~~: e----=-_-,--

Y. :.·:c::\4.77 g /mo1 
L x/moLi ·· ·. cel L 

(de la Tabla XV) 
. - . . . 

i\sL = l~.~3'!""" o·~o (g/i> = 11.63 g/l /. 9o. g/mol 

= 0.1292 moles 

de la ecuación (1) 

6x = (4.77) (0.1292) = 0.6163 g de c~lulas/l 
L 
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por otro lado, lado la cantidad de células producidas por -
el consumo de ácido cítrico será. 

de la ecuación (2): 

6xc = 2.95 - 1.58938 1.36062 g de células/l 

donde: 

6.x 
T Xf - X, 

1 
= 3.3 - 0.35 = 2.95 g/l 

Debido a que en ésta fermentación se consumió todo el ·­
ácido cítrico, se consideró que se obtiene el mismo rendí-­
miento (Yx¡5 C) de 0.30 9cel/gcit que la fermentación anaeró 
bica, rendimiento que señala que solo 4.535 g de ácido cí-=­
trico fué utilizado para la formación de material celular -
y el resto (19.145 g/l) para síntesis de productos metabó-­
licos. 

y 1.36062 g cel/l 
0.3 gcel/gcit = = 

x/s se ..... 

se = 4.535 g/l 

6s = 23.68- 4.535 = 19.145 g/l e 

Fermentación Anaeróbica-AerÓbica/adiciones de jugo cocido 
de limón. 

Tenemos: 

y 
G x/ml 

38 .16 g 
1

/mol 
ce G 

(de la Tabla XV) 



donde: 
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ósA = 16.12 + 5.56 (g/l} = 21.68 g/l / 180 g/mol 

16. 

b.s 
L 

== 

(de la Tabla XX) 

g/1 / .90 g/mol 

(de la Tabla XX) 

= 0.1336 moles de ácido láctico producido. 

El análisis de la Figura 34 indica que el ácido lácti­
co producido en la fermentación proviene de la glucosa aña­
dida al medio y tomando en cuenta que por cada mol de gluco 
sa se producen 2 moles de ácido láctico, entonces, 0.0668:: 
moles de glucosa se emplearon para formar 0.1336 moles de -
ácido lático, y, por consiguiente, de las moles totales de 
azúcar (0.1204) solo 0.0536 moles pasaron a formar parte 
del material celular, hasta las 48 h de fermentación. 

de la ecuación (l) : 

~xA = (0.0536) (38.16) = 2.0453 g de células/l 

Hasta el máximo crecimiento, el microorganismo consumió 
la siguiente cantidad de ácido láctico para la formación de 
material celular: 

lis 
L consumido 

- Cantidad total de ácido láctico - Cantidad 
de ácido láctico residual (moles/l) 
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donde: /'!1sL . == c.:mtidad de ácido láctico consumido 
cons urnido 

1 
li.l 

en mo es~-

Ds - 23.63 - 10-48:::: 13.17 g/1 / 90 g/mol 
L cons 

= 0.1463 moles 

por lo tanto; 

6xL = (4.77) (0.1463) = 0.6980 g de 6elulas/1 

de la ecuaci6n (2) : 

6xc = 4.0 - 2.7433 = 1.2567 g ~e c~lulas/l 

donde: 

Haciendo l¿-" misma consideración del experimento ante 
rior, se tomó en cuenta que el rendimiento por sustrato -
par¿1 c:Í.tr ico es dE: O. 30 g . 

1
; g . consumiéndose so lamente 

~ . '~ 1 .• , d "' . . ci:: . Cl.t F . ,,. 1 . 1 
·r •. 1-b'::- g c8 aci o c:ttrico para ~ormacJ.on ce materia. ~ 

celular y el resto (2.411) para sfntesis de productos -­
metabólicos. 

y 
x/s 

1. 2567 g .. ~el/l _ 

se 

se - 4.189. 

0.3 g l/g . ce c:Lt 

6- = 6.6 - 4.189 = 2.411 g/1 ·"e 
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Fen,tt:mtCición Aeróbica. 

De igua1 forma como se hic~.eron la.s consideraciones en 
lns fennentaciones an terio:r:es, para determin.:1r lél cantidad 
do célll.las proporcionada por cada uno de los sus tratos del 

mc·:1.i.o de .fermentación cuando la fermentación se realizó bajo 
c( .. n,1iciones aeróbicas, se hizo uso de Jos ren:li,mientos mo­
liires c)bt.enidos en ld fcrment.ac:i.ón donde se utiliz6 glucosa. 
co1·10 fuent:f, de carbono, 69.50 g /rnol y 8. 7 g ímol 

cel gJucosa ce' i;ictico. 

YG - X/mol - 69.59 g 
1

; rnol. 
ce . G 

(de la Tabla XV) 

~s 17.41 - 12.42 (g/l) = 4.99 g/l / 180 g/mol 
A 

0.0277 moles 

De l~ ecuaci6n (1): 

ó.x. = (69.59) (0.0277) + 1.9292 g de <:~..:~.J._as/.l_ 
ti. 

Fo:~- otro lado se tiene: 

Y == 8.7 g /mol 
L x/mol cel L 

~SL = 11.63 - 0.0 (g/l) = 11.63 g/l / 90 g/1 

= 0.1292 moles 

¡::():r.: Jo tanto, de la ecuación (l} : 

6s ::: (8.7) (0.1292) = l.i240 g de células/l 
.L 

y, p<)r consiguiente, la cantidad de células producidas a paE_ 
tir del ~cido cftrico ser&: 



dü la 

donde: 

... 
ecuacior; ( 2) : 

Ax = 3.88 - 3.0532 e 

- JJ3 

O • 8 26 8 g de cé J. ulas_/1 

3.88 g/l 

por lo tanto, el rendimiento molar será: 

y 
:-::/mole 

= 0.8268 g de cel/l 
17.-28-g/l ·1 120 g/;;I = 10.05 g de c¡lulas/ 

1 mo ~ 
'--

donde: 
s. = 23;68 - 6.4 = 17.28. 

J. 

_,., el :rendimiento por gramo de sustrato, cítrico: 

10. 05 g de cé~ulas_lq de_.:::_~!:.· 
210 r,¡/mol 

; 0~05 g de células/g de cítrico 
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