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Produccion de diacetilo y otros compuestos aromatizantes relacionados, por
bacterias lacticas en cultivos axénicos mixtos a base de maijz.
M.L. Escamilla’, J. Soriano’, S.E. Valdés® y A. Tomasini'. 1) Dept. Biotecnologia.

D.C.B.S. U. Iztapalapa. UAM. 2) F.ES. Cuautitlan. U.N.A.M.

Se determinaron las condiciones para producir diacetilo con Pediococcus
pentosaceus y Lactobaciflus acidophilus desarrollandose en un medio semisolido a
base de maiz. El diacetilo es el principal componente del aroma a mantequilla,
complementandose con los acidos grasos volaties (A.G.V.). Se determind el
efecto de algunos factores en la produccion de diacetilo y consumo de almidon en
sistemas modelos a base de almidén, estructurados como series de cuitivos
axénicos con disefios factoriales simplificados. Pd. pentosaceus produjo 63.3 mg/i
de diacetilo y Lb. acidophilus consumio 26.6 g/l de aimidén en medios adicionados
con glucosa, extracto de levadura y CaCOs, a 28°C. En cultivos mixtos en medios
semisdlidos a base de maiz, la maxima praduccién de diacetilo (779.6 mg/Kg) fue
a las 12 h. También se produjeron: lactato, 0.665 g/Kg, y A.G.V. totales, 1 312
mg/Kg. Para el pretratamiento de maiz se seleccionaron: la nixtamalizacién, 20
min; molienda y tamizado por malla 40; desengrasado; cocimiento, 25 min; y una
relacion inicial Pd. pentosaceus / Lb. acidophilus, 3:1. Pd. pentosaceus y Lb.
acidophilus presentaron actividades amiloliticas ligadas a sus paredes celulares:
473 y 6.16 U/, respectivamente. Lb. acidophilus tuvo ademas una actividad
extracelular de 4 187.3 U/l. El producto aromatizado tiene un interés potencial para

ia industria alimentaria.



Production of diacetyl and other related aroma compounds by lactic acid
bacteria in axenic mixed cultures in corn-based media.
M L. Escamilla-Hurtado', J. Soriano-Santos', S.E. Valdés-Martinez? and A.
Tomasini-Campocosio'.

1. Dept. Biotecnologia. Div. C.B.S. U. Iztapalapa. Univ. Autdnoma Metropolitana.

2. Facultad de Estudios Superiores. Cuautitian. U.N.A M.

The conditions for diacetyl production with Pediococcus pentosaceus and
Lactobacillus acidophilus growing in a corm-based semisolid medium were
determined. Diacetyl is the main compound in the butter aroma, being
complemented with the volatile fatty acids (V.F.A.). The effect of some factors upon
the production of diacetyl and starch consumption were determined in starch based
model systems, structured as series of axenic cultures with simplified factorial
designs. Pd. penfosaceus produced diacetyl, 63.3 mg/l, and Lb. acidophilus
consumed starch, 26.6 gfl, in cuitures with added glucose, yeast extract and
CaCOa,, at 28°C. In corn-based mixed cultures, the maximum diacetyl production
(779.6 mg/Kg) was at 12 h. Lactate and total V.F. A. {0.665 g/Kg and 1 312 mg/Kg,
respectively) were also produced. Selected factors for corn pretreatment were:
lime-treatment, 20 min; grounding and sieving through mesh 40, defatting; cooking,
25 min; and Pd. pentosaceus / Lb. acidophilus initial ratio, 3:1. Pd. pentosaceus
and Lb. acidophilus presented cell wall-linked amylolytic activities, 47.3 and 6.16
U/, respectively. Lb. acidophilus had also an extracellular activity of 4,187.3 UA.

The obtained aromatic product has a potential interest to the food industry.



RESUMEN

£l principal objetivo del trabajo fue determinar las condiciones que favorecen
significativamente la produccion de diacetilo en un cultivo mixto de Pediococcus
pentosaceus y Lactobacillus acidophilus Hansen 1748, desarrollandose en un medio
semisdlido a base de maiz. Considerando que el diacetilo es el principal componente
en el complejo aroma a mantequilla, el producto obtenido podria ser utilizado en el
desarrollo de extensores aromatizados para la industria alimentaria.

Para este fin se llevaron a cabo series de cultivos sumergidos a base de
almidén como sistemas modelos de fermentacion. Estas series fueron estructuradas
como arreglos ortogonales simplificados: L16, L8 y L8, respectivamente, de acuerdo
a la metodologia de Taguchi. Se determinaron los efectos de diversos factores de
cultivo sobre los cambios de concentracion de almidon y diécetilo, y sobre la
actividad amilolitica extracelular, a los 5 dias de fermentacion. En los cuitivos
axénicos de la 12 y 22 series, Pd. pentosaceus produjo mas diacetilo (63.27 mg/l) al
afadir glucosa, extracto de levadura y CaCOQOs, a 28°C; pero el consumo de almidén
fue mayor (18.4 g/l) en ausencia de glucosa. Lb. acidophilus no produjo diacetilo,
aungue consumié mas almidén {26.56 g/l) a 28°C, con adicién de CaCOs;, glucosa y

extracto de levadura. Su actividad amilolitica extracelular (10 077 U/l) se favorecit a



35°C. En los cultivos mixtos de la 32 serie se consumio poco aimidon debido al bajo
pH, no obstante, ta concentracidn de diacetilo se incrementd a 135.76 mgfi a 32°C.

Posteriormente se llevaron a cabo dos series de cultivos mixtos en medios
semisdlidos a base de maiz (humedad: 78%, aw > 0.995), usando disefnos factoriales
L8 de Taguchi, y aplicando las condiciones previamente seleccionadas. En la 12 serie
se evalud el efecto de diversas condiciones de pretratamiento de maiz en las
producciones de diacetilo, del acido butirico y del acido lactico por Pd. pentosaceus y
Lb. écidophilus cultivados durante 5 dias, a 32°C. Las condiciones de pretratamiento
de maiz seleccionadas fueron: nixtamalizacion por 20 min; molienda y tamizado para
dar un tamafo de particula < 0.42 mm (malla 40), desengrasado con hexano y
cocimiento por 25 min. En la 22 serie se evaluaron algunas condiciones de cultivo en
la produccion de diacetilo. Las condiciones seleccionadas fueron: la adicion de
extracto de levadura y la inoculacién con Pd. pentosaceus y Lb. acidophilus en una
relacion de 3:1. Estas condiciones produjeron hasta 311.6 mg/kg de diacetilo, 359
mg/Kg de acido butirico y 2.28 g/Kg de &cido lactico. En estos sistemas complejos de
maiz no se evalud la actividad amilolitica, pero el consumo de aimidén fue de 54.8
g/Kg.

Se llevdo a cabo otro cultivo en medio de maiz en las condiciones
seleccionadas para determinar los parametros cinéticos del cultivo. Durante las 120 h
de cultive predominaron las bacterias lacticas, pero como los medios de cultivo no se
esterilizaron, se observaron también Bacillus spp. y Enterobacterias nativas que

pudieron contribuir con el consumo de almidon y la produccion de é&cido grasos



volatiles (A.G.V.). El potencial eléctrico (Eh) y el pH estuvieron correlacionados (=
-0.9939), y sus valores finales fueran 154 my y 4.48, respectivamente. A las 12 h de
cultivo se observd la concentracion maxima de diacetilo, 779.56 mg/Kg y su cinética
de produccion se correlaciond al crecimiento de las bacterias lacticas (r° = 0.9972).
La velocidad especifica de crecimiento, i = 0.47 1/h, fue considerada como normal
para las bacterias lacticas, y la productividad de diacetilo fue de 47.6 ugia / (Gmedio ®
h). En ese periodo, los contenidos de A.G.V. y de acido lactico se consideraron
bajos (1 312 mg/Kg y 0.67 g/Kg, respectivamente). Después, la cuenta viable y el
contenido de diacetilo disminuyeron y los A.G.V. vy el acido lactico aumentaron; por lo
que el mejor periodo de fermentacion fue de 12 h.

Para determinar in vitro la actividad amilolitica de extractos preparados con
diferentes fracciones celulares se realizaron cultivos sumergidos axénicos en medio
de almidén utilizando las condiciones de cultivo previamente seleccionadas. Las
actividades amiloliticas ligadas a la pared celular de Pd. penfosaceus y de Lb.
acidophilus fueron de 47.32 y 6.16 U/l, respectivamente. Lb. acidophilus consumid
almidén, 1.32 g/l, y mostré una actividad amilolitica extracelular de 4,187.3 W/, pero
no produio diacetilo. Pd. pentosaceus consumid almidan, 2.38 g/l vy produjo diacetilo,
39.84 gfl. No hay antecedentes de produccion de amilasas por Pd. penfosaceus, y

su produccion de diacetilo supera por mas de 35 veces las de los praductos lacteos

fermentados.



ABSTRACT

The main purpose of this work was to determine the significant conditions of
cultivation that enhanced the production of diacety! in a mixed culture of Pediococcus
pentosaceus and Lactobacillus acidophilus Hansen 1748, when grown in a comn-
based semisolid medium. Taking into account that diacetyl is the main component in
the complex butter aroma, the obtained product might be useful in the development of
aromatic extensors for the food industry.

Series of submerged cultures in starch-based media were carried out with this
purpose, as fermentation model systems. These series were structured as factoriaf
orthogonal arrangements: L16, L8 and L8, respectively, according to the methodology
of Taguchi. The effect of several culture conditions were evaluated with the changes
of starch and diacetyl concentrations, and the extracellular amylase activity, after 5
days of cultivation. In the axenic cultures of the 1% and 2™ series, Pd. pentosaceus
produced more diacetyl (63.27 mg/l) with added glucose, yeast extract and CaCOs, at
28°C, but it consumed more starch (18.4 g/l) in the absence of glucose. L[bh.
acidophflus wasn't able to produced diacetyl, but it consumed more starch (26.56 g/)
at 28°C with CaCQs, glucose and yeast extract, however, the extracellular amylolytic

activity (10 077 UM was favoured at 35°C. Though little starch was consumed in
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mixed cultures of the 3™ series due to the low pH, diacetyl content was increased to
135.76 mg/i, at 32°C.

Later on, two series of mixed cultures were carried out in semisolid corn-based
media (humidity: 78%, aw = 0.995), using L8 Taguchi factorial designs, and applying
the previously selected conditions In the 1% series, the effect of different corn pre-
treatment conditions were evaluated upon the production of diacetyl, butyric acid and
lactic acid by Pd. pentosaceus and Lb. acidophilus, when they were cultured during 5
days at 32°C. Selected pre-treatment conditions were: boiling of grains in lime-water
for 20 min; the grain was milled and sieved to a particle size was below 0.42 mm
(mesh 40); defatting with hexane, and cooking during 25 min. In the 2™ series, some
cultural conditions were evaluated upon the production of diacetyl. Chosen
conditions were: the addition of yeast extract and inoculation with Pd. pentosaceus
and Lb. acidophilus in a 3:1 ratio. These conditions produced 311.6 mg/Kg of
diacetyl, 359 mg/Kg of butyric acid and 2.28 g/Kg of lactic acid. The amyiolytic activity
was not evaluated in these corn-based complex systems, though starch was
consumed (54.8 g/Kg).

Another corn-based culture was carried out in with selected conditions in order
to determine the kinetic parameters of the culture. The inoculated lactic acid bacteria
prevailed throughout the culture (120 h), but since the media were not sterilized,
native Bacillus spp. and strains of Enterobacteriaceae were also observed. They
could contribute to the consumption of starch and the production of volatile fatty acids

(V.F.A). The electric potential (Eh) and pH were highly correlated (r* = -.0.9939), and



their final values were 154 mv and 4.48, respectively. The maximum diacetyl
concentration was observed after 12 h of culture, 779.56 mg/Kg, and the kinetics of
production correlated to kinetics of growth (2 = 0.9972). The specific growth rate,
u = 0.47 1/, was common for lactic acid bacteria, and the productivity for diacetyl
was 47 .6 ugoia / (gmedum @ h). During that period, the V.F A. and lactic acid contents
were considered low (1 312 mg/Kg and 0.67 g/Kg, respectively). Thereafter, the cell
growth and the production of diacetyl decreased while A.GV. and lactic acid
increased; therefore, the best period of fermentation was 12 h.

In order to determine in vitro the amylolytic activities of the extracts prepared
from different fractions of the cells, axenic submerged cultures of both strains were
carried out in starch medium. The conditions of cultivation previously selected were
used. The cell wall-linked amylolytic activities of Pd. pentosaceus and Lb. acidophilus
were 47.32 and 6.16 U/, respectively. Lb. acidophilus consumed starch, 1.32 gfl, and
showed an extracellular amylolytic activity of 4,187.3 U/), but it was unable to produce
diacetyl. Pd. pentosaceus consumed starch, 2.38 g/l and produced diacetyl, 39.84
mg/!. The production of amylases is unusual in Pd. pentosaceus, and its production of

diacetyl surpassed over 35 folds those present in dairy fermented products.
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INTRODUCCION

las sustancias aromatizantes son compuestos intermediarios empleados
ampliamente en la industria de los alimentos. Estos aditivos pueden ser producidos
por sintesis guimica o por procesos biotecnologicos.

E| diacetilo es uno de los componentes primordiales del aroma caracteristico a
mantequilla, aunqgue también estan presentes otros compuestos volatiles con menor
poder aromatizante. Algunos de los compuestas son: el acetaldehido, la acetona, la
2-butanona, la lactona, los acidos grasos volatiles de cadena corta (A.G.V.) como el
acético, el propidnico y el butirico y sus ésteres (Cachon y Divigs, 1993; Escamilla ef
al., 1996b; Furia y Bellanca, 1975).

El diacetilo, asi como ios compuestos de acompanamiento son producidos por
determinadas especies de los géneros Lacfococcus y Leuconostoc. La biosintesis
de este compuesto en los productos lacteos y en los vinas depende de la presencia
de citrato, que es metabolizado por las bacterias lacticas a través de diversas rutas
metabdlicas, la mas frecuente es la del metabolismo del piruvato (Cogan, 1995,
Cogain ef al., 1996; Escamilla ef a/, 1996a; Marshall, 1987). Otras rutas alternativas
que se han determinado son a partir de la glucosa o del acetaldehido, en las cuales

no interviene el citrato (Cogan et al., 1989; Escamilla ef al, 1996a).
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La produccion del diacetiio por las bacterias lacticas se ha estudiado
principalmente en los productos lacteos (Klaver et al, 1992; Marshall, 1987), y en
menor proporcion, en bebidas alcoholicas (Shimazu et a/, 1985} y algunos vegetales
(Margalith, 1981).

A la fecha se han realizado algunos avances en los procesos biotecnoldgicos
de produccidn de diacetilo, como son: el desarrollo de cepas lacticas mejoradas de
los géneros Lactococcus spp. o Leuconostoc spp.; el desarroilo de procesos
fermentativos en medios a base de leche, que pueden llegar a producir hasta 12 - 18
mg/! de diacetilo (Klaver et al, 1992); procesos enzimaticos para la conversion de
acetoina en diacetilo, y métodos de extraccion de éste ultimo después de los
procesos biotecnologicos (Pszczola, 1994; SANOFI Bio-Industries, 1994). Sin
embargo, aun es necesario avanzar en el conocimiento de estos procesos a fin de
adquirir el control completo de la produccidon de diacetilo y de los compuestos de
acompafamientc en el aroma a mantequilia. Los extractos y materiales
aromatizados obtenido por estos procesos biotecnoiogicos imparten un aroma
complejo, que es reconocido como ‘natural’, por o que tiende a substituir cada vez
mas a las formulaciones aromaticas artificiales (Marshall, 1993; Pszczola, 1994;
Sanders et al., 1993).

En los alimentos procesados, las concentraciones de adicion recomendadas
de diacetilo son, en mg/l o mg/Kg: bebidas na alcohdlicas, 2.5; helados y nieves, 5.9;
dulces, 21; productos horneados, 44; gelatinas y pudines, 19 y chicles, 35 (Escamilia

et al., 1995b; Furia y Bellaca, 1975)
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Cuando se plantea la utilizacidn de substratos que sustituyen la leche en las
fermentaciones lacticas, los criterios de seleccion principales son: la seleccién de
cepas con capacidades enzimaticas apropiadas a la nueva composicion; la
disponibilidad de las materias primas alternativas; la determinacion de las
condiciones de produccidn; la calidad sanitaria y sensorial de los productos, y sobre
todo, la factibilidad econdmica de los procesos desarrollados.

El interés principal de este trabajo fue determinar las condiciones de un cultivo
mixto de Pediococcus pentosaceus y de Lactobacillus acidophilus en un medio a
base de maiz, para obtener mayores niveles de los compuestos aromatizantes
caracteristicos del aroma tipo mantequilla que los reportados previamente,

destacando al diacetilo.
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. GENERALIDADES

FORMACION DE DIACETILO POR LAS BACTERIAS LACTICAS.

BIOSITES!S DEL DIACETILO.

Se ha determinado que Lactococcus lactis sp. lactis biovar. diacetilactis, Leuconostoc
cremoris, Le. flactis y otras bacterias lacticas, producen diacetilo al consumir
simuitaneamente citrato y lactosa (o glucosa), debido a que forman un exceso de
piruvato que no se destina a la recuperacion de NAD®, sino que se transforma en
parte en diacetilo a través de la ruta de descarboxilacién oxidativa del a-acetolactato,
con gasto de tiamin-pirofosfato (TPP). Una ruta altemativa es la que parte del
acetaldehido, por la via de la acetoina y del acetil-CoA, sin pasar por a-acetolactato.
La presencia de citrato en estos cultivos estimula el consumo del carbohidrato y la
velocidad de crecimiento (Cogan 1995; Escamilla et al. 1996a;, Margalith 1981,
Marshall 1987).

Durante la fermentacién malolactica de los vinos con Le. mesenteroides sp.
lactosum también se produce diacetilo a expensas del consumo de citrato (Wibowo

et al. 1985). En este sistema, la enzima citrato liasa transforma al citrato en
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oxaloacetato, luego se forman piruvato y a-acetolactato hasta llegar al diacetiio, con
gasto de TPP (Shimazu et a/., 1985).

La Fig. 1 resume las rutas metabdlicas conocidas en la actualidad para la
produccion de diacetilo por las bacterias lacticas (Escamilla et al., 1996a). Existen
indicios de que la ruta del citrato no es la Unica gue da origen al diacetilo, pues
Pediococcus. cerevisiae es capaz de formar este metabolito sin consumir acido

citrico en el vinc {(Wibowo et al., 1985).

DEGRADACION DEL DIACETILO.

En diversos alimentos se ha observado una etapa de incremento en la concentracién
de diacetilo, que dura de 12 a 24 h, para luego disminuir, ain cuando el crecimiento
microbiano continte. Esto se ha observado en la leche (Margalith, 1981), en el ghee,
alimento hindu de grasa de leche (Yadav y Srinivasan, 1985) y en el Dhokla (Joshi et
al., 1989); pero en fermentaciones de masa de maiz (Escamilla ef a/, 1992) y en la
col agria (Margalith, 1981), la formacion de diacetilo se prolongo durante varios dias.
La degradacién del diacetilo se presenta cuando el pH es menor de 5.2,
porque se activan las enzimas diacetil reductasa y acetoin reductasa de las bacterias
lacticas, transformando el diacetilo en acetoina, y éste en 2,3-butanodiol (Cogan et

al., 1989; Margalith, 1981; Marshall, 1987).



CITRATO Mg™* o Mn™ NAD" L - MALATO
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diacetil sintetasa
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NAD(P)H NAD®P)" NAD(P) H NAD(P)
diacetil reductasa acetoin reductasa

Fig. 1. Rutas metabdlicas de producciéon de diacetilo en las bacterias

lacticas (Cogan, 1995; Kempler, 1983; Margalith, 1981, Marshali, 1987; Shimazu,

1985)
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Algunas moléculas energéticas y compuestos intermediarios derivados del
metabolismo de la glucosa en presencia de citrato por Le. /actis inhiben la actividad
de g-acetolactato sintetasa a pH neutro, ese efecto disminuye conforme el pH baja
de 5.4. E| ATP tiene un efecto distinto, pues |a inhibicion que causa a esa enzima se

acentda a pH bajo (Cogan et al., 1984).

INFLUENCIA DE LOS FACTORES DE CULTIVO EN LA BIOSINTESIS DEL

DIACETILO.

Los factores mas importantes que influyen en ia produccién del diacetilo por las

bacterias lacticas son:

CEFPAS. Le. cremoris (antes Le. cifrovorum) y Lact factis sp. factis biovar.
diacetilactis (antes Streptococcus diacetylactis) son fas bacterias lacticas que forman
los niveles mas altos de diacetito (0.5 y 20 mg/l) en los productos lacteos (Margalith
1981; Marshall, 1987; Yadav y Srinivasan, 1985). Otras especies importantes son:
Lb. delbreuckii sp. bulgaricus (antes Lb. bulgaricus), Lb. helveticus, Streptococcus
salivarius sp. thermophilus (antes St. thermophilus) y algunas cepas de Lact. lactis
sp. cremoris {(Cogan 1995; Escamilla ef al. 1996a; Kiaver ef al. 1992; Margalith, 1981;
Marshall 1987 y 1993; Tamime y Deeth, 1980).

Las cepas que forman diacetio como producto secundario durante la

fermentacion malolactica en los vinos son. Le. oenos, Le. mesenteroides, Le.



cremoris, Le. dextranicum, Pd. cerevisiae, Pd pentosaceous, Lb. buchneri, Lb.
plantarum, Lb. fermenti, Lb. delbrueckii, Lb. casei, Lb. brevis y Lb. hilgardii (Davis et
al. 1985, Klaver et al. 1992).

La concentraciéon elevada de indculo favorece la produccion de diacetilo
debido a que la actividad de la diacetil reductasa se contramresta; este
comportamiento se observo en el ghee con un 3 % de indculo (Yadav y Srinivasan,
1985) y en la leche inoculada con un iniciador de alta concentracion de células, en
donde se produjo diacetilo de 8 - 84 mg/Kg en solo 2 h de cultivo. En cultivos
lacticos mixtos, la presencia de cepas de acidificacion rapida favorecid también la

produccion de diacetilo por Le. cremoris (Margalith, 1981).

COMPOSICION QUIMICA DEL SUBSTRATO. El contenido de citrato determina el
rendimiento de diacetilo producido en la leche o en el vino. En el primer alimento se
recomienda suplementar el acido para incrementar hasta un 300 % la produccion de
diacetilo (Bottazzi y Vescovo 1969, Harvey y Collins 1963, Margalith, 1981). En los
vinos tintos por otro lado, se prefieren concentraciones < 50 pg de diacetilo, pues su
nota aromatica elevada se considera sintoma del deterioro llamado ‘picadura
lactica’; por esa razon se recomienda usar uvas con baja concentracién de citrato, o
aplicar cepas malolacticas durante la maduracidon que sean poco activas en la
produccion de diacetilo (Kunkee, 1967).

El metabolismo simultdneo de citrato y glucosa estimula el crecimiento de

cepas de Le. spp., favorece el consumo de glucosa, la produccidn de lactato y la de



metabolitos secundarios (Cogan, 1995). Lc. /actis en cultivo por lotes con exceso de
glucosa produce solo lactato, pero en un quimiostato glucosa-limitante con aereacion
moderada, produjo tambien acetoina + diacetilc (Cogan et al, 1995).

La presencia de CO, (10%) en la atmosfera de cultivos agitados de leche
inoculada con paco indeulo (0.1 %, viv) de St. salivarius sp. thermophilus estimulé el
crecimiento microbiano, debido a su efecto como regulador de pH y redox, ademas
de formar aromas al favorecer el metabolismo del piruvato. El mismo efecto io dieron
el NaHCOs (50 - 60-mM), o el gcido oléico y sus ésteres como el Tween 80 y 85, en
niveles de 0.1%. Pero en cultivos con mayores niveles de inoculacion (1%) no se
observé ese efecto (Louaileche et al., 1993).

La deficiencia del cofactor acido lipdica (acido tidtico o acido DL-1,2-diticlan-3
pentanoico) inhibe la formacidn de 4cido acético en la ruta de «-acetolactato y
favorece la acumulacion de diacetito (Cogan et al. 1989, Kaneko et al., 1990); pero
en la via del acetaldehido y del acetil-CoA se requieren pequenfas cantidades de los
acidos acetico y lipoico para formar diacetilo (Margalith, 1981).

Los iones Mg®, Co”, Ba* y Ca®' favorecen la producciéon de diacetilo y
acetoina via citrato por Le. mesenteroides sp. lactosum, en tanto que los jones Cu*",
Fe? Fe>. Sn*' y los compuestos organicos L-cistina y acetaldehido, la inhibe. Lc.
lactis sp_ factis formd diacetilo en caldo M.R.S. sin citrato y con aereacion, cuando se

adicionaron iones Cu®* o hemina (Kaneko ef af., 1950).
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POTENCIAL REDOX Y O, Estos parametros han sido poco estudiados en los
cultivos destinados a la produccion de diacetilo. Para incrementar el aroma de la
leche-mantequilla se recomienda realizar un cultivo aercbio, ademas de saturar el
producto con aire antes de almacenarlo (Klaver et al., 1992, Margalith, 1981). La
influencia de la aireacion en la formacion de diacetilo se explica por el efecto positivo
de la elevacion de redox, debido a que la actividad de la a-acetolactato sintetasa se
incrementa de 2 a 2.5 veces en cultivos aereados (Cogan et al., 1989). Por otra
parte, con aereacion moderada (1 vvm con 25% de aire) se inhibe la enzima
piruvato - formato liasa, favoreciendo la biosintesis del diacetilo y de la acetoina, sin
afectar el crecimiento microbiano (Cogan ef al., 1989).

Se ha observado que el contenido de diacetilo disminuye durante la
maduracion prolongada del queso cheddar, ya que la degradacién de la proteina
libera compuestos sulfurados que bajan el potencial redox hasta un valor de Eh = -
200 mV (Green y Manning, 1982). En un medio reducido la a-acetolactato sintetasa

se inhibe y se activa la diacetil-reductasa, como se indico previamente.

pH. El rango de pH optimo para la produccion de diacetilo depende de las cepas
utilizadas; por ejemplo, para Leuconostoc spp. es de 3.8 - 4.4 (Margalith, 1981),
mientras que para Lac. jactis sp. lactis biovar. diacetilactis es de 5.2 — 5.4 (Keenan et
al., 1966; Klaver et al., 1992). Estos valores tienen su origen en los 6ptimos de las

principales enzimas involucradas que son: 6.0, 55, 6.7 y 5.7, para la citrato liasa,



acetolactato sintetasa, diacetil reductasa y acetoina reductasa, respectivamente
(Mellerick y Cogan, 1981).

El rango de pH que origina la mayor produccién de diacetilo durante la
fermentacion malolactica del vino con Le. mesenteroides es de 35 - 3.8 (Cox y
Henick, 1990), a pesar de que la enzima citrato liasa sea mas activa a un pH de 6.0

(Shimazu et al., 1985).

TEMPERATURA. Aungue la temperatura Optima de crecimiento de las bacterias
jacticas mesofilas esté alrededor de los 30°C, la de produccion de diacetilo se ha
observado entre 18 - 24'C (Margalith, 1981; Yadav y Srinivasa, 1985) Las bacterias
terméfilas como St salivarius sp. thermophilus y Lb. delbreuckii sp bulgaricus
producen apreciables cantidades a 40 - 42°C (Green y Manning, 1982; McGregor y

White 1987; Tamime y Deeth, 1980).

ACTIVIDAD DE AGUA (aw). Al reducir artificialmente el aw de 1a leche de Q.98 a0.87
se determind que tanto la membrana citoplasmica de Lc. /actis sp. lactis biovar.
diacetilactis, como los sistemas de produccion de energia se afectaban,
disminuyendo su velocidad de crecimiento y sus mecanismos de formacion de
aromas (Bassit et al. 1993). Las bacterias malolacticas como Le. mesenteroides sp.
lactosum (antes Le. oenos) (Davis et a/1985; Mangas et al; 1993, Wibowo et al,
1985) y las de la salsa de soya, como Pd. halophilus (Kanbe y Uchida, 1987) estan
mejor adaptadas a niveles bajos de aw, por lo que presentan una elevada actividad

aun en valores muy reducidos de ese parametro.
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ARTICULOS DE REVISION.

En el Anexo 4 se presenta copia de dos articulos de revision bibliografica sobre el
tema de produccion de diacetilo y su relacién con los aromas en los alimentos
fermentados, los cuales fueron elaborados por la estudiante de doctorado y por los
integrantes del Comité Tutorial. En elios se amplia la informacion relacionada con
los antecedentes generales de este trabajo. Las referencias son las siguientes:

o Escamilla Hurtado, M.L., Tomasini Campocosio, A., Valdés Martinez, S. y Soriano
Santos, J. 1996a. Diacetyl formation by lactic bacteria. Rev. Lat.-Amer. Microbiol.
38 (2). 129-137.

e Escamilla Hurtado, M.L., Tomasini Campocosio, A., Valdés Martinez, S. y Soriano
Santos, J. 1996b. Importancia del diacetio en los aromas producidos por

fermentacion lactica. Tecnol. Aliment. (Méx.). 31 (2). 16-22.

ACTIVIDAD AMILOLITICA DE LAS BACTERIAS LACTICAS

Existe un numero limitado de cepas de bacterias lacticas capaces de hidrolizar
almidén. La mayor parte de las amilasas producidas por estas bacterias son
extracelulares, pero algunas estan ligadas a la célula. Las actividades amiloliticas
observadas son muy variables, 0-17 ~ 240 000 U/l (Champ et a/, 1983; Giraud et
al. 1993; Imam et a/, 1991, Olympia et a/, 1995; Sen y Chakrabarty, 1984), pero

normalmente son inferiores a las de los mohos, las levaduras o bacterias de la familia



Bacillaceae. Sen y Chakrabarty (1984) determinaron la actividad de la «c-amilasa
extracelular producida por Lb. cellobiosus. Li y Chan (1983) observaron una actividad
inducible de la o-glucosidasa intracelular de Lb. acidophilus. La a-amilasa
extracelular de Lb. plantarum fue caracterizada por Giraud ef al. (1993, 1994) y la
glucoamilasa de Lb. amylovorus por Imam (1991), por Olympia ef a/. (1995) y por
James et al. (1997). Estas enzimas son constitutivas, pero su actividad puede
incrementarse con inductores, como la maltosa. Streptococcus baobis, Pediococcus
damnosbis y algunas otras bacterias lacticas también han mostrado actividad
amilolitica (Champ et al.; 1983; Garvie 1986; Kandler y Weiss 1986). Pero no se ha
encontrado evidencia de la capacidad de cepas de formar diacetilo. Sin embargo,
cepas de Pd. pentosaceus han sido aisladas de maiz ensilado, demostrando su

capacidad de utilizacion de ese substrato para su desarrollo {Coccocelli et al,, 1991).
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Il. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

ANTECEDENTES

PRODUCCION DE DIACETILO EN SUBSTRATOS AMILACEOS.

La produccion de compuestos aromatizantes formados durante la fermentacion
lactica de substratos amilaceos ha sido estudiada por Joshi et al. (1989). Ellos
detectaron un aroma tipo mantequilla en el Dhokla, un alimento hindu elaborado con
cereales y leche, por lo que cuantificaron los contenidos de diacetilo (5.2 mg/Kg) y de
los A.G.V. En los productos de panificacién, el contenido normal de diacetilo es de 44
— 62.5 mg/Kg, aunque parte de este compuesto es producido por la levadura
(Margalith, 1981).

Han habido algunos intentos previos para inducir la formacién de aroma a
mantequilla por fermentacién lactica en alimentos no convencionales de tipo
amilaceo. Hofmann y Marshall (1985) produjeron ese aroma en un queso crema
parcialmente substituido con soya, y fermentado con Lb. casei subsp. rhamnosus.
Sin embargo, Nsofor y Chukwo (1992) no tuvieron éxito al fermentar yoghurt de soya

adicionada con citrato de sodio, inoculando con Lb. bulgaricus y St. thermophilus.



Nsofor et al. (1992) indujeron un aroma tipo iacteo con alta aceptabilidad sensorial al
fermentar maiz con una flora lactica heterogénea, pero el aroma caracteristico del
diacetilo estuvo ausente.

Escamilia y Mozqueda (1992) realizaron estudios microbiolégicos y
bioquimicos relacionados con ia fermentacidon que se establece naturalmente en
algunos alimentos tradicionales fermentados de maiz. Estos alimentos son
preparados y consumidos por diversas etnias en México. Se estudié la fermentacion
lactica del pozol, que es una masa fermentada de maiz nixtamalizado, y también la
del atole de maiz agrio (Escamilla et a/., 1993). En ambos procesos fermentativos se
detectaron compuestos aromatizantes tipo lacteo, encontrando un predominio
aromatico del acido butirico y del diacetilo (Olguin et al., 1988). Diversas cepas de
los géneros: Lactococcus spp., Lactobacillus spp. y Pediococcus spp. aisladas de
esos alimentos fueron capaces de formar diacetilo y acetoina (Verde et al, 1995).
Escamilla y Olguin (1997) patentaron un proceso de elaboracion de un alimento
fermentado de maiz con agradable aroma tipo lacteo, cuyo producto, también
patentado, contiene entre otros volatiles, diacetilo y A.G V., como los &cidos acético,
propiénico y butirico. Durante el desarrollo de este proceso se compararon varias
alternativas de las condiciones del proceso. Se realizd un estudio tecnologico
comparativo, seleccionando la mejor alternativa. Se caracterizd el producto con
analisis bromatolégicos, cromatograficos, de microbiolégia sanitaria y sensoriales. Se
llevé a cabo un estudio preliminar de mercado con distribucion de muestras del
alimento seleccionado en el Estado de Tabasco, el cual tuvo buena aceptabilidad. El

estudio de prefactibilidad que se realiz6 (sin inversionista), propuso una capacidad de
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la planta de 2 Tons/dia. Considerando un proyecto de 5 afios iniciando en 1991, el
valor presente neto (VPN) fue de 1.2 x 10° U.S.D. y la tasa interna de retorno resulté
de (TIR) 31.2%., con lo que se concluyd gue el proyecto era presumiblemente viable,
en el nivel de estudio, que era preliminar. Se observé también que la fermentacion
solida de mas de 3 dias en condiciones de fermentacion no optimizadas,
frecuentemente incrementaba la produccidn de acido butirico a un nivel que impartia

a la masa una nota aromatica nauseabunda (Escamilla et af., 1992).

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LAS CEPAS UTILIZADAS.

Se aislaron en medios selectivos aproximadamente 60 &,:pas de bacterias lacticas de
diversos alimentos; ya sea de tipo amilaceo (Escamilla y Mozqueda, 1992; Escamilla
et al., 1993), o bebidas alcohdlicas (Verde et a/., 1995).

Las cepas aisladas y otras de la coleccién ATCC se sometieron a un process
de seleccion para abtener una cepa de la familia Strepfococcaceae y una de
Lactobacillaceae que produjeran diacetilo y/o hidrolizaran almidén. La actividad
amilolitica se determind cualitativamente por acidificacién de caldos, con almidén
como Unica fuente de carbono, y por desarrollo de halos de hidrélisis en placas de
agar almidén. La produccion de diacetilo + acetoina se detecté cualitativamente con
la reaccién de Voges — Proskauer en caldos con medio MRVP (rojo de metilo - Voges
Proskauer).

De las cepas nativas se seleccion6 la que produjo mas diacetilo. Esta cepa se

caracterizd fenotipicamente, determinando que pertenecia a la especie de
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Pediococcus pentosaceus y ademas que podia hidrolizar ligeramente al almidon
{Verde et al., 1995). El Manual de Bergey's indica que ninguna especie del género
Pediococcus es patdgena para las plantas o los animales (Garvie, 1986)

De la familia Lactobacillaceae se seleccion6 a Lactobacillus acidophilus 1748
de la coleccion ATCC por haber formado el mayor halo de hidrélisis en placas de
almidon entre las 100 cepas evaluadas. Esta cepa no produjo diacetilo (Verde et al.,
1995). Ademas, esta cepa tiene propiedades probidticas, pues es capaz de
establecerse en el tracto gastrointestinal para formar parte de la flora microbiana
deseable (Nahaisi, 1986).

Resumiendo, se utilizé Pd. pentosaceus amilasa (+) y diacetilo (+), y Lb.

acidophilus amilasa (+) y diacetilo (-).

JUSTIFICACION

En la actualidad hay una demanda importante de alimentos procesados con aromas
reconocidos como ‘naturales’ (Dziezak, 1986); entre ellos, los que tienen una nota a
mantequilla han provocado un gran interés. El aroma puede formarse durante las
operaciones del proceso del alimento o puede incorporarse en alguna materia prima
o ingrediente. Estos ‘aromas de reaccidon’ pueden formarse en un proceso
microbiolégico controlado, de cuyas reacciones resulta una gama muy grande de
compuestos quimicos, algunos de elios en concentraciones traza. En contraste, la
formulacidon con aromatizantes artificiales resulta costosa y por fo mismo, limitada a

un pequeno numero de compuestos (Lindsay 1966, Margalith 1981, Sandine et al.,
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1972). La ventaja insustituible de los ‘aromas de reaccidon’ es que reproducen
fielmente el sabor natural, cosa que no es posible con las formulaciones de sabores
artificiales.

El compuesto que resalta en la nota aromatica tipo mantequilia es sin duda el
diacetilo, o 2,3-butanodiona (CHsCOCOCHS3), pero se complementa con una mezcla
compleja de otros metabolitos, como el acetaldehido, la acetoina, el acetaldehido, los
acidos grasos volatiles (A.G.V.), el 2,3-butanodiol, etc. {(Cachon y Divies, 1993).

El diacetilo llega a formar parte de la formulacién de un alimento por distintas
vias, pero en ningun caso debe sobrepasar una concentracién final de 10 g/Kg
(Smith, 1990). El diacetilo puede formarse directamente durante los procesos
fermentativos en el yoghurt, la mantequilla, la leche-mantequilla, fos quesos, el pan y
el vino (Margalith, 1981; Marshall, 1993; Merseburger et al., 1995, Tamime y Deeth,
1980; Vasavada y White, 1979), en niveles de 0.5 a 20 mg/Kg. Otra via es la adicion
como parte de un aromatizante artificial, integrado por una mezcla de 6-25
substancias sintéticas (Escamilla et al., 1996b). También hay presentaciones en el
mercados de aromatizantes obtenido por procesos biotecnoldgicos. Primero se
realiza una fermentacion de medios a base de leche con cepas modificadas,
produciendo hasta 18 mg/l de diacetito (Klaver et al, 1992), después se aplican
tratamientos enzimaticos y se separan los volatiles. Los extractos obtenidos se
dosifican en los alimentos en una proporcidn de 1-3% (Escamilla et al, 1996b;
Pszczola, 1994; SANOFI, 1999). Otra posible via de adicion de diacetilo son los
espesantes que sirven de vehiculo para los aromas. En muchos procesos

industriales de alimentos se permite la substitucion parcial de las materias primas de
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alto coste o de poca disponibilidad, como ia leche, por extensores como el almidén o
almidones modificados. E{ Codex Alimentarius (Smith, 1990) menciona las
especificaciones y restricciones del uso de los espesantes en la divisén de aditivos
alimentarios. Estos espesantes encapsulan a los aromas, protegiéndolos de pérdidas
durante los procesos térmicos, ademas de incidir en la textura del producto
alimenticio (Hippleheuser, 1995).

Diversos alimentos se benefician de los aromatizantes con nota a mantequilia,
como son: postres, helados, bebidas enriquecidas atoles, leches fermentadas como
el yoghurt y otros, quesos, productos de reposteria, botanas, cereales de desayuno,
etc. (Furia y Bellaca, 1975; Hippleheuser, 1995; Merory,, 1968; Pszczola, 1994).

Los paises altamente tecnificados son los que han desarrollado a tecnologia
involucrada en la produccion de los aromatizantes con nota a manteqguilia,
controlando por lo tanto su comercializacion (Escamilla ef al,, 1996b). Anualmente
México importa 2000 Tons de aromatizantes con notas tipo lacteo incluyendo al
diacetilo, pues este compuesto no se produce en México (Escamilla et al., 1996b,
INEGI, 1986). La F.D.A - GRAS regula en de los Estados Unidos de América el uso
de este aditivo no toxico con el No. 2370 de registro en F.E.M.A. (Furia y Bellanca,
1975), permitiendo su utilizacion en ciertos aromatizantes artificiales, como las notas
tipo mantequitla, queso, caramelo, café, fresa y leche malteada, entre otros (Furia y
Bellanca 1975, Merory 1968).

A la fecha se han caracterizade diversos cultivos productores de diacetilo con
bacterias lacticas (Lactococcus spp. o0 Leuconostos spp.) utilizando substratos

lacteos (Cogan, 1995; Marshall, 1993). Se ha observado que el diacetilo se origina
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principaimente del acido citrico, y que las rutas bioquimicas involucradas varian de
especie a especie microbiana. Sin embargo, los cultivos con bacterias amiloliticas en
medios sin acido citrico, no se han caracterizado para la produccion de diacetilo. En
estos casos, los carbohidratos son las posibles fuentes para la biosintesis del
diacetilo.

En este trabajo se ha seleccionado al maiz como substrato alternativo a la
leche. Se propone estudiar las condiciones de cultivo para producir una pasta
aromatizada por fermentacién, con nota tipo mantequilla. El maiz es el cereal de
mayor produccion en México (en 1998 se produjeron 18 476 miles de Tons. (INEGH,
1999), ademas de ser un ingrediente comun en la industria alimentaria, ya sea como
materia prima o como extensor. El maiz con germen es un substrato complejo que
contiene los nutrientes necesarios para el crecimiento de las bacterias lacticas
amiloliticas (Adeyemi y Beckley, 1986; Mercier et al, 1992). Se realizé la
nixtamalizacion al maiz por ser un procedimiento que eleva el valor nutritivo de la
materia prima (LOpez y Segurahadregui, 1986), ademas de que hace mas accesible
el substrato a los microorganismos inoculados.

Aunque Ja poblacion nativa del maiz sometido a fermentacidon natural puede
ser asaroza (Adegoke y Babalola, 1988; Akingbala ef al, 1987; Fields et al., 1981,
Wacher et al., 1993), el contenido de bacterias potencialmente patdgenas puede ser
reducida por procesos de limpieza y calentamiento del maiz. También contribuye la
actividad antimicrobiana de las bacterias lacticas. En este trabajo no se determiné
esta actividad en las cepas inoculadas, Pd. pentosaceus y Lb. acidophilus, pero la

disminucidén de las cuentas de las bacterias patdgenas durante las fermentaciones
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heterogéneas en maiz, se ha atribuido frecuentemente a la accion de las bacterias
Jacticas (Adegoke y Babalola, 1988; Escamilia y Olguin, 1997; Hounhouigan et al.,
1993; Olsen et al,, 1995). Diversas cepas de Lb. acidophilus y de Pd. pentosaceus
son capaces de producir varios antibidticos no prohibidos por la S.S:A. y con
comprobada eficiencia contra microorganismos patogenos (Nahaisi, 1986; Strasser-
de-Saad y Manca-de-Nadra, 1993).

Los efectos estimulantes del desarrollo mutuo (simbiosis) entre las especies
de la familia Lactobacillaceae y la familia Streptococcaceae son ampliamente
conocidos (Pederson,1979). Se selecciond un cultivo mixto de cada una de ellas en
este trabajo por estos motivos. También se consideraron sus propiedades
amiloliticas y/o de produccién de diacetilo (Verde et al., 1995) y el hecho de que sean
inocuas (Garvie, 1986; Kandler y Weiss, 1986).

Se propone una presentacion semisdlida de la pasta porque es un medio con
alta actividad de agua (aw = 0.995) que no inhibe la fermentacién. Mercier et al.
{1992) realizd un cultivo sumergido a base de maiz con una humedad aproximada de
95.5%, para determinar la cinética de produccién de é&cido lactico por la bacteria
amilolitica Lb. amylophilus. Elios indicaron que la falta de homogeneidad y la
sedimentacion del medio dificultaron los analisis e impidieron determinar fos
parametros cinéticos buscados. E! nivel de humedad utilizado en el presente trabajo
(78%) es apropiado para que el producto no presente sinéresis (separacion de
salidos y liquidos); este valor se selecciond en ensayos previos. Ademas, un medio

semisblido ahorra espacio durante el proceso y el almacenamiento en relacion con
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uno liquido, y en caso de destinar el producto a la deshidratacion, la carga de agua a
retirar también es menor.

Se prefiere una textura fina de la pasta de maiz para que no altere con
particulas grandes la sensacion gustativa de tipo tactil, cuando se integre en la
formulacién de otros alimentos.

Se selecciond la herramienta estadistica disefiada por Taguchi (Ross, 1989)
porque permite aplicar tratamientos estadisticos capaces de estimar los efectos de
los factores principales y de algunas de las interacciones en las variables de
respuesta seleccionadas, con la ventaja de que se realiza un reducido namero de
experimentos. Las matrices disefadas por Taguchi estan estructuradas con solo una
parte de todas las posibles combinaciones de los factores, pero manteniendo un
arreglo ortogonal (A.Q.), es decir, equilibrado. El método es muy flexible, pues
permite que el investigador proponga con cierta libertad el disefio experimental
especifico que resuelve las incognitas del trabajo, siempre y cuando se sigan ciertas
reglas de disefo y tratamiento estadistico. El A.O. seleccionado entre una gama de
matrices depende del numero de los factores y niveles que se deseen evaluar; éstos
se proponen considerando la experiencia en el campo de investigacion.

Con este método se pueden evaluar hasta un ndmero igual de factores que de
experimentos, menos uno. Esto es posible porque el A.O. permite que todos los
grados de libertad del error sean intercambiados por los grados de libertad de los
factores, ademas proporciona las combinaciones especificas de los experimentos
aproptadas para esa aproximacion. El nivel de resolucidon del A.O. propuesto va a

depender entonces del grado de saturacién de la matriz. Se pueden resolver todos



los efectos de los factores e interacciones cuando se tiene aproximadamente una
saturacion de ¥ de la matriz con los factores. El otro extremo es la resolucion de los
efectos sbélo de los factores sin interacciones, cuando la matriz estd saturada.
Generalmente se utilizan en este método matrices semisaturadas o saturadas.

Este método ha permitido desde 1959 una considerable reducciéon en el costo
de los experimentos en el area de investigacidon y sobre todo, en fas plantas
industriales. Su aplicacion es frecuente en las areas de: Tecnologia alimentaria,
mecdnica, quimica, ingenieria eléctrica, agricultura y biomedicina, entre otras. En el
compendio Science Citation Index de 1998 se citan 60 referencias del método de
Geinichi Taguchi y 11 de Phillip J. Ross en areas biolégicas. Sin embargo, el método
no se ha utilizado ampliamente en el area de la Biotecnologia, por Io que se
considera novedosa su aplicacién en este trabajo.

La pasta semisdlida de maiz propuesta pretende ser una presentacion
alternativa y novedosa a las presentaciones de aromatizantes a mantequilla que ya
se encuentran en el mercado. Este producto podria ser refrigerado y utilizado
directamente para aprovechar la viabilidad de los microorganismos probidticos, o ser
tratada posteriormente con procesos enzimaticos, de extraccion de volatiles, de
deshidratacion o de extrusion. La caracterizacidon de esta pasta y el desarrollo

tecnologico serian los pasos naturales que seguirian a-este trabajo.
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lll. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

Incrementar la produccion de diacetilo y producir un contenido aceptable de acidos
grasos volatiles (A.G.V.), en cultivos lacticos en medios a base de almidén y de maiz,
determinando los principales efectos de los factores de cultivo. Ademas, contribuir af
conocimiento de los principales parametros cinéticos de esos cultivos, a fin de
obtener una materia prima a base de maiz con aroma tipo mantequilla, de potencial

interés para la industria alimentaria.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Determinar el efecto de diversos factores ambientales y nutricionales en la
produccién de diacetilo y en la utilizacion de almidon en cultivos modelos,
axénicos y mixtos de Pediococcus pentosaceus y Lactobacillus acidophilus,

desarrollandose en medios liquidos a base de almidén.



AR}

Seleccionar las condiciones de las operaciones de pretratamiento de maiz y
las de un cultivo semisolido, para aumentar el rendimiento de diacetilo y
formar niveles de A.G.V. apropiados para un aroma tipo mantequilla.
Caracterizar los parametros cinéticos mas importantes para la produccion de
diacetilo en un cultivo mixto en medio semisolido a base de maiz.

Localizar y cuantificar las actividades de las enzimas amilcliticas producidas
por Pd. pentosaceusy Lb. acidophilus.

Comprobar que la metodologia estadistica de Taguchi es una herramienta
valida y apropiada para disefiar experimentos y analizar resultados de
investigaclones en el area de la Biotecnologia, donde no es frecuente

utilizarla.
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IV. HIPOTESIS

Es posible orientar la fermentacion lactica de un medio semisolido de maiz para
incrementar el contenido de diacetilo, formar niveles apropiados de acidos grasos
volatiles, y producir un perfil aromatico tipo mantequilla, por medio de la seleccion de

las condiciones de pretratamiento de maiz y de fermentacion mas apropiadas.
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V. MATERIALES Y METODOS

La Fig. 2 muestra la secuencia de los experimentos realizados en este trabajo.

CEPAS.

Se utilizaron dos cepas de bacterias lacticas: una de Pediococcus pentosaceus
(MITJ-10), aislada de sidra mexicana y caracterizada fenotipicamente (Verde ef al,
1995), y una de Lactobacillus acidophilus No. 1748 de la coleccion CHR - Hansen.
Ambas cepas son inocuas {Garvie, 1986, Kandler y Weiss, 1986)) y capaces de
crecer en medio de almiddn, pero solo Pd. pentosaceus produce diacetilo en medios

de glucosa o de almidén.
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SISTEMAS
MODELOS
EN

ALMIDON

Factores e
Interacciones

12 Serie.
Cultivos
axénicos

23 Serie.
Cultivos
axénicos

32 Serie.
Cultivos
mixtos

CULTIVOS

{ "CULTIVO
EN
| ALMIDON

v

12 Serie.
Cultivos
mixtos

'
22 Serie.

Cultivos
mixtos

[ o~ zas |
Cinética
de la

fermentacion

v

Localizacion
de
amilasas

Citr., T, Gluc., CaCOs,
Ext.Lev. y Treon. y 6
interacciones bifactoriales

T, CaCO; y
1 interaccion bifactorial

Molienda + tamizado,
nixtamanalizacion,
cocimiento, desengrasado
y 3interacciones Bifact.

Extr. Lev., relacion entre
cepas, Conc. de Indculoy
3 interacciones Bifact.

Parametros

___Principales

Almiddn, Act.
Amil. extraceiular,
diacetilo

Almidon, Act.
Amil. extracelular,
diacetilo

Almidon,
diacetilo

Almidon,
Diacetilo

Almidon,
Diacetiio

Carb. Tot., Azuc.
Red., Cia. viable,
Ac. lactico, A.G.V.,
diacetilo

Fracciones: pared
celular; intra y
extraceluiar,

Fig. 2 Experimentos realizados en este trabajo
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MEDIOS DE CULTIVO.

MEDIOS PARA CONSERVACION Y PARA CUENTA VIABLE.

Se prepararon tubos con medio de agar microfindculo - almiddén (MIA), con la
siguiente composicion en g/l de agua destilada: caldo de microfindculo (Merck), 18.5;
almiddn soluble, 5; agar, 15, y solucidon de vitaminas y minerales, 5 ml (Anexo 2). El
medio fue preparado de acuerdo al procedimiento usual, ajustando el pH a 6.5 antes
de esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min. La esterilidad se verifico después
de incubar a 35°C por 24 h. Este medio también se utilizb en las placas para cuenta
viable de bacterias lacticas, aunque en ese caso, el medio fue adicionado con verde

de bromocresol (50 mg/!), come indicador de acidez.

MEDIO PARA LOS INOCULOS.

Medio de almidén. Se prepararon matraces Erlenmeyer de 125 mi, con 50 mi del
caldo siguiente (g/l de H,O destilada). glucosa, 5; almidén soluble,10; peptona de
caseina, 2; extracto de levadura, 2; CaCOs, 0.3; KoHPO4 0.2 MgSO47H0, 0.1, y
soluciéon de vitaminas y minerales, 5 ml. El pH del medio se ajustd a 6.5. Los
matraces se esterilizaron en autoclave a 121°C por 15 min y se realiz6 la prueba de

esterilidad.
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MEDIO BASAL PARA LOS CULTIVOS EN ALMIDON EN LAS SERIES

FACTORIALES.

Los caldos de almiddn tuvieron una composicion semejante al medio de los indculos.
Las concentraciones de glucosa, almiddn, extracto de levadura y CaCOs se ajustaron
de acuerdo al disefio experimental de cada serie, que se indican en el inciso
correspondiente. En la 32 serie de almidoén, la concentracion de almidén soluble fue
de 5 g/l.

Se prepararon matraces Erfenmeyer de 250 ml con 100 ml de cada medio, con
pH de 6.5. Los medios se esterilizaron en autoclave a 121°C durante 15 min y se les

aplicd la prueba de esterilidad.

MEDIO BASAL PARA LOS CULTIVOS EN MAIZ.

Se prepararon masas de maiz nixtamalizado de consistencia semisolida (humedad:
78%) como medios de cultivo en las series factoriales de maiz. Se utilizé maiz blanco
(Zea mais) tipo pozolero con germen. El maiz utilizados tuvo dimensiones
aproximadas de 1.6 x 10.6 mm, se adquirié en la Central de Abastos de la Ciudad de
México, D.F., con procedencia del Estado de México.

La cal utilizada en la nixtamalizacion, Ca(OH). era comercial, de grado
alimenticio. La Fig. 3 muestra el diagrama general del proceso con maiz, como

materia prima.
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Fig. 3 Diagrama general de la preparacion de los medios de maiz
y de los cultivos semisélidos.
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Las condiciones de pretratamiento de maiz fueron las siguientes:

. Pesado y impieza. Se peso el maiz, se limpidé manualmente y se lavo con agua
destilada.

. Nixtamalizacion (N). Se utilizd agua destilfada y cal; cuyas proporciones en
relacion con peso de maiz fueron de 1.5:1 y 0.035:1, respectivamente. La
nixtamalizacion se inicio calentando a presion atmosférica el agua de cal en una
olla de aluminio hasta alcanzar los 80°C; después se agregd el maiz y se siguid
calentando, agitando constantemente. Los tiempos de ebullicion fueron de 5y 20
min, segun el caso en la 12 serie de maiz. En la 22 serie de maiz se calento
durante 5 min.

. Lavado y escurrido. Se drent el agua de cal en un escurridor. Luego se elimind el
pericarpio y el exceso de cal con lavados de agua destilada, dejando escurrir el
nixtamal.

. Molienda humeda. El nixtamal humedo se pesd y se moli en tres ciclos en un
molino manual de tornillo para nixtamal (ATLAS).

. Secado. Se determind la humedad en muestras de harina con la técnica que se
describe posteriormente. Este dato sirvid como base de calculo para ajustar la
humedad del harina posteriormente. En una estufa a 60° C se deshidratd el
harina hasta obtener 8% de humedad.

. Molienda seca y tamizado. El harina de nixtamal se molid en tres ciclos en un
molino de aspas Braun Multipractic 2001, tamizandola cada vez. En la 12 serie de

maiz se obtuvo 50% de harina de particula gruesa, con tamano de particula entre
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0.42 — 0.84 mm (< malla # 20 y > malla # 40). E! resto fue harina de particula fina,
que si atraveso la malla # 40. En la 22 serie de maiz se utiliz6 sélo particula fina.

. Desengrasado. Se realizd6 una extraccion parcial de la grasa del harina de
nixtamal, introduciendo lotes de 500 g de harina y hexano en una proporcién de
1:1, en matraz de 1000 ml. El matraz se calentd a 68° C durante 4 h con perlas de
ebullicién, usando un sistema de reflujo. Después se decanté el hexano con la
grasa, y se evaporo el resto de disolvente a 60°C. En la 12 serie de maiz, esta
operacién se realizé a la mitad del harina solamente; y en la 22 serie se
desengraso todo.

. Cocimiento. Los lotes de harina se cubrieron y se enfriaron a 4°C mientras se
realizaba la determinacion de humedad en unas muestras. Después se adiciond
agua destilada estéril para ajustar ia humedad de todos los lotes a 70%. Las
masas se mezclaron y se tocieron directamente en una olla de aluminio,
moviendo constantemente. La mitad de los lotes de la 12 serie de maiz se cocid
durante 25 min y la otra mitad durante 55 min. En la 22 serie, el cocimiento fue de
25 min. Después, la humedad de las masas cocidas se volvi6 a ajustar por peso a
70%, con agua destilada estéril.

. Formulacién y amasado. Los medios fueron adicionadas con 0.03 g CaCOs/Kg de
masa. En la 12 serie de maiz se afadi6 0.2 g extracto de levadura / Kg de masa
a a todas las masas. En la 22 serie de maiz, se agregd este ingrediente sélo a la
mitad del medio, en la concentracion mencionada. La humedad se ajusté en
todos los medios a 78% con agua destilada estéril.En la 12 serie de maiz se

inocularon los lotes de masas preparadas con diferentes pretratamiento y
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después se ajustd la humedad de cada uno a 78% con agua destilada estéril.
Cada lote se mezcld (amasado) con utensilios estériles en la campana de flujo
laminar, antes de distribuir en frascos. En la 22 serie se ajustd la humedad de
cada lote a nivel ligeramente inferior, se mezclaron por separado y se inocularon
después de llenar cada frasco, de acuerdo al disefio experimental. La humedad

final, considerando el agua anadida en el inéculo fue también de 78%.

DISENQS EXPERIMENTALES Y ANALISIS ESTADISTICOS.

DISENOS EXPERIMENTALES DE LAS SERIES DE ALMIDON.

Se realizaron tres series de cultivos sumergidos en medio de almiddn, disefiadas
como experimentos factoriales fraccionados y equilibrados (E.F.F E.) de Taguchi
(Ross, 1989), tal como se describe en el Anexo 1. Las variables de respuesta
estudiadas fueron: las producciones de diacetilo y acetaldehido, el consumo de
almidén y la produccién de amilasa extracelular. Los cambios ocasionados a los 5
dias de fermentacion en cada variable de respuesta (valor final - valor inicial) fueron
los datos evaluados en los Arregios ortogonales (A.O.) Las dos primeras series
consistieron en cultivos axénicos, aplicando ios mismos tratamientos a cada cepa
lactica: Pd. pentosaceus y Lb. acidophilus. La 32 serie fue de cultivos axénicos
mixtos, con las mismas cepas. Los cultivos (experimentos) de la 1* serie se

realizaron por triplicado y los de las otras series, por duplicado. Los resultados de las
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series se analizaron con los procedimientos estadisticos que se describen en el
Anexc 1.

En la 1% serie se evaluaron los efectos de factores reconocidos como
compuestos y condiciones ambientales que influyen en las bacterias lacticas para
producir consumir almidon, para incrementar su actividad amilolitica y para producir
diacetilo. También se evalud la posibilidad de producir acetaldehido a partir de
treonina (Marshall, 1993). Los seis factores seleccionados fueron: citrato,
temperatura, glucosa, CaCOQ;, extracto de levadura y treonina. Se evaluaron dos
niveles de cada factor (Cuadro 1). También se evaluaron seis interacciones
bifactoriales, dejando al factor F (treonina) independiente, por ser el que tenia menos
relacion con la produccion de diacetilo. La gréfica lineal de la Fig. 4 muestra las
interacciones bifactoriales propuestas para esta serie; de la cual se deriva el A.O.

L16 de} Cuadro 2.



Cuadro No. 1
Factores evaluados en la 12 serie

de cultivos axénicos en almidén

Factores Niveles Unidades
1 2
A Citrato 0 0.1 %
B temperatura 28 35 °C
C glucosa 0 1.0 %
D CaCO, 0 002 %
E Ext. levadura 0.05 02 %
F treonina 0 0.1 %
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Fig. 4 Graficalineal L16 parala 12 serie de
cultivos axénicos en almidon
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Los factores y niveles evaluados en la 22 serie fueron: A, CaCO; (0.01 y
0.03%); y B, temperatura (28° y 35°C). Estos factores y su interaccion se asignaron
a las columnas del A.O. L8 del Cuadro 3. Las variables de respuesta evaluadas en
esta serie fueron: el consumo de almidon, el cambio en la actividad amilolitica
extracelular y la produccién de diacetilo. .

En la 32 serie de almiddon (cuitivos mixtos) se evalud el efecto de la
temperatura a tres niveles: 28°, 32° y 35°C. Este factor y sus niveles se asignaron
al A.O. L9, que se presenta en el Cuadro 4. Las variables de respuesta en este caso

fueron el consumo de almidon y la produccion de diacetilo.
DISENOS EXPERIMENTALES DE LAS SERIES DE MAIZ.

Después de haber definido los principales parémetros de composicion y ambientales
en un sistema modelo a base de almidén soluble, se realizaron dos series de cultivos
en medios semisodlidos a base de maiz nixtamalizado, también con disefios EFFE de
Taguchi (Ross, 1989). Los cultivos en medio de maiz fueron todos heterogéneos,
pues la masa de maiz no estéril sirvi6 como medio donde se inocularon las dos
cepas estudiadas. La fermentacion durd 5 dias y cada cultivo se realizd por
duplicado. Se analizaron estadisticamente las producciones de diacetilo y de &cido

lactico en la fermentacion (final — inicial).
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Cuadro 4
Asignacion de factores e interacciones a las columnas del
arreglo ortogonal L9 de Taguchi en la 32 serie de almiddon

Exp. Temp. error
(°C)
Factor A

No. 1 2 3 4
1 28 1 1 1
1 28 2 2 2
17 28 3 3 3
2 32 1 2 3
2 32 2 3 1
2 32 3 1 2
3 35 1 3 2
3 35 2 1 3
3 35 3 2 1
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En la 1% serie se estimaron los efectos de algunas operaciones de
pretratamiento del maiz para determinar la composicién del medio de cultivo mas
apropiado para la fermentacion Se evaluaron cuatro factores: molienda y
tamizado, tiempo de nixtamalizacion, cocimiento del harina y desengrasado.
Las variables de respuesta evaluadas fueron el consumo de almidén y las
producciones de acido lactico, acido butirico y diacetilo. Cada factor se evalu6 en
dos niveles de variacion (Cuadro 5). También se determind el efecto de tres
interacciones bifactoriales. El factor D (desengrasado) se considerd independiente
(sin interaccion) por no haber encontrado evidencia en la literatura sobre su efecto en
la produccién de diacetilo o de acido lactico, aungue era mas claro que podria influir
en la produccidn de acido butirico.

En la grafica lineal de la Fig. 5 se presenta el disefio propuesto para la 12
serie, mostrando la relacion entre los factores e interacciones evaluadas. En el

Cuadro 6, se presentael A.O. L8 correspondiente.



Cuadro No. &
Factores evaluados en la 12 serie de cultivos semisélidos en maiz

FACTORES NIVELES UNIDADES
1 2
A Molienda + tamizado < malla 40° | > malla 40"
B  Tiempo de nixtamalizacion 5 20 min
C  Cocimiento de la harina 25 55 min
D Desengrasado no si

a) Tamano de particula de harina: < 0.42 mm
b) Tamaiio de particula de harina: > 0.42 mm (malla No. 40) y < 0.82 mm (malla No. 20)
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Fig. 5 Graficalineal L8 parala 1* serie de
cultivos semisdlidos en maiz
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Cuadro 6
Asignacién de factores e interacciones a las columnas del
arreglo ortogonal L8 de Taguchi en la 12 serie de maiz

79

Factores e interacciéon asignadas a cada columna del arreglo ortogonal
Experi- | Molienda + Nixtama- Coci- Desen-
mento | Tamizado lizacién miento grasado
{min) {min)
A B AxB C AxC BxC D
No. 1 2 3 4 5 6
1 < malla 40° 5 1 25 1 1 no
2 < malla 40° 5 1 55 2 2 si
3 < malla 40° 20 2 25 1 2 si
4 < malla 40° 20 2 55 2 1 no
5 > malla 40° 2 25 2 1 si
6 > malla 40° 5 2 55 1 2 no
7 > malla 40° 20 1 25 2 2 no
8 > malla 40° 20 1 55 1 1 si

a) Tamafio de particula de harina: < 0.42 mm
by Tamarno de particula de harina: > 0.42 mm y < 0.82 mm (malla 20).



La 2?2 serie de maiz tuvo como objetivo determinar la influencia de algunos
factores de caracter microbiologico en la fermentacién, usando el medio de cuitivo
seleccionado en la 12 serie. Los factores evaluados en {a 22 serie fueron: extracto
de levadura, relacion inicial de cepas y tamano del indéculo, cada uno en dos
niveles (Cuadro 7). Las variable de respuesta fue la produccion de diacetiio. Para
analizar los factores e interacciones, se propuso la grafica lineal de la Fig. 6 y el

A.O. L8 del Cuadro 8.

CONSERVACION DE CEPAS.

Para conservacion a corto plazo, se sembrd cada cepa en tubos con medio de
conservacion, sembrando por estria y piquete. Los tubos se incubaron a 32°C
durante 48 - 72 h y después se refrigeraron a 4°C.

Para conservacion a largo plazo, se prepararon cultivos superficiales en
placas con medio de conservacion (sin indicador de acidez) y se incubaron a 32°C
por 48 =72 h. Las células se transfirieron asépticamente a viales que contenian 1 m!
de un medio de conservacion estéril (caldo de indculo, 70% vy glicerol, 30%), se

suspendieron, se congelaron rapidamente a — 40°C y se conservaron a —18°C.



Cuadro No. 7

Factores evaluados en la 2? serie de cultivos semisdlidos en maiz

FACTORES NIVELES
1 2
A Extracto de levadura (%) 0 02
B Relacidn inicial de cepas: 1:1 3:1
Pd. pentosaceus / Lb. acidophilus
C Concentracion inicial de biomasa 2x10° 2x10°
(U.F.C./m})

Rt
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Cuadro 8
Asignacion de factores e interacciones a las columnas del
arreglo ortogonal L8 de Taguchi en la 2* serie de maiz

Factores e interaccién asignadas a cada columna del arreglo ortogonal
Experi- | Extracto Relacién Conc.
mento levadura de cepas inicial de error
biomasa
(%) (U.F.C./iml)
No A B AxB (o4 B AxC BxC

1 3 4 5 8 7

1 0 1:1 1 2x10° 1 1 1

2 0 1:1 1 2x10° 2 2 2

3 0 3:1 2 2x10° 1 2 2

4 0 31 2 2x10° 2 1 1

5 0.2 1:1 2 2x10° 2 1 2

6 0.2 1:1 2 2x10° 1 2 1

7 0.2 31 1 2x10° 2 2 1

8 02 31 1 2x10° 1 1 2
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CONDICIONES DE CULTIVO EN LAS SERIES FACTORIALES.

Todos los procedimientos que requerian condiciones asépticas se realizaron en un

cuarto estéril con campana de flujo laminar VECO 8HFL-A12.

CULTIVO DE LOS INOOCULOS.

Se utilizé el caldo de almiddén para los indculos de las series de almiddén y para los
inoculos de la 12 serie de maiz. Los matraces con medio se inocularon con asadas
cargadas de cultivos axénicos de conservacion de Pd. pentosaceus o de Lb.
acidophilus y se incubaron a 32°C durante 48 h, agitando a 120 r.p.m.

En la 22 serie de maiz, el disefo experimental requeria de iniciar la
fermentacion con indculos axénicos en concentraciones especificas, por 1o que se
realizaron con anticipacion cultivos axénicos en medio de glucosa para caracterizar
las curvas de crecimiento (Anexo 3). Posteriormente se realizaron cultivos axénicos
que fueron utilizados como indculos en fas masas de maiz, cuantificando la

concentracion de bacterias Iacticas anadida (Anexo 3).
CULTIVOS EN LAS SERIES DE ALMIDON.

El diagrama de los cultivos en almidén se presentaenla Fig 7.
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Se realizaron tres series con disefio factorial, usando matraces Erlenmeyer
con 100 ml de caldo de almidon c/u. La incubacidn durd 5 dias, agitando a 120
r.p.m. Las series 1 y 2% se realizaron con cultivos axénicos de cada cepa en caldo
de almiddn {Pd. pentosaceus o Lb. acidophilus). En estos casos, los caldos se
inocularon con 1% (v/v) del indculo axénico correspondiente, y se cultivaron en las
condiciones indicadas en los disefos experimentales. Como en la 32 serie sélo se iba
a evaluar el efecto de la temperatura de incubacién, se utilizé siempre ef medio de
almidén con la composicion sefeccionada en la serie precedente. Los cultivos mixtos
se iniciaron afadiendo 0.5% de cada inéculo axénico en el medio de cada matraz.
También se prepararon caldos inoculados sin incubar, como muestras iniciales en

todas las series.

CULTIVOS EN LAS SERIES DE MAIZ.

Se utilizaron medios semisélidos de harina de maiz nixtamalizado con una humedad
ajustada de 78%, de acuerdo a la metodologia indicada en la Fig. 3. La composicién
porcentual de esta harina corresponde a la tipica de nixtamal, cuya composicion en
base seca contiene: extracto etéreo, 5.57; proteina cruda, 10.92; cenizas, 1.82; fibra
cruda, 151, y extracto libre de nitrogeno, 80.18 (Carrillo-Pérez et al, 1989). Se
llevaron a cabo dos series de cultivos mixtos usando disenos factoriales.

En la 12 serie, los lotes de masa preparadas en diferentes condiciones segun
el diseno del Cuadro 6 se inocularon con 0.5% (v/p) de cada indculo axénico (Pd.

pgeatggaceus O Lb. acidophilus) en caldo de almidon, antes de ajustar la humedad..
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Las masas se distribuyeron en porciones de 100 g en frascos de plastico de 125 ml y
con tapdn de rosca. En la 22 serie, la humedad de cada lote de masa se ajusto al
" nivel indicado antes de inocular. Después, las masas se distribuyeron en porciones
de 100 g en los frascos de plastico y se inocularon con indcuios axénicos preparados
en caldo de glucosa, calculando el volumen de las alicuotas segun el disefio del
Cuadro 8. La mitad de los frascos de cada lote en las dos series se tomaron para el
tiempo 0 dias (muestra inicial), y el resto de los frascos se incubaron a 32°C durante
5 dias (muestras finales).

Los cultivos en medio de maiz no eran axénicos, pero se prepararon en

condiciones asépticas y con agua y utensilios estériles.

PREPARACION DE MUESTRAS.

Las muestras fueron las mismas unidades de fermentacion (matraces con caldos o
frascos con masas) de t = 0 0 5 dias. Los cultivos de la 12 serie de almidon se
realizaron por triplicado, y los del resto de las series fue por duplicado. Salvo que se
indique una variacion, los analisis de cada unidad de fermentacién se realizaron por
duplicado, por lo tanto, cada dato analitico de la 1? serie de almidon se refiere al
promedio de seis réplicas;, mientras que en las demas series de almidén o de maiz,
cada muestra se refiere a cuatro. Se calculd la media { x ), la desviacion estandar (s)
y el coeficiente de variacién [C.V.= ( x / s ) x 100] de cada uno de los parametros

analiticos al inicio y al final de cada fermentacion. Para presentar la dispersién de los
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datos de manera resumida se calculd el promedio de los coeficientes de variacion

( C. V.)de cada pardmetro, en cada serie.

PREPARACION DE MUESTRAS DE CULTIVOS EN ALMIDON.

La Fig. 7 muestra el diagrama de preparacién de muestras seguido en los cultivos de
almidén. Se midio el volumen de los caldos en cada matraz y el pH. De cada matraz
se tomo una alicuota de 30 ml y se congel6 a -18°C para determinar posteriormente
el contenido de carbohidratos totales. El resto del caldo se centrifugd en frascos de
250 ml en una centrifuga Beckman J,-M,, con rotor de angulo fijo Ja-14, a una
velocidad de 5000 rp.m. (3836 x g) por 30 minutos, a 4°C. Se recupero el
sobrenadante y se centrifugd de nuevo para clarificarlo mejor. El sobrenadante final
se congelt a —18°C, en fracciones.

Para realizar los analisis del caldo clarificado se descongelaba la fraccion
respectiva dejandola en el refrigerador a 4°C, por una noche. Se determinaron los
contenidos de: azucares reductores, acido lactico, diacetilo y A.G.V. (acidos acético,
propiénico y butirico). En los caldos clarificados de la 12 serie se determinaron
también las concentraciones de acido citrico y acetaldehido, y en los de las series 12
y 22 las actividades amiloliticas extracelulares. En la 3® serie se cuantificaron las
bacterias {acticas viables en los inbculos axénicos y en los caldos finales de la serie,
por lo que se tomaron muestras asépticamente antes de realizar cualquier otra

determinacion.
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PREPARACION DE MUESTRAS DE CULTIVOS EN MAIZ.

El diagrama de la preparacién de muestras de maiz se presenta en la Fig. 3. En las
dos series se pesaron los frascos con masa, sus contenidos se mezclaron durante 2
min en condiciones asépticas. Después de medir el pH de las masas, se separaron
en fracciones que se congelaron a -18°C. Posteriormente las muestras se
descongelaron y se realizaron los andlisis quimicos: carbohidratos totales, azlcares
reductores, acido lactico, A.G.V. y diacetilo. En la 2 serie de maiz se realizé ademas
la cuenta viable de bacterias lacticas, por lo que después de mezciar la masa de
cada frasco, se tomaron las muestras asépticamente. En el resto de la masa se midio
el pH y la actividad de agua {aw) antes de congelar la masa. Luego se procedid a

realizar los andlisis, como en la 12 serie.

METODOS DE ANALISIS MICROBIOLOGICOS.

DETERMINACION DE LAS CUENTAS VIABLES DE BACTERIAS LACTICAS.

Se pesd exactamente 1.00 g de masa por duplicado, y se dispersd en una solucion
diluyente estéril de fosfatos, preparando diluciones de 102 - 10°. Alicuotas de 0.1 ml
de las suspensiones se dispersaron por duplicado en la superficie de placas del
medio de conservacion (con indicador de acidez). Las placas se incubaron a 32°C,

durante 48 - 72 h. El numerc de colonias se contd con un aparato cuenta colonias
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(Sol-Bat HRT-50-60), ia produccidn de acidez se confirmo por el cambio de color del

medio y se calculd la cuenta viable de bacterias iacticas, como U.F.C./ml.

METODOS DE ANALISIS FiSICOS, QUIMICOS Y ENZIMATICOS.

Los analisis quimicos de cada muestra se realizaron por duplicado. En las técnicas
espectrofotométricas, las curvas estandares de 5 puntos se determinaron por
triplicado (r* > 0.99), leyendo en un espectrofotometro JENWAY modelo 6105

U.V.Vis.

DETERMINACION DE HUMEDAD

Se deshidrataron muestras de 5.0 g de las masas de nixtamal o de harina que se
habia desengrasado, caientando a 80°C hasta alcanzar un peso constante. Se

cuantifico la humedad de las muestras por diferencia de peso (Less, 1984).

MEDICIONES DE VOLUMENES Y DE PESOS

Se midieron los volumenes de los caldos de cultivos de almidon con probetas de

dimensiones apropiadas. Para la medicion y transferencia de volumenes pequefios y

exactos se utilizaron las micropipetas automaticas; Oxford® Sampler Sistem de
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volumen ajustable de 10 - 50 pl: Brand Transsferpette® de volumen fijo de 50 pl, y
Gilson® P500 de volumen variable de 0 - 5 000 pl.

Las mediciones de los pesos de maiz, harinas, masas y frascos se realizaron
con una balanza digital OHAUS, modelo GT4800. Los pesos de los reactivos para los

analisis quimicos se midieron con una balanza analitica SAUTER GmbH D-7470.

DETERMINACION DEL pH.

Se midié el pH en las muestras liquidas y sodlidas con un potenciémetro Conductronic

pH 20

DETERMINACION DE ACTIVIDAD DE AGUA (aw) DE LAS MASAS DE MAIZ.

Se tomaron muestras de masa aproximadamente de 5 g y se colocaron en celdas
especiales que se introdujeron en un aparato AQUA-LAB CX-2 Decagon Devices inc.
que habia sido calibrado con agua desionizada y con una solucion saturada de NaCl.
La actividad de agua de cada muestra y su temperatura de equilibrio se leyeron

directamente.



CUANTIFICACION DE CARBOHIDRATOS TOTALES.

Los carbohidratos totales se determinaron con el reactivo de antrona (White y
Kennedy, 1986). La curva esténdar se preparé con glucosa en un rango de 0 — 50
ug y se leyo la absorbancia a 625 nm. Las muestras de caldo de almidén sin
centrifugar se descongelaron calentdndolas en bafo maria a 60°C por 30 min, y las
de maiz dejandola en el refrigerador a 4°C, por una noche. Se tomé 1 mi de caldo (a
20°C) o 1 gramo de masa, se prepararon diluciones apropiadas y se desarrolio el
color para cuantificar los carbohidratos totales de las muestras, empleando una curva

estandar

CUANTIFICACION DE ACIDO LACTICO.

Se prepard una curva estandar de lactato de litio, equivalente a 0 — 50 pg/ml de acido
lactico, siguiendo el procedimiento de Barnett (1951). Se desarrollé el color con p-
hidroxibifenilo y CuSQy,, la absorbancia se leyd a 560 nm.

Se descongelaron las muestras y se tomaron 0.5 - 20 ml de los caldos
clarificados de almidon y 0.5 — 2.0 g de las masas de maiz, dependiendo del
contenido esperado del acido. Las muestras fueron diluidas apropiadamente con
agua destilada y se clarificaron con Ca(OH), antes de determinar la concentracion de

acido lactico empleando una curva estandar.
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CUANTIFICACION DE AZUCARES REDUCTORES.

La concentracion de azucares reductores de la curva estandar de glucosa (0 — 1000
ug/ml) se determind con el reactivo acido 3,5—dinitrosalicilico (D.N.S.), de acuerdo al
procedimiento descrito por Miller (1959).

Se descongelaron las muestras y se tomé 1.0 ml de los caldos clarificados de
almidén 6 2.0 g de las masas de maiz. Las muestras se diluyeron con agua destilada

apropiadamente para cuantificacion los azucares reductores con una curva estandar.

ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICOS PARA CUANTIFICAR ACIDO CIiTRICO,

ACETALDEHIDO Y DIACETILO.

Los contenidos de citrato y de acetaldehido se cuantificaron sélo en la 12 serie de
almidén. La cuantificacion de diacetilo por espectrofotometria se realizdé en la 12 y 22
series de almidon.

La cuantificacion de &acido citrico se realizd de acuerdo al método 57 del
A.O.A.C. (1980), con los reactivos piridina y anhidrido acético. Se prepard la curva
estandar en un rango de 0 — 200 pug/ml de acido citrico y se leyé la absorbancia a
428 n‘m. Alicuotas de 1.0 ml de caldo centrifugado de almidén se diluyeron
apropiadamente y fueron tratadas con &cido tricloroacético para precipitar las

proteinas. El contenido de acido citrico se determiné con una curva estandar.
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Para analizar el acetaldehido se realizd una curva estandar en un rango de
concentracion de 0 — 100 pg/ml. Ef color se desarrollé con nitroprusiato de sodio y
piperidina, y se leyé a 570 nm, de acuerdo al método de Rebelein (Amerine y Ough,
1980). Se analizaron muestras de 1.0 ml de caldo centrifugado de almidén diluido
apropiadamente, con una curva estandar.

El diacetilo fue determinado por el método de Voges-Proskauer (McFaddin,
1980), modificado con el fin de prevenir la oxidacién de acetoina. La principal
modificacion consistid en utilizar una solucién de KOH al 1% y creatinina (Anexo 2)
en lugar de una de KOH al 40%. También se prepararon soluciones de a-naftol y de
diacetilo (Anexo 2).

La curva estandar de diacetilo tuvo una concentracion de 0 — 60 ug/ml. A un
tubo de ensayo de 13 x 100 mm se adiciond 1 ml de la solucion de diacetilo
correspondiente, 1 ml de agua desionizada, 2 ml del reactivo de o-naftol y 2 mi del
reactivo de KOH, mezclando suavemente después de cada adicion. Se taparon los
tubos y se dejaron reposar en la obscuridad por 15 min. Se leyé la absorbancia a 530
nm. Se utiliz6 1 ml de cada caldo clarificado de almidon de las series 12 y 22 para

realizar este analisis.



95

CUANTIFICACION DE DIACETILO Y DE LOS ACIDOS GRASOS VOLATILES

(ACETICO, PROPIONICQ Y BUTIRICO) POR CROMATOGRAFIA GASEOSA.

Se analizaron los compuestos voldtiles por cromatografia gaseosa en todos los
cultivos, menos en la 12 serie de almidon. Se empled un cromatdgrafo de gases
analitico Hewlet-Packard, modelo 5890, con detector de ionizacion de flama y un

integrador Shimatzu C-R3A Chromatopac. La columna fue: Megaboro AT-1000, 10

L]

m x 0.53 mm y pelicula: 1.2 pm. Condiciones: Inyector, Ty, = 200°C; columna, T,

80°C, ty =2 min, T, = 150°C, t; = 6 min, R = 10°C/min, N2 = 5 ml/min; detector, Tpet.

220°C, tgq = 3 min, Aten. = 1.0, Hz = 20 - 30 ml/min, aire = 200 - 300 mi/min;
integrador, Prog. 5, Aten. = 1.0, Vel. carta = 1 cm/min, Trina = 10 min.

Se prepararon soluciones estandares mixtas con diacetilo, acido acético, acido
propidnico y acido butirico, en concentraciones entre 1 y 10 mM /1 de cada
componente (Anexo 2). Se inyectaron 0.3 ul de cada solucidén estandar mixta al
cromatégrafo por quintuplicado, para obtener las curvas estandares.

Alicuotas de 1 ml de los caldos clarificados de almidén se mezclaron con 25 ul
de la solucidon de HCI en un vial de 2 ml. Los viales se centrifugaron durante 30 min,
a 5000 r.p.m. (3836 x g) y 4°C, en una centrifuga Beckman, J>-M,, utilizando el rotor
Ja-14 y adaptadores especiales para viales. El sobrenadante se vertié en otro vial de
2 mly se guardd en congelacion a —18°C durante un dia. Las muestras se inyectaron
por duplicado (0.3 pl) al cromatégrafo. Entre muestra y muestra se inyectaba 0.1 pl

de acido formico concentrado (Baker Analyzed, 88%) para acidificar la columna. Se
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calculd la concentracion de los cuatro voldtiles en las muestras con ayuda de!
integrador.

Se pesaron porciones de 1 g de masa de maiz en tubos de centrifuga de 50
ml; se adicionaron 4 mi de agua desionizada y se cubrieron los tubos con parafilm.
La suspension se mezcld con un vortex Lab-Line Instruments Super Mixer y luego se
centrifugd durante 30 min a 3000 r.p.m. (919.66 x g) en una centrifuga de mesa
Solbat, J-12, a temperatura ambiente. Se tomd 1 mi del sobrenadante y se vertid en
un vial de 2 mi, al cual se le adicionaron 25 ul de la solucion de HCI. Los viales se
centrifugaron durante 30 min, a 5000 r.p.m. {3913.0 x g) y 4°C, en una centrifuga
Beckman, J2-M1, utilizando el rotor JA-14, con adaptador para viales. El
sobrenadante se transfirid a otro vial de 2 m! y se guardaron en congelacién a 2°C.
Las muestras se prepararon por duplicado un dia antes del andlisis en el

cromatografo, siguiendo el procedimiento descrito para las muestras de almidén.

DETERMINACION DE LAS ACTIVIDADES AMILOLITICAS EXTRACELULARES.

Se determind la actividad de las amilasas extracelulares en las series 12 y 22 de
almidén, mediante el analisis de los azlcares reductores liberados después del
ensayo enzimatico.

La hidrélisis enzimatica se llevd a cabo con un método que es modificacion de

los utilizados por Champ et al, (1983); Liy Chan (1983), y Sen y Chakrabarty (1984).
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Se adicionaron 0.7 ml de una solucion buffer de fosfatos 0.05 M con pH 5.5
(Anexo 2) a un tubo de ensayo; después se vertieron 2 ml de la solucion de almidén
en el mismo buffer (Anexo 2) y 1.5 ml de la solucidon enzimatica (caldo clarificado).
Después de mezclar, la solucion se incubd en bafio maria por 10 min, a 37°C para
Lb. acidophilus y a 30°C para Pd. pentosaceus. lLa reaccion enzimatica se
interrumpié adicionando 0.3 mi de una solucién fria de NaOH 2 M y enfriando en un
bafio de hielo. La cuantificacion de los azicares liberados se llevo a cabo vertiendo 1
ml de la mezcla de reaccidon en otro tubo de ensayo, desarrollando color con el
reactivo de D.N.S. (Miller, 1959). Se prepard una curva estandar siguiendo la
metodologia descrita, con la Unica diferencia de que se substituyd el caldo clarificado
por una serie de soluciones estandares de glucosa con concentraciones de 0 — 4.5
mg/ml en el mismo buffer (Anexo 2). Después del ensayo enzimatico sé determind la
concentracion de glucosa conforme al método de D.N.S. (Miller, 1959), obteniendo
un rango de concentracion de glucosa en la curva estandar de 0 — 300 pg/ml.

Una unidad de actividad enzimatica (U) fue definida como la cantidad de
enzima requerida para liberar 1.0 pmol de azucares reductores {(como glucosa) por

minuto, bajo las condiciones indicadas anteriormente.
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CINETICA DE CULTIVOS MIXTOS EN MEDIO DE MAIZ.

CONDICIONES DE CULTIVO Y ANALISIS.

Después de haber identificado las condiciones de fermentacion lactica mixta mas
recomendables para producir diacetilo en un medio a base de maiz, se realizdé una
serie de cultivos para determinar la cinética de produccion de este volatil y de otros
parametros importantes.

Se realizé primero un cultivo reproduciendo el medio y las condiciones
ambientales fijadas en la 22 serie de maiz, siguiendo el procedimiento de la Fig. 3. La
masa de maiz nixtamalizado no estéril se inoculd con Pd. pentosaceus y Lb.
acidophilus en una relacion de 3:1, dando una cuenta de 2 x 10° U.F.C./g de masa
en el tiempo cero. El cultivo se incubd a 32°C, muestreando cada 12 h, y se
interrumpidé al completar 200 h. Como sus resultados indicaron que los cambios mas
importantes ocurrieron en los primeros dias, se diseno el 2° cultivo muestreando los
dos primeros dias cada 3 h, y luego abriendo los periodos de muestreo de 6 a 12 h,
interrumpiendo a las 120 h. Ambos cultivos se realizaron por duplicado.

Se obtuvo el perfil quimico y microbioldgico de la fermentacion tomando
muestras por duplicado. En cada muestra se determinaron los siguientes parametros:
cuentas viables; pH, redox; carbohidratos totales, azticares reductores, acido lactico,
A.G.V. y diacetilo. La mayor parte de los analisis se realizaron conforme a la

metodologia descrita, aclarando cuando se haya realizado algun cambio. Como



99

ambos cultivos fueron realizados en las mismas condiciones, sus resultados se

conjuntaron, pues representaban al mismo sistema fermentativo.

CUENTAS VIABLES.

La metodologia de cuenta viable de bacterias lacticas descrita previamente fue
aplicada en los indculos axénicos y en cada muestra de maiz, en condiciones
asépticas. Como los cultivos no eran axénicos, algunas de las placas de agar MIA
sembradas con muestras de las primeras 48 h de fermentacion, mostraron desarrolio
de otros grupos microbianos. Estos grupos microbianos provenientes de la masa
también se contaron, considerando su morfologia colonial diferencial, su morfologia
microscopica con tincion de Gram y la prueba de la enzima catalasa (McFaddin,

1980).

DETERMINACION DE POTENCIAL ELECTRICO (Ehg) DE LAS MASAS DE MAIZ.

Después de medir el pH de las masas y antes de congelarlas (Fig. 3) se determiné el
potencial eléctrico (Eh); para lo cual se calibrd el potencidmetro Conductronic pH 20
a un valor estandar, Ehg= 0 mv, usando un puente eléctrico y la escala de potencial
eléctrico relativo (relmv). Luego se midieron los valores de Eh de las masas a 20°C,
usando el electrodo combinado de redox Corning 476080, estandar para

E.E.UUAA. Este se introdujo en cada muestra y se dejo reposar durante 5 min
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aproximadamente, hasta obtener una lectura estable en la escala de potencial

eléctrico absoluto (mv).

CULTIVOS PARA DETERMINAR LAS ACTIVIDADES Y LOCALIZACION DE LAS

AMILASAS EN LAS CELULAS.

CONDICIONES DE CULTIVO.

Se realizd un cultivo axénico de cada cepa en caldo de almidén (por duplicado) con
el objetivo de recuperar ceélulas y diferenciar las actividades de las amilasas:
extracelulares, ligadas a la pared celular y a la fraccion intra-citoplasmica.

La composicion del medio fue similar a la usada para el inoculo, pero
reduciendo la concentracion de almidon soluble a 5 g/l, para disminuir la
concentracidon de almiddn residual en la fermentacién. Se prepararon matraces
Erlenmeyer de 250 ml con 160 ml del medio, se esterilizaron en autoclave y se les
aplicd la prueba de esterilidad, como se indico previamente.

Se inocularon 6 matraces con 1% (v/v) de su respectivo indculo, 4 de ellos se
incubaron a 28°C, agitando a 120 r.p.m. durante 5 dias y 2 se analizaron sin incubar
(muestras iniciales). Los caldos fermentados de cada cepa se juntaron
asépticamente por pares para incrementar la cantidad de biomasa, dando muestras

finales de 360 ml (por duplicado).
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MUESTREOQ Y CENTRIFUGACION.

Se tomaron asépticamente alicuotas de los caldos finales para determinar la cuenta
viable de bacterias lacticas, siguiendo los procedimientos descritos previamente.
Después se midieron los volumenes y el pH de los caldos iniciales y finales; de ellos
se separd una fraccion de 30 ml que se congelé a —18°C para el analisis posterior de
carbohidratos totales. El resto de cada caldo se centrifugd en dos ciclos
consecutivos, usando las condiciones indicadas previamente. El sobrenadante se
recuperé y congeld para realizar luego los analisis quimicos y el ensayo de la
amilasa extracelular.

Para purificar las células de cada muestra, el sedimento de centrifugacién de
cada muestra final se dispersé en 10 m! de buffer de fosfatos 0.05 M (pH=5.5). La
suspension se recolectd en tubos de 50 ml y se centrifugd con un rotor JA—2Q, a 5000
r.p.m. (3024 x g), por 30 minutos y 4°C. Al decantar el buffer, se le realiz6 una prueba
de presencia de almidén con el reactivo de yodo - lugol. Este ciclo de lavado de
células y prueba de yodo se repitid 3 veces mas, hasta que |a reaccién al yodo fue
negativa. Se determind entonces el peso total de biomasa humeda por muestra. Los

paquetes de células lavadas se congelaron a -18°C.

RUPTURA DE CELULAS.

De cada muestra de células congeladas se pesaron 2 porciones de 0.5000 g,

transfiriéndolas cuantitativamente a un tubo macerador manual Pyrex®, previamente
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introducido en un bafio de hielo con sal, a 0°C. Se realizd la ruptura de las células
mediante 4 ciclos de maceracion de 10 min clu, interrumpiendo para arrastrar la
muestra al fondo del tubo y hacer méas uniforme el proceso. La ruptura total de las
células se verifico observando muestras al microscopio 6ptico. La suspension se
transfirio cuantitativamente a un vial de 2 ml y se aforé a 1.5 ml con buffer de fosfatos
0.2 M (pH 5.5). Los viales se centrifugaron a 10 000 r.p.m. (15 344 x g) durante 30
min y 4°C, en una centrifuga Beckman, J,-Mi, con rotor JA-14 y adaptadores
especiales para viales.

El sobrenadante (fraccion intracelular) se separd del sedimento (céiulas rotas),
transfiriéndolo cuantitativamente a un tubo de vidrio volumétrico de 1 ml y aforando
con el buffer de fosfatos 0.2 M a 4°C. El sedimento se resuspendic en 1.5 m| del
buffer en el vial, y se centrifugd para lavado de células por cuatro ciclos, en las
mismas condiciones. Ei sedimento final (fragmentos de pared y membrana
citoplasmica) se transfirié cuantitativamente a un tubo volumétrico de 5 ml, y se afor6

con el buffer de fosfatos 0.2 M a 4°C.

DETERMINACION DE LAS ACTIVIDADES AMILOLITICAS.

La actividad amilolitica extracelular fue determinada en los caldos de cultivo
clarificados de acuerdo al procedimiento descrito previamente. Los ensayos
enzimaticos de las amilasas relacionadas con la estructura celular también tuvieron

dos etapas, la hidrélisis y la cuantificacion de los azucares liberados.
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La hidrdlisis se llevd a cabo modificando las técnicas propuestas por Liy Chan
(1983); Sen y Chakrabarty (1984); Shimazu et al. (1985). Se adiciond a un tubo de
ensayo 1 ml de una solucion de almidén en buffer de fosfatos 0.2 M (Anexo 2), y
iuego 1 ml de ia fuente enzimética (soludén intracelular o suspension de sedimentos
de células rotas). Después de agitar, la mezcla se incubd en bafio maria durante 10
min, a 37°C para Lb. acidophilus, y a 30°C para Pd. pentosaceus. La reaccidn se
interrumpid adicionando 0.2 ml de una solucion fria de NaOH 2 M y enfriando en un
bafio de hielo. La cuantificacion de los azicares liberados se llevd a cabo con el
método de D.N.S. (Miller, 1959) en 1 m| de la mezcla. Se prepard una curva estandar
de la misma manera, pero se substituyo® la fuente de enzima por una solucion
estandar de glucosa en buffer de fosfatos 0.2 M (Anexo 2), a fin de tener un rango de
conqentracién de glucosa deAO — 1.1 mg/ml. En la etapa de desarrollo de color, la
curva tuvo un rango de concentracion de 0 - 500 pug/ml. Los datos de azucares
reductores liberados en las mezclas de feaocién se corrigieron para el cultivo de
origen, utilizando los datos de concentracion de biomasa humeda y de cuenta viable.

Las determinaciones de las curvas estandares se realizaron por triplicado y las
de las muestras por duplicado.

Una unidad de actividad enzimatica (U) fue definida como la cantidad de
enzima requerida para liberar 1 pmol de azlcares reductores {(como glucosa) por

minuto, bajo las condiciones indicadas anteriormente.
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ANALISIS QUIMICOS.

En el caido de cultivo que no se centrifugd se analizd el contenido de carbohidratos
totales, y en el caldo clarificado se analizaron los siguientes parametros: lactato,

azucares reductores, A.G.V. y diacetilo.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION



107

VI. RESULTADOS Y DISCUSION

CULTIVOS EN MEDIOS A BASE DE ALMIDON.

12 SERIE.

El objetivo de este experimento fue determinar el efecto de algunos factores
nutrimentales y ambientales: A: citrato; B: temperatura; C: glucosa; D: CACO;; E:
extracto de levadura; F: treonina, y algunas de sus interacciones (Cuadro 1 y Fig. 4),
en el consumo de almidén, en la actividad amilolitica extracelular y en la produccion de
diacetilo. Esta serie fue realizada simultaneamente con cultivos axénicos sumergidos a
base de almidén (medio basal, g/l de H,0O destilada: almiddn soluble,10; peptona de
caseina, 2; K;HPQO,, 0.2, MgS0, «7H;0, 0.1 y solucion de vitaminas y minerales, 5
ml.; pH = 6.5), inoculando ya sea con Pd. pentosaceus o con Lb. acidophilus, de
acuerdo a la metodologia indicada en el Capitulo de Métodos. El disefid experimental
se muestra en la gréfica lineal de la Fig. 4, que corresponde al A.O. L16 del Cuadro 2,

propuestos ambos en base a la metodologia de Taguchi (Ross, 1989).



Los 15 experimentos correspondientes a cada microcrganismo fueron realizados
por triplicado. Se determinaron los siguientes parametros al inicio y al final de cada
fermentacion por duplicado: pH, concentraciones de &cido lactico, acido citrico,
carbohidratos totales, azlcares reductores, acido acético, acido propidnico, acido
butirico y diacetilo. También se calculé el contenido de almidén en cada muestra
substrayendo el dato de azucares reductores al de carbohidratos totales. El error
experimental se calculd con los coeficientes de variacion (C.V.) de los datos iniciales y
finales por separado, de cada cultivo. Con estos valores se calcularon los valores
promedio por parametro ( C. V. ), para poder presentarlos de manera resumida.

También se determinaron los cambios originados por fa fermentacion, considerando la

diferencia entre el valor promedio final e inicial.

Cultivos con Pd. pentosaceus. En el Cuadro 9 se presenta una sinopsis de los
resultados experimentales mas importantes de la 12 serie de cultivos en almidén, con
Pd. pentosaceus. En cada parametro se considera la media de los valores iniciales de la
serie, el rango observado en los valores finales y el cambio mas notable después de la
fermentacién. De todos los coeficientes de variacion C. V. calculados en los
parametros analiticos, solo el correspondiente al diacetilo sobrepaso el valor maximo
recomendable (10%), debido a que se empled el método fotocolorimétrico. Esto se
debe a que hay una variacidon relativa mayor cuando las concentraciones de

diacetilo son muy bajas, como ocurrid en las muestras iniciales.



6l

UQIDBIUBLLIS} B] 8P $9NdSOp '811as B| Us o|qwied JoAew |8 ouasald anb ojuswiiadxs (ap sojeq

(p

001 ¢ (WOId/1ST ASaQ) ='A "D Jod QnoteD as [eul O |BOIU OJUsWUAdXa epeD "odldWeled jod UQIDBLEA 3P 2JUSIDNB0D SO| ap oipawtold (2
‘OpB2IPOLL 1BNEXNS0I4 - SaBOoA Jod opeuiwsiaq (g
oluswuadXa/0 Us ‘pay onzy - 101 ‘qleD 0peindjed JojeA (e
20 A9 X3 0 FODED L )
L 0L niD se dwel Lo wo| Gl LL2 LLoLe Leg €21 Lz 0 {iBw omedeiqg
SO0 ARTTX3 0 fO0ED : .
04 0L M© gz dwe) Lo u0| Ll 0£'8} - - 1612 9Z¢ 1828 €9vL | (/B Guopluly
20 A8 X3 0 fO0eD L0 ) . . . . . . .
i 'or e se dwel Lowol| Gl 16°C - BLL LIPS $6¢ 80°L 262 | (/B) pay onzy
500 A8 X3 0 00D i .
04L 0 NIO ‘e dwsy Lo WD € 9zl - vy's 0692 €86 08°'Ge 6L6L | (I/B) 10l qe)
0 A97X3 200 00D , , ) , _
DL 0L NS ‘se dwel 'oWo| 8 o951 Ll L2 ZLo L0 0 (1/6) oonogy oy
S00 A9 X3 Z0'0 FODBD _ _ ] _ ] ]
01L 0MD 'se dwesl Lo wud| vl /60" L2 L 88°0 oyl 0 (1/6) ocouyo oy
20 287 X3 200 *00eD, , . , _ .
L0 UL 0L N ‘gz dwel 0 :om 14 €0'¢ - 890 269 0LV 6'9 [0) A°] Hd
(1) - uig)
sai030e4 ox3 # Jojen {%) | (xew/wn) | (xen/ wn) sopezijeue
polqued sohep e AD sajeul4 sajelou| soJjauieled

snaoesojuad 'pd UOD UOPIWIE UD
SOAI}|ND ap dLI3S .| B| 8p SOJI}I|RUR SOJEP SO| 9p UBWINSaY
§ olpen)



Los datos finales de pH variaron notablemente dentro de la misma serie, debido
al efecto de la composicion del medio, puesto gue [os mayores descensos se
observaron en los cultivos con glucosa afadida, pero sin citrato (Cuadro 2). Los
experimentos que contenian citrato en ausencia de glucosa, presentaron un incremento
de pH al término de la fermentacién, debido a! consumo de este &cido. Por otro lado, no
se observd diferencia de regulacion interna del pH por el CaCO; en los niveles
utilizados, por lo que se considerd conveniente ampliar el rango de concentracion de
este componente en la serie siguiente. El experimento que presentd la mayor
disminucion de pH inicio sin citrato, pero con glucosa y extracto de levadura, y se incubd
a una temperatura de 28°C.

Se observd un consumo moderado de citrato en todos los experimentos con nivel
2, siendo ligeramente mas pronunciado en aquellos incubados a 35°C. El experimento
que presentd el mayor consumo de citrato fue el que no contenia glucosa ni extracto de
levadura, y se incubd a 35°C.

El valor mas alto de acido lactico determinado en la serie fue 1.71 g/t, valor
pequeno si se compara con los observados usualmente en las fermentaciones lacticas
de medios con azucares simples (9 - 12 g/l). Este resultado indica que los carbohidratos
complejos (de menor eficiencia) fueron los principales proveedores de energia para Pd.
pentosaceus. Como era de esperarse, la presencia de glucosa y extracto de levadura
{como fuente de factores de crecimiento), incrementaron la produccién del acido lactico,

pero el CaCO; no tuvo un efecto notable en los niveles utilizados. La mayor produccion



de este acido se observé en el experimento con presencia de glucosa y extracto de
levadura, incubando a 35°C y sin citrato.

Se determinaron por separado lcs contenidos de carbohidratos totales y los de
azicares reductores, a fin de poder calcular los posibles consumos de carbohidratos
no - reductores, considerados en este trabajo como consumo de almidon in situ, lo que
denotaria la capacidad hidrolitica de Pd. pentosaceus. Los experimentos que no tuvieron
glucosa desde el inicio presentaron generalmente un consumo mayor de carbohidratos
totales; entre ellos, el mas notable fue incubado a 35°C, ademas de tener citrato y
extracto de levadura. En cuanto al contenido de los azucares reductores, se observaron
cambios generalmente pequefios después de la fermentacion, ya sea de incremento 0
decremento en sus valores, debido a que se presentaron simultaneamente un consumo
y una produccion por hidrélisis del almidon. Se observé que en aguellos experimentos
gue contenian inicialmente glucosa y que se incubaron a 35°C, se presentd una
disminucion mayor de azucares reductores. El cultivo que tuvo el descenso mas notable
de azucares reductores, ademas de cumplir con estas condiciones, tuvo presencia de
citrato y extracto de levadura.

Aunque Pd. penfosaceus si consumio almiddn in situ (carbohidratos totales
menos azucares reductores), no se detectd actividad amilolitica extracelular en el
ensayo enzimatico. Esto fue interpretado como un indicio de que la amilasa de Pd.
pentosaceus responsable de la hidrélisis del almidon en la fermentacion pudiera estar
ligada a la pared celular, y no libre en el caldo. Para evaluar el efecto de los factores e

interacciones del disefio en el consumo de almidon in situ como variable de respuesta,



tiz

se aplico un andlisis estadistico siguiendo la metodologia de Taguchi (Ross, 1989); los
valores de consumo de almiddn por experimento se presentan en el Cuadro 10. El
andlisis de varianza y el calculo de contribuciones porcentuales del Cuadro 11
mostraron que el factor con mayor efecto significativo sobre el consumo de almidén fue
la glucosa y en menor grado, la interaccion de este factor con el CaCQOs. Los valores
promedio de la variable de respuesta (consumo de almidon) calculados con los
resultados de los experimentos de cada nivel de los factores significativos se muestran
en la Fig. 8. En el Cuadro 12 se indican los niveles seleccionados, que fueron: la
ausencia de glucosa, y la presencia de CaCO; en su nivel aito. El resultados de Ia
ecuacion de estimacion de medias indica el valor estimado de la variable de respuesta
que se obtendria en fas condiciones de cuiltivo seleccionadas.

En esta serie, el diacetilo fue determinado por el método fotocolorimétrico.
Aunque algunos de los cultivos tuvieron condiciones limitantes para formarlo, 10 de
los 16 experimentos produjeron rendimientos semejantes a los del yoghurt, que
suelen ser de 0.5 — 13 mg/Kg (Escamilla et al., 1996b). Al término de la fermentacion
en estos experimentos pudo percibirse un olor muy leve tipo mantequilla en los caldos,
asi como una ligera formacion de burbujas. El experimento que acumuldé mas diacetilo
tuvo presencia de glucosa y de extracto de levadura, y presenté un contenido final
de 8.31 mg/l, que esta dentro del rango del observado en los productos lacteos

fermentados (2.7 - 18 mgfl) (Escamilla ef a/., 1996b).



Cuadro 10

Variables de respuesta para los analisis estadisticos de la
12 serie de cuitivos en almidén. Valores finales - iniciales

Exp. Pd. pentosaceus Lb. acidophilus
No. Factores Almidén  Diacetilo | Almidén Act.
Amil.
(gn) (mgfl) (gn) (uny?
1 Cit. 0, Temp. 28, Glu. 0, Tr0, -7.37 1.31 -1.81 0
CaCO3 0, Ex. Lev 0.05
2 Cit. 0, Temp. 28, Glu.0, Tr0 -923 4 47 -12.02 0
CaCO; 0.02, Ex Lev 0.2
3 Cit 0, Temp 28, Glu 1.0, Tr -1.90 425 -21.38 2728
0.1, CaCOs3 0, Ex. Lev 0.05
4 |Cito, Temp 28 Glu10 Tr| 145 5.89 -2613  2,6083
0.1, CaC030.02, Exlev 0.2
5 Cit. 0, Temp 35 Glu.o, Tr -1317 204 -13.54 0
0.1, CaCO0s 0, Ex. Lev 0.2
6 Cit. 0, Temp.35 Glu0 Tr - 1450 0.32 -1.11 0
0.1, CaCO; 0.02, ExlLev 0.05
7 |Cto Temp 35 Glu 10 -7.14 2.46 -791 60928
TJr0, CaCOs; 0, Ex Lev 0.2
8 Cit. 6, Temp. 35, Glu. 1.0, 213 213 -283 5620
Tr0, CaCO; 0.02, Ex.lev 0.05
9 Cit. 0.1, Temp.28, Glu. 0 -g42 0.86 -0.04 0
Tr0.1, CaCO;0, Ex Lev0.05
10 Cit. 0.1, Temp.28, Glu. 0 -16 69 474 -1.98 0
Tr0.1, CaC03;0.02, Exlev 02
11 [cit 0.1, Temp. 28, Glu. 1.0 -18.39 323 -2656 1,0262
Tr0, CaCO; 0, Ex Lev 0.05
12 |Gt 01, Temp 28, Glu 10 -0.29 5.01 -2539 3,230
Tr0, CaCOs; 0.02 Ex Lev 0.2
13 Cit. 01, Temp. 35 GClu 0, -17.34 155 -2.01 0
Tr0, CaCO; 0, Ex Lev 02
14 Cit. 0.1, Temp. 35, Giu. 0, -1374 Q77 -1.21 0
Tr 0, CaC03; 002, Exlev 0.05
15 |Gt 01, Temp.35 Giu 1.0 -4.31 7.77 -166 3856
Tr0.1, CaCOs: 0, Ex Lev 02
16 Cit. 0.1, Temp 35, Glu 10 Tr -297 0.70 - 189 2322
0.1, CaCG;30.02 Exlev 0.05

a)

U /1. Cantidad de enzima que libera 1 umol de glucosa/min, por cada litro de caldo fermentado

y centrifugado; a 37°C, pHs 5.5.




Cuadro 11

itd

Analisis de varianza y contribucion porcentual del consumo de almidén in
situ en la 12 serie de cultivos en almidén con Pd. pentosaceus (A.O. 16}

Fuente variacion F F ¢l error |Significan-| Contribu-
Columna: factor| o/ | varianza | calculada [Confundido cia, factor | cién P (%)
1 : A=Citrato 1 42.801 1.552 3.070
2 : B=Temp. 1 7.090 0.257
3:AxB 1 34.021 1.234 2.440
4 : C=Gluc. 1 247 913 8.990 17.780 | ™ Gluc. 753
5:AxC 1 0.006 0.0002
6:BxC 1 28.732 1.042 2.061
7 : F=Treo. 1 7.749 0.281
8 : D=Ccaco, 1 20.149 0.731 1.445
9:AxD 1 11.238 0.407 0.806
10 : E=Ex.Lev 1 0.031 0.001
11 : error’ 1 7.381 ‘
12:CxD 1 62.660 2272 4.494 |*Gwcacos| 157
13: error” 1 12.955
14: CxE 1 34.566 1.253 2479
15: error'™ 1 62.390
TOTAL: 15 100
e1Tor directo 27.575
€ITOr confundido 13.943
P factores signif. N
P residual 9.0

g.l. = grados de libertad

Frb*

(1,7)= 359, a=0.1

FTo™ (1,7)= 559, a=0.05
Fro** (1,7)= 12.20, o= 0.01



Almidén consumido (g/l)

16

12

12.68

4.81

6.77

10.73

Glu (0%)

Glu (1%)

Factores significativos (nivel}

Glu/CaCo03 (1)

Glu/CaCo3 (2)

Fig. 8 Factores significativos para el consumo de

almidén por Pd. pentosaceus. 1° serie de almidon
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Cuadro 12
Ecuacidn de estimacion de medias del consumo de almidén in situ
en la 1? serie de cultivos en almidon con Pd. pentosaceus

Factores Medias (g/l) g.l Niveles
Significativos | Nivel 1 Nivel 2 | (n-1)
C Glucosa 12.68 4.81 N-1: 0%
CxD Gluc/ 6.77 10.73 N-2:Glu. 0%y
CaCOs CaCO; 0.02%
Media 11.70 1
g.1. = grado de libertad.
Uectep2y = Ci1 + C- Dz — gl (ure)
u(c1‘c_02)= 1268 + 1073 had 1 (1170)
U-(C1,C-D2): 2341 — 1170

B(c1cozy= 11.70  Almiddn consumido in situ, gfl
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Para esclarecer cuales fueron los factores que influyeron de manera
significativa en la produccién de diacetilo (Cuadro 10), se aplicaron el analisis de
varianza y el calculo de contribucidn porcentual de Taguchi que se muestra en el
Cuadro 13. Se observa que el extracto de levadura y la glucosa fueron altamente
significativos, y que la temperatura o fue un poco menos. Los valores promedio de la
variable de respuesta {produccion de diacetilo) calculados con los resultados de los
experimentos de cada nivel de los factores significativos se muestran en la Fig. 9. El
Cuadro 14 indico que los niveles altos de glucosa y extracto de Jevadura fueron los mas
recomendables, mientras que la temperatura baja fue la seleccionada. Adicionalmente,
en la ecuacion de estimacion de medias se calculd la produccion de diacetilo tedrica
que se obtendria en una fermentacién con las condiciones recomendadas en este
anélists estadistico.

El hecho de que fuera el consumo de glucosa y no el de citrato el que favorecio la
acumulacién de diacetilo fue sorprendente, pues en investigaciones previas en las
que se utilizaron substratos como leche y vinos, el citrato habia sido considerado el
precursor principal de la biosintesis del diacetilo por las bacterias lacticas {(Cogan,
1995; Cogain et al,, 1995, Escamilla et al, 1996a; Margalith, 1981: Marshall, 1987).
Una hipotesis que deriva de la observacion del presente sistema, consiste en que
mientras Pd. pentosaceus consumia la glucosa libre rapidamente como fuente de
carbono y energia, el almidén que hidrolizd lentamente, funcionaba como una fuente
alterna, y tal vez poco regulada de un exceso de piruvato, de! cual pudo derivar el

diacetifo.



Cuadro 13

Analisis de varianza de la produccion de diacetilo en la 12 serie de
cultivos en almidén con Pd. pentosaceus (A.O. L.16)

Fuente variacion F F cf error |Significan-| Contribu-
Columna:factor| 4, | varianza Confundido| cia, factor |cién P (%)
calculada
1 :A= Citrato 1 0.188 0.055
2 : B=Temp. 1 9.020 2.653 59633 | ™ Temp. 15.1
3:AxB 1 2187 0.643
4 : C=Gluc. 1 14.788 4.349 9.776 *** Gluc. 26.7
5:AxC 1 0.306 0.090
6:BxC 1 0.117 0.034
7 : F=Treo. 1 1.989 0.585
8 : D=caco, 1 0.020 0.006
9:AxD 1 1.527 0.4492
10 : E=Ex Lev 1 25.930 7.626 17 142 |"™Ex Lev| 491
11 : error’ 1 2786
12:CxD 1 4.520 1.329 2.988
13: error” 1 4.258
14:Cx E 1 0.102 0.030
15: error*” 1 3.157
TOTAL: 15 100
€{Tor directo 3 3.400
€rror confundido | 11 1.513
P factores signif. 90.9
P residual 91

g.l. = grados de libertad

Fmp* (1,11)= 323, a=0.1.
FTo™ (1, 11)= 4.84, = 0.05
Fre™* (1, 11) = 9.65, o = 0.01



Diacetilo (mg/1)

4.24

] 3.93
3.72

2.22
2.01

Ext.Lev. Ext.Lev. Glu(0%) Glu{1%) T (28°C) T (35°C)
(0.05%) (0.2%)

Factores significativos {nivel)

Fig. 9 Factores significativos para la produccion de
diacetilo por Pd. pentosaceus. 1° serie de almidoén
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Cuadro 14
Ecuacién de estimacion de medias de la produccién de diacetilo
en la 12 serie de cultivos en almidén con Pd. pentosaceus

Factores Medias (mg/l) g.l Niveles

Significativos | Nivel 1 Nivel 2 | (n-1)

E Ext. Lev. 1.70 424 N-22 02%

Cc Gluc. 201 383 N-2: 10%

B  Temp. 372 222 N-1: 28°C
Media 2.97 2

g.l. = grados de libertad

W(ezcenn = E2 + Co+ By — gl (uta)
U e2coen = 424 + 393+372- 2 (297)
U (e2c2en = 11.89 - 594

U (e2czen = 995 Diacetilo producido, mg/l



Los requerimientos de ciertos factores de crecimiento por las bacterias
lacticas para su desarrollo han sido ampliamente publicadas; sin embargo, el efecto
de los mismos sobre la formacion del diacetilo no se conocia. El analisis estadistico
de esta serie de cultivos demostrd que el enriquecimiento del medio con el extracto
de levadura fue definitivo en la biosintesis del diacetilo. La temperatura de 28°C
seleccionada era la esperada, pues ademas de coincidir con la optima de
crecimiento de esta cepa, informes previos de cultivos en leche con otras bacterias
lacticas, indicaron que las temperaturas bajas fueron preferibles a las altas para ia
produccion de diacetilo (Escamilla et al, 1996a; Klaver ef al, 1992; Yadav vy

Srinivasan, 1985).

Cultivos con Lb. acidophilus. Con respecto a los cultivos axénicos con Lb. acidophifus,
se detectd en ellos un olor con nota ligeramente afrutada, que recordaba al acetato
de etilo, pero no se observd evolucion de gas. En el Cuadro 15 se presenta un
resumen de los analisis quimicos realizados en estos cultivos. Los valores de C. V.
mostraron un error experimental muy bajo

También con este microorganismo, la presencia de glucosa favorecio la
disminucion del pH del caldo, particularmente en el experimento gue se incubd con

extracto de levadura y en ausencia de CaCO; a 35°C. Esta temperatura

corresponde a la 6ptima de crecimiento de la cepa (Kandler y Weiss, 1986).
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E! acido citrico fue metabolizado ligeramente por Lb. acidophilus solamente
para crecimiento microbiano, puesto que no se presento la formacion del diacetilo, a
pesar de que en pruebas cualitativas preliminares la bacteria habia mostrado una
ligera generacion del volatil en medio de almidon. Del mismo modo, se ha observado
el consumo del acido sin formar aromas por otras bacterias lacticas {Cogan et al.,
1989; Escamilla et al,, 1996a). Se observo que tanto el extracto de levadura, como la
temperatura de 35°C, incrementaron el consuma de acido citrico. Entre todos ios
cultivos, la mayor disminucion de citrato se presento en el experimento que ademas
de lo ya indicado, no tenia ni glucosa ni CaCOs.

La produccion de acido lactico por Lb. acidophilus se favorecid por los niveles
altos de glucosa, extracto de levadura, citrato y T: 35°C. Lb. acidophilus produjo
mayor cantidad de acido lactico que Pd. pentosaceus.

En todas las fermentaciones con Lb. acidophilus se presentd consumo de
carbohidratos totales; en varias de elias el consumo fue mayor al observado en los
cultivos con Pd. pentosaceus. Los mayores cambios con el bacilo se presentaron
cuando se afnadio glucosa inicialmente y se uso una temperatura de 28°C.

En ningln caso se observd acumulacion de azucares reductores al final de la
fermentacion; por lo que se considerd que los carbohidratos simples generados por
la hidrolisis del almidén, fueron consumidos inmediatamente. El experimento que
tuvo la disminucidn mas notable de la serie se incubd a 35°C y tenia los niveles altos

de glucosa y extracto de levadura.
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Los valores calculados de almidén indicaron que Lb. acidophilus hidrolizo y
consumio almidon para su reproduccion in situ en todos los experimentos. Estos
cambios de concentracion de almidon (Cuadro 10) fueron generalmente mayores
que los observados con Pd. penfosaceus. L.os experimentos que presentaron un alto
consumo de carbohidratos totales tuvieron un alto consumo de almidén
(carbohidratos no reductores), lo que corrobora la capacidad hidrolitica de esta
cepa. Se aplico un analisis estadistico de Taguchi al consumo de almidén in situ; el
andlisis de varianza y el célculo de contribuciones porcentuales (Cuadro 16)
mostraron que la influencia de la glucosa y de la temperatura fueron tan fuertes, que
aun su interaccidon fue significativa. Otro factor importante, aunque en menor grado,
fue el extracto de levadura. Los valores promedio de la variable de respuesta {consumo
de almidon) calculados con los resultados de los experimentos de cada nivel de los
factores significativos se muestran en la Fig. 10. El Cuadro 17 presenta la seleccion
de los mejores niveles: temperatura de 28°C, y los niveles altos de glucosa (1%) y
extracto de levadura (0.2%). La ecuacidn de estimacion de medias calculada con
esos resultados indica la concentracion tetrica de diacetilo que se obtendria si se

realizara un cultivo con las condiciones seleccionadas.



Cuadro 16

Analisis de varianza del consumo de almidon in situ en la 12 serie
de cultivos en almidén con Lb. acidophilus (A.O. L16)

Fuente variaciéon F F ¢/ error |Significan-{ Contribu-
Columna: factor] g/ | varianza | calculada |confundido (cia y factoricién, P(%)
1 : A=Citrato 1 42.211 1.910 0.697
2 : B=Temp. 1 432.182 19.553 35327 |*™™Temp. 305
3:AxB 1 7.904 0.358
4 : C=Giuc. 1 400.480 18.119 35327 | *™Gluc. 282
5§:AxC 1 26.260 1.188 2.316
6:BxC 1 475262 21.502 41924 [™TxGlu.| 336
7 : F=Treon. 1 9.036 0.409
8 : D=CaCo, 1 0.334 0.015
9:AxD 1 0.471 0.021
10 : E=Ex Lev. 1 71.428 3.23 6.301 **Ex’ Lev. 44
11 : error’ 1 60.606
12:CxD 1 0.002 0.0001
13: error” 1 0.988
14:Cx E 1 17.969 0.813
15: error™ 1 4715
TOTAL: 15 100
error directo 22103
€rror confundido 9 11.336
P factores Signit. 96.7
P residual 33

g.l. = grados de libertad

Frp*

(1,9)= 3.36, a=0.1.

Fro** (1,9) = 512, o = 0.05,
Fro™* (1.9) = 10.60, o = 0.01.
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Cuadro 17

Ecuacién de estimacion de medias del consumo de almidén in situ
en la 12 serie de cultivos en almidén con Lb. acidophilus

Factores Medias ( g/l ) g.l Niveies

Significativos | Nivel 1 Nivel 2 | (n-1)

BxC T/Gluc.{ 377 1467 N-2:7 28°C, Glu 1%
B Temp. 14.41 402 N-1: 28 °C
C Glucosa 421 14.22 N-22 1 %
E Ext. Lev. 7.10 11.33 N-2: 02%

Media 13.66 3

g.l. = grados de libertad

H (B-c2 B1, €2, E2)

tl(B-C2, B1, C2, E2)

W(B-Cc2, B1, C2, E2)

H(B-C2 B1. C2. E2)

=B-Co+ Bi+ Co + E» - gl{pira)
= 1467 +14.41+ 1422 + 1133 - 3(13.66)
= 5463 - 40.97

= 13.66 Almidén consumido
m situ,  gft
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factores intervengan activamente en el desarroll
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considerarse que el nivel alto de temperatura {35°C)
desarrollo esta cepa, favorecio el consumao directo de la glucosa para formar acido
lactico y disminuir el pH; pero aun no hay evidencias que aclaren por qué esa
temperatura no fue también la mejor para el consumo de almidén in sifu, ya que los
estudios de Li y Chan (1983) indicaron que la amilasa extracelular de una cepa de
Lb. acidophilus tenia una temperatura éptima de 37°C, en ensayos realizados /n
vitre,

También se evalud la influencia de los factores de fermentacion en la amilasa
extracelular de Lb. acidophilus, determinando su actividad en un ensayo realizado in
vitro para evitar la interferencia de las células. Se utilizd el caldo centrifugado de los

cultivos como fuente de la enzima no purificada. Los resultados indicaron que

solamente los sobrenadantes de los cultivos adicionados con glucosa inicialmente

mparan con las presentadas por hongos o bacterias de otros

géneros.‘La muestra que presentd la mayor actividad amilolitica en este en

]
o
i)

<
(]

provino de un cultivo con glucosa y extracto de levadura, sin citrato e incubado a

QEoN
(SO VN
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La varniable de respuesta considerada aqui fue el cambio de actividad
amilolitica extracelular por efecto de la fermentacion (Cuadro 10). Se realizd un
analisis estadistico de acuerdo a la metodologia de Taguchi. El andlisis de varianza
y el de contribucion porcentual (Cuadro 18) sefalaron a la giucosa, al citrato y a la
treonina como los factores mas significativos. La interaccion del citrato con la
temperatura tuvo un efecto ligeramente superior a la que ejercio el citrato sélo, mientras
que la interaccién de este factor con la glucosa tuvo el mismo nivel de significancia que
el citrato solo. El extracto de levadura no afectd significativamente, mientras que la
glucosa mostré una contribucion porcentual mucho mas elevada que cualquier otro
factor. Los valores promedio de la variable de respuesta (cambio en la actividad
amilolitica) calculados con los resultados de los experimentos de cada nivel de los
factores significativos se muestran en la Fig. 11. En el Cuadro 19 se seleccionaron las
mejores condiciones para incrementar la actividad amilolitica extracelular de Lb.
acidophilus, que fueron: la presencia de glucosa, la ausencia de citrato y de treonina
y la temperatura de 35°C en interaccion con la ausencia de citrato.. A partir de la
ecuacion de estimacion de medias se determiné el cambio de actividad amilolitica
predicha, cuando se utilizan las condiciones de cultivo seleccionadas. Es posible
gue la adicidon de acido citrico y de treonina orientan hacia rutas metabdlicas

distintas a las de utilizacion de carbohidratos.



Cuadro 18
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Analisis de varianza del cambio de actividad amilolitica extracelular
en la 12 serie de cultivos en almidon con Lb. acidophilus (A.O. L16)

Fuente variacion| g./. | Varianza F F ¢/ error |Significan-| Contribu-

Columna : factor calculada | confundido| cia, factor | cién P (%)
1 : A=Citrato 1 5.91x10° | 1.98 x10° 6.826 “*Citrato 92
2 : B=Temp. 1 169x10° | 564 x107
3:AxB 1 9.72x10° | 325x10° | 11235 |**CitrxT| 16.1
4 : C=Gluc. 1 237x107 | 7.93x10° | 27.383 |***Gluc. 415
5:AxC 1 5.91x10° | 1.98 x10° 6.826 [**CitrxGiu| 9.2
6:BxC 1 169 x10° | 5.64 x10’
7 : E=Treon 1 9.72x10° | 3.25x10° | 11.235 |***Treon. 16.1
8 : D=caco, 1 9.57 x10° | 3.20 x107
9:AxD 1 220 x10° | 7.37 x10*

10 : E=Ex Lev 1 167 x10° | 5.58 x10’

11 : error' 1 1.27 x10*

12:CxD 1 9.57 x10° | 3.20 x10°

13: error" 1 2.20 x10°

14:CxE 1 1.67 x10° | 5.58 x10’

15: error'™ 1 1.27 x10°

TOTAL: 15 100

€ITOF directo 3 9.22 x10°

€rror confundide | 10 | 8.65x10°

P factores Signif. 92.1

P residuai 7.9

g.l. = grados de libertad
Fro™ (1,10) = 4.96, o = 0.05.
Frp*** (1,10) = 10.00, o = 0.01.
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Cuadro 19
Ecuacién de estimacion de medias del cambio de actividad amilolitica
extracelular en la 12 serie de cultivos en almidon con Lb. acidophilus

Factores Medias (U/1) | gl Niveles
Significativos Nivel 1 Nivel 2 |(n-1)
o Glucosa 0 2433.49 N-2:. 1 %
AxB Citr. /T 437.36 1996.13 N-2: Citr 0%, T
35°C
F Treonina 151492 89217 N-1:0 %
A Citrato 1824.24 609.25 N-1: 0 %
AxC Citr/Gluc 609.25 1824 .24 N-2: Citr 0%, Glu
1%
Media 1214.10 4

@.l. = grados de libertad
M (A1,C2. F1. A-B2, AC2) = Ai+ Ci+ Fi+ A-By+ A Cs ~ g pror)
W a1 c2. F1 aB2, Ac2) = (1824+ 2434 + 1515 + 1996 + 1824) ~ 4 (1214)

(a1, c2, F1, AB2 AC2) & 9593 — 4856

L (AT, G2, F1. B2, AC2) = 4737 U/l de amilasa extracelular
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Conclusiones. E! analisis estadistico de Taguchi aplicado en la 12 serte de almidén
se resume en el Cuadro 20. En base a estos resultados, se puede concluir que la
presencia de glucosa favorecid a Pd. pentosaceus para producir diacetilo, y en el caso
de Lb. acidophilus, favorecié la actividad amilolitica y el consumo de almidon. Sin
embargo, la glucosa ejercidé un efecto negativo en el consumo de almidon por Pd.
pentosaceus. La presencia del extracto de levadura fue importante para la formacion de
diacetilo por Pd. pentosaceus y para el consumo de almidén in situ por Lb. acidophilus.,
pero no favorecid la actividad de la enzima extracelular del bacilo. La temperatura de
28°C orientd a una mayor produccion de diacetilo en el pediococo, y a un mejor
consumo de almiddn por ef lactobacito. La adicion de citrato y la treonina afecto
negativamente la actividad amilolitica extracelular de Lb. acidophilus, por lo que se
considerd conveniente no utilizar esos compuestos en las series posteriores. Por otro
lado, el nivel alto de temperatura (35°C) incremento el consumo de glucosa de Lb.
acidophilus con la subsecuente produccion de acido lactico, y también favorecio la
produccion de amilasas extracelulares, pero no el consumo de almiddn /n situ. Como la
temperatura influyd de distinta manera en las variables de respuesta estudiadas, era
necesario evaluarla de nuevo en una segunda serie de cultivos axénicos, perc
disminuyendo los efectos de ofros factores que podrian interferir. Tampoco el efecto de
la adicién de CaCO; fue muy claro, pues solo aparecio en la interaccion con la glucosa
para el consumo de almidén por Pd. pentosaceus, por lo que se decidid evaluar de

nuevo este factor en la siguiente serie, pero usando una concentracion mas alta.



Cuadro 20
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Resumen del andlisis estadistico de la 12 serie de cultivos en almidon

Factores e
interacciones

significativas

Niveles seleccionados (a) ® para

Pd. pentosaceus

Lb. acidophilus

Consumo de  Produccién de

Consumo de Cambio Activ.

almidén in situ, diacetilo, almidoén in situ, amilolitica,
11.70 gn © 5.95 mgfl® 13.66 g/t © 4737U1/1°

Glucosa (%) 0 73y 1 @™ 1 @82)™* 1 (@15 **
Temp. (°C) - 28 sy ** 28 (305 ™ -
Ext. Lev. (%) - 0.2 @™ 02 @y*™ -
Citrato (%) - - - 0T
Treonina ( %) - - - 0 aeny™™
Tem./Glu (°C,%) - - 2811 (338" -
Tem./Citr (°C.%) _ - - 3570 geny™™*
Gluw/CaCO:(% ,%)| 0/0.02 457 * _ - -
Citr./Glu. (% %) - - - 0/1 @™

a) Contribuciones porcentuales al efecto total, %.

b) Niveles de significancia: *P <0.1; =P < 0.05,

P < 0.01.

c) Valores tedricos calculados con las ecuaciones de estimacion de medias.



135

El hecho de que las condiciones que favorecian el consumo de almidén por Lb.
acidophilus fueran diferentes a las que favorecian su actividad amilolitica extracelular,
dio origen al estudio de localizacion de las amilasas en distintas fracciones celulares que
se presenta al final de este trabajo, para determinar si habia produccion de oftras
amilasas. También se llevo a cabo ese estudio para justificar la capacidad de utilizacion

de almidon por Pd. pentosaceus, cepa que no produce amilasas extracelulares.

22 SERIE.

Esta serie fue realizada con la mayoria de las condiciones de cultivo seleccionadas en la
primera, pero evaluando los dos factores cuyo nivel 6ptimo no habia sido definido adin.
Los cultivos se realizaron en medio de almidon (medio basal, git de H,O destilada:
almidén soluble,10; glucosa, 10; peptona de caseina, 2; extracto de levadura, 2,
KHPQOy,, 0.2; MgS0,4+7H,0, 0.1 y solucion de vitaminas y minerales, 5 mi; pH = 6.5)
Los factores evaluados fueron: Factor A: CaCQO; (0.01 y 0.03%); y Factor B:
temperatura (28 y 35°C). Se realizaron cultivos axénicos para cada cepa con el disefic
del A.O. L8 de Taguchi (Ross, 1989) que se observa en el Cuadro 3. Cuando se evalua
un sistema con dos factores y una interaccion como el presente, Taguchi recomienda la
utilizacion del arreglo ortogona!l L8 (desglosando las replicas de los experimentos), en
lugar del L4 (promediando los resultados); pues sin realizar méas experimentos, se logra
incrementar la sensibilidad del tratamiento estadistico, al asignar 4 grados de libertad a

la varianza del error. Las variables de respuesta en esta serie fueron: el consumo de



almidén para ambas cepas, la produccion de diacetilo por Pd. pentosaceus vy la
produccion de amilasa extracelular por Lb. acidophilus. A partir de esta serie, todos los
cultivos fueron realizados por duplicado. La dispersion de los datos (error experimental)
se presenta de manera resumida en cada parametro con los valores promedio de los

coeficientes de variacion ( C. V.).

Cultivos con Pd. pentosaceus. Un resumen de los parametros analizados en los cultivos
de Pd. pentosaceus en la 22 serie se presenta en el Cuadro 21, en donde se observan
valores de C. V. aceptables (< 10) en todos los parametros. La produccién de lactato
no fue muy elevada y su mayor produccion se observd en el experimento con CaCOs:
0.03% y T: 35°C; sin embargo, estas condiciones no fueron las mejores para la
disminucion de pH, que se observd con CaCO;: 0.01% y T: 35°C. Estos resultados
indican que el efecto regulador que brindé el nivel alto de CaCQO; previno que el cultivo
se inhibiera rapidamente por la caida del pH. Por otro lado, los consumos de
carbohidratos (totales, reductores y almidon) se vieron mas favorecidos al tener los dos
factores en sus niveles bajos: CaCOs; 001% y T, 28°C; ya que al término de la
fermentacidn en estas condiciones los cultivos tuvieron contenidos de carbohidratos

residuales aproximadamente de un 50% de los iniciales.
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Cuadro 21
Resumen de los datos analiticos de la 22 serie de cultivos
en almidon con Pd. pentosaceus

Parametros Iniciales Finales |C.v.” Mayor cambio®
analizados ( Min. / Max. ) | (Min./ Max. )| (%) valor |# Exp. Factor
(Fin-Ini)
pH 629 630 | 424 490 | 094 |-204 2 |CaCO; 0,
Temp. 35
Ac. lactico (g/) | 074 0.83 0.75 213 | 1.41 1.30 4 |CaCO; 0.03,
Temp 35
Carb. Tot. (g/) 18.02 8.85 10.58 | 374 | -9.17 1 {CaCOs; 0,
Temp. 28
Azuc. Red. (gl 4.69 173 186 | 490 |-296 1 |CaCO; 0,
Temp. 28
Almidén®  (ghl) 13.33 6.77 8.74 - |-656 1 |CaCO; 0,
Temp. 28
Diacetilo” (mg#) 36.65 4274 9891 | 953 | 63.27 3 |CaCOs; 0.03,
Temp 28

a) Valor calculado: Carb. Tot. - Azdc. Red. en ¢ / experimento

by Determinado por cromatografia gas / liquido

¢) Promedio de los coeficiente de variacion por parametro. Cada experimento inicial o finat se
calculd por: C. V.= (Desv. Est./Prom.) e 100.

d) Datos del experimento que presenté el mayor cambio en la serie, después de la fermentacion
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Para determinar si hubo un efecto significativo de los factores en el consumo de
almiddn por este microorganismo, se aplico un analisis estadistico de Taguchi (Ross,
1989). La variable de respuesta en este caso (consumo de almidon) se muestra en el
Cuadro 22. El anélisis de varianza del Cuadro 23 confirmé que el consumo de almidén
por Pd. pentosaceus, no se vio influenciado significativamente (P > 0.1) por los factores
estudiados.

En esta serie, el diacetilo se determind tanto por el meétodo fotocolorimétrico,
como por el de cromatografia gas - liquido (C.G.L.) y como el coeficiente de variacion
con el segundo método fue sensiblemente menor (Cuadros 21), se selecciond éste
ultimo. La produccién de diacetilo mejord notablemente en esta serie de experimentos,
pues se presentaron contenidos cercanos a los 100 mg/l, que equivalen a cinco veces el
observado en el queso cottage (Dacremont y Vickers, 1994, Escamilla ef al., 1996b). El
experimento que formé mas diacetilo fue el que tenia CaCOs: 0.03% y T: 28°C. Los
valores de produccion de diacetilo que constituyeron la variable de respuesta para el
analisis estadistico de Taguchi (Ross, 1989), se presentan en el Cuadro 22. Estos
valores resultaron notablemente diferentes entre experimentos debido al marcado efecto

de los factores.



Cuadro 22

Variables de respuesta para los andlisis estadisticos de la

22 serie de cultivos en almidén. Valores finales - iniciales

Exp. Factor Pd. pentosaceus Lb. acidophilus
No. Almidén Diacetilo | Almidén Act. Amil.
Extracel.
(gh) (mgh) | (gh) (U/N?
1 CaCO; 0, Temp.28 - 7.61 62.11 -4.27 0
17 CaCOs 0, Temp. 28 -5.50 52.01 - 353 0
2 CaCO; 0, Temp. 35 -4.96 10.28 - 272 10737
2 CaCOs 0,  Temp. 35 -452 3.91 - 38 11773
3 CaCOs 0.03, Temp. 28 -4.78 60.17 - 414 0
3 CaCOs; 0.03, Temp. 28 -5.38 66.37 -5.18 0]
4 CaCO; 0.03, Temp.35 | -461 42.33 -542 14334
4 | CaCO; 0.03, Temp.35 | -457 42.33 -454  1,620.3
a) U/ Cantidad de enzima que libera 1 umol de glucosa/min, por cada litro de

caldo fermentado y centrifugado; a 37°C, pH= 5.5.
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Cuadro 23

Analisis de varianza del consumo de almidoén in situ en la 22 serie
de cultivos en almidén con Pd. pentosaceus (A.O. L8)

Fuente variacion| g./. | Varianza F F c/ error | Significancia,
Columna : factor calculada | confundido factor
1: A=CaCO, 1 1.335 2.144 1.981 No son
2: B=Temp. 1 2.653 4,262 3.938 |significativos
3: AxB 1 0.879 1.412
4 : error' 1 0.494 0.794
5 : error” 1 1.1970 1.923
6 : error'” 1 0.131 0.211
7 : error'™ 1 0.668 1.072
TOTAL: 7
€rTOor directo 4 0.623
€rTOr confundido 5 0.674

g.l. = grados de libertad

Ftp* (1,5) = 4.06, a =01

140
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El andlisis de vananza y et calculo de contribucion porcentual mostrados en el
Cuadro 24 indicaron gue tanto el CaCQOj; como la temperatura fueron fuertemente
significativos para la produccion de diacetilo. Los valores promedio de la variable de
respuesta (produccién de diacetilo) calculados con los resultados de los experimentos
de cada nivel de los factores significativos se muestran en la Fig. 12. La maxima
produccion de diacetilo se obtuvo con 28°C y CaCOs: 0.03%, de acuerde a los datos
indicados en el Cuadro 25. Aplicando ios valores de diacetilo producido en esos niveles
a la ecuacion de estimacién de medias, se obtuvo el valor estimado de produccion de

diacetilo.



Cuadro 24
Anadlisis de varianza de 1a produccion de diacetilo en la 22 serie
de cultivos en almidén con Pd. pentosaceus (A.Q. L8)

Fuente variacién| g./. Varianza F Significan-| Contribu-
Columna : factor calculada | cia, factor | cién P (%)
1: A=CaCO, 1 858.879 37.968 |**CaCOs| 2020
2 : B=Temp. 1 2513436 | 111.113 | **Temp. 63.9
3: AxB 1 421.439 18631 [™cacO3/T| 87
4: error 1 13.180 0.583
5 : error 1 64.214 2.839
6 : error 1 0.760 0.034
7 : error 1 12.328 0.545
TOTAL: 7 554.891 100
€ITor directo 4 22.620
P factores signit. 92.8
P residuai 7.2
g.I. = grados de libertad
FTo™ (1/4)= 7.71, «=0.05.

Fro*™* (1/4) = 21.20, «=001.
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Fig. 12 Factores significativos para la produccion de

diacetilo por Pd. pentosaceus. 2° serie de almidén
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Cuadro 25
Ecuacion de estimaciéon de medias de la produccién de diacetilo
en la 22 serie de cultivos en almidon con Pd. pentosaceus

Factores Medias (mg/l) g.l Niveles

Significativos | Nivel 1 Nivel 2 | (n-1)

B Temp. 60.16 24.71 N-1. 28°C
A CaCOs; 32.08 52.80 N-2: 0.03 %
AXB CaCO3/T| 49.70 35.18 N-1:28°C x 0.01 %
Media 42 44 2

g.l. = grados de libertad

Ueaz Bt aBy= A + By + A-By - gl (pra)
L (a2 B1, AB)= 52.80 + 60.16 + 49.70 ~ 2 (42 44)
W (a2 B1, AB1)S 16266 - B84.88

U (A2, BT, A-B1)= 77.78 Diacetilo producido, mg/|
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Cultivos con Lb. acidophilus. En el Cuadro 26 se presenta un resumen de los resultados
analiticos de los cultivos con Lb. acidophilus. Los bajos niveles de C. V. indican que el
error experimental fue aceptable. La mayoria de los parametros evaluados mostraron
cambios similares entre experimentos, con excepcion de la actividad amilolitica, que
varié notablemente. Como la produccion de acido lactico fue intensa, la disminucion del
pH también o fue, sobre todo en el experimento que se consumié mas almidon durante
la fermentacion, que fue el cultivo realizado a 28°C y CaCOs; de 0.01%. Para determinar
si los factores evaluados influyeron en el consuma de almidén (Cuadro 14) se aplico el
analisis estadistico de Taguchi (Ross, 1989).

El analisis de varianza y el calculo de la contribucién porcentual del Cuadro 27
mostraron que solamente la presencia de CaCQOs influyd significativamente. Los valores
promedio de la variable de respuesta (consumo de almidén) calculados con los
resultados de los experimentos de los niveles de este factor significativo se muestran en
la Fig. 13. Los datos del Cuadro 28 permitieron seleccionar el mejor nivel de este
factor, que fue de 0.03%, y la ecuacion de estimacién de medias indico el promedio del

almidon consumido en los experimentos con el nivel seleccionado.



Cuadro 26
Resumen de los datos analiticos de la 22 serie de
cultivos en almidén con Lb. acidophilus
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Parametros Iniciales Finales c.ve Mayor cambio
analizados |(Min./Max.)| (Min./Max.} | (%) valor #Exp. Factor
pH 6.36 637 422 475 | 064 | -213 1 CaCO; O,

Temp. 28
Ac. lactico (gM) | 0.15 0.23 | 1.32 298 | 8.09 275 1 CaCO; 0,
Temp. 28
Carb. Tot. (gh|16.44 1795 940 1089 | 649 | -8.03 3 CaCO; 0.03,
Temp. 28
Azuc Red. (g/ly] 509 572 | 195 323 | 386 | -377 3 CaCO; 0.03,
Temp. 28
Almidon® (gl 9.72 11.35 | 7.45 8.29 - -3.90 1 CaCOs; 0,
Temp. 28
Activ.  Amil. 0 1817 [38.723,204.43 | 4.22 |3,204.43 4 CaCO; 0.03,
Extracel. (UM Temp. 35

a) Valor calculado: Carb. Tot. - Azdc. Red. en ¢ / experimento

b) U/ Cantidad de enzima que libera 1 pmol de glucosa/min, por cada litro de caldo fermentado

y centrifugado; a 37°C, pH=5.5.

¢) Promedio de los coeficiente de variacién por parametro. Cada experimento inicial o final se
calculo por: C. V.= (Desv. Est./Prom.) ¢ 100.
d) Datos del experimento que presenté el mayor cambio en la serie después de la fermentacion



Cuadro 27
Analisis de varianza del consumo de almidén in situ en la 22 serie
de cultivos en almidoén con Lb. acidophilus (A.O. L8)
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Fuente variacion F F cf error |Significan-| Contribu-
Columna : factor| o/ Varianza | calculada |confundido| cia, factor | cién P (%)
1: A=CaCoO, 1 3.983 16.154 13.816 |**CaCOz| 566

2 : B=Temp. 1 0.218 0.883
3: AxB 1 0.526 2133
4: error 1 0.031 0.127
5 : error 1 0.019 0.079
6 : error 1 0.001 0.005
7 : error 1 0.934 3.789
TOTAL: 7 100
erTor directo 4 0.247
€ITOr confundido 6 0.288
P factores Signit. 56.6
| P residual 43.4

@.1. = grados de libertad
FTo*™* (1/8) = 13.70, o =0.01




Aimidén consumido (g/l)

4.89

3.48

CaCO03 (0.01%) CaCo03 (0.03%)

Factor significativo (nivet)

Fig. 13 Factor significativo para el consumo de
almidon por Lb. acidophilus. 2° serie de almidon
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Ecuacion de estimacion de medias del consumo de almidén in situ

Cuadro 28

en la 22 2erie de cultivos en almidon con Lb. acidophilus

Factores Medias ( g/l ) g.l Nivel
Significativos | Nivel 1 Nivel 2 | (n-1)
A CaCOs3 -348 -4.89 N-2: 0.03 %
Media -4.19 0
By = Ay - gl (pra)
Hiay = 489 - 0(-4.19)
Leay = 4.89  Almiddn consumido in situ, gfl
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La actividad amilolitica extracelular in vitro se incrementd Unicamente cuando se
fermenté a 35°C (Cuadro 22). El analisis estadistico de Taguchi (Ross, 1989) aplicado
corrobord esta observacion pues el analisis de varianza dio una alta significancia a la
temperatura, mientras que su contribucion porcentual explico cerca del 100% de la
variacion de la actividad amilolitica dentro de la serie (Cuadro 29). Los valores
promedio de la variable de respuesta (cambio en la actividad amilolitica) calculados con
los resultados de los experimentos de cada nivel de los factores significativos se
muestran en la Fig. 14. Después de calcular la ecuacién de medias (Cuadro 30) se
seleccioné la temperatura de 35°C como la mejor para incrementar la actividad

amilolitica extracelular durante la fermentacion, de acuerdo al valor tedrico calculado.

Conclusiones. El resumen del andlisis estadistico de la 22 serie de experimentos en el
Cuadro 31 incluye los datos de ambos microorganismos. Queda claro que el nivel alto
del CaCO; fue el mas recomendable para las dos bacterias; sin embargo, las mejores
temperaturas para la produccion de diacetilo por Pd. pentosaceus y para la actividad
amilolitica de Lb. acidophilus fueron diferentes. Es evidente que la temperatura optima

debera definirse en el cultivo mixto de ia siguiente serie (32).



Cuadro 29
Analisis de varianza del cambio de actividad amilolitica extracelular
en la 22 serie de cultivos en almidén con Lb. acidophilus (A.O. L8)
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Fuente variacion F F cf error |Significan-] Contribu-
Columna :factor| g4 | varianza | calculada |confundido| cia, factor |cién P (%)
1 : A=CaCoO, 1 0.242 17.236

2 : B=Temp. 1 55986 | 3983.637 | 730.105 |™ Temp. 99.2

3: AxB 1 0.162 11.502

4 : error 1 0.045 3.197

5 : error 1 0.004 0.263

6 : error 1 0.001 0.065

7 : error 1 0.007 0.475

TOTAL 7 100
€rTOr directo 4 0.014

€ITOr confundido | 6 0.077

P factores signif. 99.2

P residual 0.8

gl = grados de liberiad

FTb** (1/6) = 13.70, o = 0.01.
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Fig. 14 Factor significativo para el cambio de actividad
amilolitica por Lb. acidophilus. 2* serie de almidén
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Cuadro 30
Ecuacion de estimacion de medias del cambio de actividad amilolitica
extracelular en la 22 serie de cultivos en almidon con Lb. acidophilus

Factores Medias (U/1) g.l. Nivel
Significativos | Nivel 1 Nivel 2 | (n-1)
B Temp. 0 1301.2 N-2: 35°C
Media 650.6 0

g.l. = grados de libertad
U = Unidad: cantidad de enzima que libera 1 uymol glucosa / min (37°C, pH=5.5)

U (s = B: - g/l (pm)

W2 = 13012 - C (6506)

sy = 13012 U/l Act. amilasa extracelular



Resumen del analisis estadistico de la 22 serie de cultivos en almidén

Cuadro 31

Factores e

Niveles seleccionados (a)®

para;

Pd. pentosaceus

Lb. acidophilus

CaCOs (%)
T /CaCO5(°C, %)

0.03 20y ***

28/0.01 g7y **

0.03 (s6.6) ***

interacciones | Produccion de Consumo de Cambio Activ.
ignificativas diacetilo, almidon in situ, amilolitica,

s v 77.78 mgi © 4.89 gn© 1301.2 U@
Temp. (°C) 28 39y ™ - 35 (99.2) ™

a) Contribuciones porcentuales al efecto total, %.

bj Niveles de significancia:

*P<0.1; ™P<0.05,

P < 0.01.

¢) Valores teéricos calculados con las ecuaciones de estimacion de medias.
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Al comparar los resultados de esta serie con la precedente, destaca que en
general la brecha entre los valores finales maximos y minimos entre experimentos
disminuy6, debido a la presencia de giucosa y de extracto de levadura en todos los
medios de cultivo y a que se evitaron las interferencias del citrato y de la treonina. La
produccién de diacetilo y de acido lactico mejoraron en esta serie a pesar de que el
consumo de carbohidratos fue menor; lo que indica que fue mas eficiente la
transformacién de los substratos en productos y en consecuencia, la acidificacién més
acelerada del caldo pudo interrumpir la fermentacion sin completar el consumo de

almidén.

3° SERIE.

Cultivo mixto de Pd. pentosaceus y Lb. acidophilus. En estos cultivos se utilizaron los
parametros seleccionados en las dos series anteriores, pero se llevaron a cabo cultivos
axénicos mixtos en medio de almiddn, inoculando con Pd pentosaceus y Lb.
acidophilus. El medio de cultivo tuvo la siguiente composicidn en toda la serie, en g/l
de H;0 destilada: almidon soluble, 5; glucosa, 10; peptona de caseina, 2; extracto
de levadura, 2; CaCQO;, 0.3; K:HPO,, 0.2; MgSQO,4+7H,0, 0.1 y solucidn de vitaminas
y minerales, 5mli.; pH = 6.5). El objetivo principal fue determinar el efecto de
la temperatura (Factor A) en la produccion de diacetilo en los cultivos mixtos. Los
cultivos se realizaron durante 5 dias a tres niveles de temperatura: 28, 32 y 35°C, cada

uno por duplicado. Los dos niveles de temperatura estudiados en los cultivos axénicos
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de almidon tuvieron efectos que variaban segun la cepa y la variable de respuesta, por
lo que no se pudo seleccionar para este cultivo mixto un solo vaior de temperatura de
incubacion. Por o tanto, se afiadié un tercer nivel intermedio a los otros dos evaluados
previamente. Se analizaron los siguientes parametros al inicio y final de la fermentacion:
pH, acido lactico, carbohidratos (totales y reductores), diacetilo y A G.V. También se
determinaron las cuentas viables de los indculos axénicos y las de los cultivos finales
mixtos. La baja dispersién de los resultados de los analisis quimicos y biolégicos (error
experimental) se verificd con los valores promedio de los coeficientes de variacion por
parametro ( C. V.). El analisis estadistico con un solo factor nos permite determinar
si el efecto de éste es realmente significativo o solo aparenta serlo, ademas de
seleccionar con validez el mejor nivel. Se aplicaron tratamientos estadisticos de
Taguchi (Ross, 1989) para evaluar el efecto de la temperatura en el consumo de
almiddn y en la produccion de diacetilo con un A.O. L9 (Cuadro 4). Este disefio requeria
tres datos por cada nivel evaluado; como los cultivos se realizaron por duplicado
solamente, para el tercer valor se consideré el valor promedio de las variables de
respuesta de cada experimento.

Los datos resumidos de los analisis quimicos se presentan en el Cuadro 32.



Cuadro 32
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Resumen de los datos analiticos de la 32 serie de cultivos de almidén.
Cultivos mixtos con Pd. pentosaceus y Lb. acidophilus

Parametros Inicial® Finales c.v® Mayor cambio”

Analizados {(x) (Min. / Max.) (%) valor |#Exp. Factor
(Fin.- Ini.) A

(°C)
pH 673 | 458 469 | 032 | -215 3 35
Ac. lactico (afl) 0 256 308 | 4.10 3.08 2 32
Carb. Tot. @n| 991 | 711 791 | 110 | -280 2 32
Azlc. Red. (@m| 483 | 207 313 | 251 | -2.76 2 32
Almidon® (gMy| 507 | 478 504 | - -0.29 1 28
Ac. acético”  (mg/) | 5058 | 79.42 10525 | 14.00 | 54.67 2 32
Ac.propionico” (mg/) | 57.13 | 59.95 6722 | 264 | 1009 3 35
Ac. butirico”  (mgy | 3131 | 3415 4012 | 153 8.81 1 28
Diacetilo®” (mgfl) | 76.06 (11788 134.76 | 987 | 5872 2 32
Cuenta viable 0.103" | 0.15 1.28 | 545 1.18 2 32

(UF.C.ml) x 10’

a) Valor calculado: Carb. Tot. - Azic. Red. en ¢ / experimento.

b) Determinado por cromatografia gas / liquido.

¢) La composicion inicial fue comdn a los tres cultivos.

d) Valor calculado considerando las cuentas de los indculos axénicos y la dilucion a! inocular.

e) Promedio de los coeficiente de variacion por parametro. Cada experimento inicial o final se
calculd por: C. V.= {Desv. Est./Prom.} « 100.

f) Datos del experimento que presentd el mayor cambio en la serie después de la fermentacion.




Se observd una drastica disminucion de los valores de pH en los cultivos mixtos,
siendo la mayor a 35°C (-2.15). Los valores finales de pH de esta serie fueron similares
a los observados previamente en los cuitivos axénicos mas activos. La produccion de
acido lactico también fue intensa pero en este caso, el mayor cambio (3.08 gfl) ocurrié a
32°C, siendo el valor mas elevado de las tres series.

La concentracion de almidon soluble en el medio de cultivo utilizado aqui fue de
5 g/, debido a que se deseaba disminuir los contenidos residuales; sin embargo, los
consumos de almidon fueron mas bajos de lo esperado (Cuadro 33). Se observd que en
los cultivos que presentaron una mayor produccion de &cido lactico (a 32 y 35°C), el
consumo de almidén se inhibié mas, por lo que la temperatura mas favorable para el
consumo de almidén en los cultivos mixtos resultd ser la de 28°C.

Ya en la 22 serie se habia determinado que la temperatura no influia
significativamente en los consumos de almidén in situ por ambas bacterias, siempre y
cuando se tuviera un control suficiente de pH, gracias al efecto del CaCO;, pero en los
cultivos mixtos la capacidad de regulacion fue sobrepasada por el exceso de acido
producido, con lo que la notable disminucion del pH pudo influir en el parco consumo de
almidon en las tres temperaturas, pues las amilasas de las bacterias lacticas suelen
inhibirse a valores de pH menores a 5.0 (Champ et al, 1983; Giraud ef al, 1993; Li y

Chan, 1983; Olympia et al., 1995).



Variables de respuesta para los analisis estadisticos
de la 3? serie de cultivos de almidén. Cultivos mixtos

Cuadro 33

con Pd. pentosaceus y Lb. acidophilus

No. Temp Almidén Diacetilo
(°C) (gh) (mgh')
1 28 -0.300 45.16
1 28 -0.281 4273
1” 28 -0.290 39.86
2 32 -0.036 56.78
2 32 -0.034 64.88
2” 32 -0.370 62.00
3 35 -0.192 5343
3 35 -0.176 46.90
3” 35 -0.184 44 02
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No obstante, los datos de consumo de almidon in situ (Cuadro 33) fueron
considerados como una variable de respuesta en el analisis estadistico de Taguchi. En
base al analisis de varianza y al célculo de contribuciones porcentuales del Cuadro 34,
se deduce que la temperatura si influyo significativamente en el consumo de almidon in
situ. Los valores promedio de la variable de respuesta (consumo de almidon) calculados
con los resultados de los experimentos de los niveles del factor significativo se muestran
en la Fig. 15. La temperatura de 28°C fue la que favorecié el mayor cambio de esta
variable (Cuadro 35), es decir que a esa temperatura se inhibié menos el consumo del
almidén. La ecuacion de estimacion de medias indicd el valor estimados de aimidon
consumido en ese nivel.

Se calcularon las concentraciones iniciales de bacterias en el cultivo principal, en
base a las cuentas viables determinadas en los inbculos axénicos, y el tamarfo del
indculo utilizado (0.5% de c/cepa), para Pd. pentosaceus, fue de 9.46 x 10° y para Lb.
acidophilus de 8.89 x 10* U.F.C./ml. La suma de ambas se muestra como cuenta viable
inicial en el Cuadro 32. En las muestras finales se determinaron las cuentas viables
totales, ya que no fue posible diferenciar la morfologia colonial de ias dos bacterias:
colonias puntiformes, borde entero, lisas, brillantes y formando un halo de acidificacion
pequeno, observable gracias al indicador verde de bromo - cresol. El mejor incremento
se presentd a 32°C, 1.18 x 10" U.F.C./ml, es decir aproximadamente 1.5 veces mayor
que €l menor presentado a 35°C, por lo tanto se deduce que el crecimiento microbiano

también fue influenciado por la temperatura.



Pd. pentosaceus y Lb. acidophilus (A.O. L9)

Cuadro 34
Analisis de varianza del consumo de almidoén /in situ en la
32 serie de cultivos de almidon. Cultivos mixtos con

Fuente variacién F Significan- | Contribu-
Columna: factor| g ) | varianza | calculada | cia, factor | cién P (%)
1: A=Temp. 2 4.90E-2 | 1011.745 | ™ Temp. | 99.704

2: error 2 1.06E-4 2197

3: error 2 1.99E-5 0.411

4 : error 2 1.90E-5 0.392
TOTAL: 8 100
€1TOor directo 6 4.85E-5
P tactores Signit. 99.704
P residual 0.296

gl = grados de libertad
Fro™= (2/6) = 10.9, a = 0.01.
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Almidén consumido (g/l)
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Factor significativo (nivel)

Fig. 15 Factor significativo para el consumo de
almidoén en cultivos mixtos. 3% serie de almidén
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Cuadro 35
Ecuacion de estimacion de medias del consumo de almidoén in situ en
la 32 serie de cultivos sumergidos de almidén. Cultivos mixtos
con Pd. pentosaceus y Lb. acidophilus

163

Factores Medias (gfl) g.l Nivel
Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 | (n-1)

A Temp. | -0290 -0036 -0.183 N-1: 28°C

Media -0.170 0

g.l. = grados de libertad

LA = A - g/l ( tra )
Wiap = (-0.29)- 0 (-047)

Bay = -029  Almidon consumido in situ, ght
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Rodriguez y Manca (1995a) encontraron que el crecimiento de Pd. pentosaceus
fue inhibido por la produccion excesiva de acidez y de perdxido de hidrogeno (H,0,) de
un lactobacilo, en el presente trabajo es poco probable que el H,0, formado por Lb.
acidophilus hubiera inhibido al pediococo ya que este Ultimo produce una
pseudocatalasa que descompone a los perdxidos, pero la excesiva acidez si pudo
inhibirlo.

Era importante conocer ios contenidos de los A.G.V. porque en un perfil de nota
aromética tipo mantequilla, éstos deben existir, pero no deben sobrepasar los niveles de
aceptacion sensorial. Con las tres temperaturas de cultivo se produjo mas acido acético
que los otros dos A.G.V. (Cuadro 32). La mayor produccion de acido propidnico se
observo a 35°C, mientras que para el acido butirico fue a 28°C

Se observd una relacién metabdlica entre varios parémetros, pues la mejor
temperatura para la produccion del acide acético (32°C) fue la gue produjo mas diacstilo
y crecimiento microbiano (Cuadro 32). Otras cepas de Pd. pentosaceus no son capaces
de producir acido acetico (Rodriguez y Manca, 1995b) y algunas lo forman en un nivel
muy bajo, 40 mg/l (Rodriguez y Manca, 1994).

Joshi et al (1989) determinaron que en Dhokla, gue es un alimento fermentado
indy a base de cereales y leche con aroma tipo mantequilla, el contenido de A G V. que
resultd mas aceptable sensoriaimente fue de 605.6 mg/l, valor muy superior al maximo
acumulado en ia serie presente (200.6 mg/l a 35°C). Algunas bacterias lacticas que
forman diacetilo también producen A.G.V., como observaron Joshi y Thakar (1993) al

madurar quesos parcialmente substituidos con leche - mantequilla; el mejor aroma lo
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presentaron los quesos con 9,000 mg/Kg de A.G.V., mientras que el rechazo por los
panelistas ocurrio a los 22,800 mg/Kg.

Los valores promedios de C. V. que se muestran en el Cuadro 32 indicaron
que el error experimental es aceptable; aunque el correspondiente al acido acético si
sobrepasd el 10%, debido a que el método analitico dio resultados mas variables a
concentraciones bajas del acido, como las observadas en las muestras iniciales.

A pesar de que el consumo de los carbohidratos y el crecimiento microbiano
fueron bajos, la formacion de diacetilo fue mas elevada que en la 22 serie (Cuadro 21).
La mayor produccion se observd a 32°C, que es un nivel de temperatura que no se
habia utilizado en las series anteriores. Los datos de diacetilo producido (Cuadro 33)
constituyeron la variable de respuesta en el andlisis estadistico de Taguchi (Ross,
1989), con el AQ. L9 del Cuadro 4 El analisis de varianza y el calculo de
contribuciones porcentuales aplicados en este caso (Cuadro 36) demostraron que la
temperatura tuvo una alta significancia en los cultivos mixtos. Los valores promedio de
la variable de respuesta {produccion de diacetilo} calculados con los resultados de los
experimentos de los niveles del factor evaluado se muestran en la Fig. 16. Los datos del
Cuadro 37 ratificaron que el nivel mas efectivo para la produccion de diacetilo fue el de
32°C, y con la ecuacion de estimacion de medias se calculd la produccion de diacetilo

en ese nivel.



Pd. pentosaceus y Lb. acidophilus (A.O. L9).

Cuadro 36
Analisis de varianza de la produccion de diacetilo en la
32 serie de cultivos en almidon. Cultivos mixtos con

Fuente variacion F Significan-| Contribu-
Columna:factor| g/ | yvarianza | calculada | cia, factor | cién P (%)
1 : A=Temp. 2 274722 17489 | ™ Temp. | 85358

2: error 2 9.187 0.585

3: error 2 18.969 1.208

4 : error 2 18.969 1.208
TOTAL: 8 100
error directo 6 15.709
P factores Signif. 85.358
P residual 14.642

g.l. = grados de libertad
FTo*** (2/6) = 10.9, o = 0.01.
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Diacetilo (mg/i)
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Fig. 16 Factor significativo para la produccion de
diacetilo en cultivos mixtos. 3" serie de almidén
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Cuadro 37
Ecuacién de estimacién de medias de la produccion de diacetilo en la
32 serie de cultivos sumergidos en almidén. Cultivos mixtos con
Pd. pentosaceus y Lb. acidophilus

Factores Medias ( g/l) g.l Nivel
Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 | (n-1)

A Temp. | 42586 61220 48120 N-2: 32°C

Media 50.642 G

108

g.l. = grados de libertad

by = A — gl (pra )
Winy = 6122 — 0 (5064)

Uazy = 61.22 Diacetilo producido, mg/l
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En estos cultivos mixtos, la mejor temperatura de produccion de diacetila fue
ligeramente superior al rango optimo de crecimiento de Pd. pentosaceus, que esté entre
28 — 30°C (Garvie, 1986); lo que es peculiar, pues otras bacterias lacticas mesofilicas
han producido mayores cantidades de diacetilo entre 18 y 24°C en cultivos axénicos
(Escamilla et al., 1996a; Green y Manning, 1982; Yadav y Srinivasan, 1985).

El tipo de substrato también tiene influencia en la produccion de diacetilo por Pd.
pentosaceus, pues en investigaciones en donde se han utilizado cepas de esta especie
con iniciadores mixtos para quesos, si bien se han logrado desarrollar aromas
agradables atribuidos a la protedlisis, la produccion de diacetilo ha sidc muy pobre o
nula (Martins et al., 1979; Tzanetakis ef al., 1991; Vafopoulou et al,, 1990). Por otro lado,
en los estudios de caracterizacion de la cepa utilizada en el presente trabajo, se observd
una formacién de diacetilo nula ¢ muy débil cuando se utilizaron glucosa o almidon,
como fuentes unicas de carbono (Verde ef al,, 1995), pero al conjuntar ambas en el
mismo medio de cultivo, Pd. pentosaceus produjo niveles mas elevados de diacetilo. De
manera similar, la produccidon de este compuesto se ha observado en las
fermentaciones lacticas mixtas de ofros productos amildceos como el Dhokla,
alcanzando un contenido de 2.03 mg/Kg (Escamilla ef al., 1996b; Joshi et al,, 1989).
También en ciertos alimentos tradicionales mexicanos de maiz, como el pozol y el atole
de maiz agrio, gue presentaron una nota aromatica a mantequilla detectada por medio
del analisis sensorial (Olguin et al, 1988); o en productos tipo yoghurt a base de soya,
con un contenido maximo de diacetilo de 80 ug/Kg que fue 3 8 veces la del yoghurt

normal {(Granata y Morr, 1996).
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En el sistema mixto, la temperatura de 32°C favorecié las variables relacionadas
directamente con el consumo de glucosa, como son las cuentas viables y los
rendimientos de los acidos tactico y acético, y probablemente, la produccion de diacetilo.
También se observo en este caso que la acidez acumulada no inhibié la sintesis de
diacetilo, como lo hizo con el consumo de almidén.

- El diacetilo formado por fermentacion lactica alcanza normaimente un nivel de
0.5 a 20 mg/Kg en los productos lacteos, nivel muy superior a su umbral de
deteccion olfativa, que varia entre 5 y 50 nug/kg, dependiendo del alimento en el que
se encuentre y de la sensibilidad del jurado. Por otro lado, la aromatizacion artificial
con nota tipo mantequilla que se aplica a diversos alimentos (reposteria, botanas,
confiteria, productos lacteos formulados, etc.) suele tener un nivel de diacetilo en el
rango de 100 - 300 mg/Kg, ya que debido a las pérdidas por los procesos se reduce
a un contenido apropiado (Escamilla et a/., 1996b). La concentracion aicanzada a
32°C en el cultivo mixto de este trabajo, 134.76 mg/l, se ubicd dentro del rango

mencionado.

Conclusiones. Se determind con estos cultivos mixtos que la mejor temperatura para la
formacion de! diacetilo fue de 32°C. Los consumos de glucosa y los rendimientos de
cuentas viables, de acido lactico, de acido acético y de diacetilo respondieron a las
temperaturas de incubacion con tendencias similares, indicando que hay una relacion
metabdlica entre ellos, aungue la produccion de diacetilo no dependio Unicamente del

consumo de glucosa, sino que también del consumo de almidon.
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En los tres cultivos mixtos se obtuvieron niveles elevados de acidez, que
originaron menores consumos de almiddn en comparacion a los observados en los
cultivos axénicos, pero los rendimientos de diacetiio fueron superiores en los cultivos
mixtos.

Los elevados niveles de diacetilo formados en estos cultivos mixtos, justifican
el interés de determinar algunos factores de preparacion y fermentacién de una
materia prima amilacea con nota aromatica tipo mantequilla, que en un futuro pueda
ser usada (previo desarrollo tecnolégico) en la formulacién de varios alimentos

procesados.

ARTICULO DE INVESTIGACION

Derivado de los resultados de estas series de cultivos en medio a base de almidén se
preparé un articulo de investigacion, que ha sido aceptado para publicacion, la cual
probablemente correspondera al No. 2 del afo 2000, segun el Ultimo comunicado
recibido del editor. La copia de {a prueba de galera se muestra en el Anexo 4. La

referencia es la siguiente:

Escamilla, M.L., Valdés, S., Soriano, J. y Tomasini, A. 2000. Effect of some
nutritional and environmental parameters on the production of diacetyl and starch
consumption by Pediococcus pentosaceus and Lactobacillus acidophilus in

submerged cultures. J. Appl. Microbiol. (En prensa).



DETERMINACION DE LAS CONDICIONES DE CULTIVO EN MEDIOS

SEMISOLIDOS A BASE DE MAIZ.

12 SERIE. EFECTO DE LAS OPERACIONES DE PRETRATAMIENTO DE MAIZ

Se llevaron a cabo cultivos lacticos mixtos en medios a base de maiz con el objetivo de
producir diacetilo en concentraciones superiores las que se obtienen en los cultivos
realizados a nivel comercial en leche (13 —18 mg/l). También se considerd importante
controlar la produccion de &cido lactico y de los A.G.V., para que se produzcan como
parte del aroma y del sabor tipo mantequilla que se espera, pero sin excederse (acido
lactico: 2 -5 g/l A.G.V.. 20 - 1 800 mg/Kg).

La 12 serie se realiz6 para determinar la influencia de las condiciones de
pretratamiento de maiz en la produccion de diacetiio, AGV. y éacido lactico. Las
operaciones de pretratamiento de maiz evaluadas fueron: molienda y tamizado,
tiempo de nixtamalizacién, cocimiento del harina y desengrasado (Cuadro 5)
Estas condiciones fueron introducidas en el A O. L8 de Taguchi (Ross,1989) que se
muestra en el Cuadro 6, de acuerdo al diseno de la gréfica lineal de la Fig. 5.

Los cultivos semisdiidos se inocularon con Pd. pentosaceus y Lb. acidophilus, de
acuerdo a la metodologia indicada en el capitulo correspondiente. Los experimentos se
realizaron por duplicado, usando las distintas masas preparadas como medios de

cultivo. Las condiciones de fermentacion fueron las que se establecieron en los sistemas



a base de almidén, como las concentraciones de extracto de levadura: 0.2 % y de
CaCO0s: 0.03 %, incubando a 32°C. En este caso se decidid no adicionar glucosa. Se
analizaron los siguientes parametros al inicioc y final de cada fermentacion, por
duplicado: peso, pH, concentraciones de carbohidratos totales, de azucares reductores,
de diacetilo y de los acidos: lactico, acético, propionico y butirico. Se calcularon los
coeficientes de variacién (C.V.) al inicio y al final de cada cultivo. Después se calcularon
los valores medios por parametro ( C. V. ) para presentar el error experimental en la
serie de manera resumida. También se determinaron los cambios originados en el
cultivo (valor final menos el inicial de cada parametro).

La consistencia semisdlida que se obtuvo en los productos fermentados se
selecciond considerando varios criterios: la posibilidad de obtener mayores
concentraciones de compuestos aromatizantes, consistencia mas homogénea y menor
volumen que en un cultivo sumergido. Se considerd que las suspensiones diluidas de
harina de maiz (cocidas o no) tienden a precipitar (Mercier ef a/, 1992); que los
nutrientes son mas accesibles a los microorganismos que en un cultivo solido, y
finalmente, que la apariencia del producto es apropiada ingrediente aromatizado en la
industria alimentaria.

El resumen de los resultados analiticos se presenta en el Cuadro 38. Los
coeficientes de variacion calculados con ios parametros analiticos indicaron que los

andlisis fueron aceptables (C.V. < 10).
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Se observd disminucién en el contenido de carbohidratos totales y de
azucares reductores en todos fos experimentos durante la fermentacion. La mayor
disminucién de éstos se observo en el experimento # 5 masa preparada con maiz
nixtamalizado por 5 min; harina con tamafo de particula entre las mallas No. 20 y
40; con desengrasado y cocimiento durante 25 min. De esta manera, se obtuvo
harina de particula gruesa y poco cocida.

El consumo de azucares reductores durante la fermentacion fue similar en
toda la serie, excepto para el Exp. # 5, que tuvo un consumo aproximado de la mitad
del valor inicial. Se observé que el cocimiento de 25 min favorecié a los consumos
de carbohidratos totales y de azlcares reductores. La diferencia de valores entre
los carbohidratos totales y los azlcares reductores se puede atribuir al contenido de
carbohidratos no reductores de las masas, representados por su componente
principal, el almidén (Cuadro 38). El consumo de almidon por los microorganismos
fue mejor en las masas preparadas con nixtamalizacion prolongada (20 min) y
particula gruesa (> malla 40), y el maximo consumo se observd en el Exp. No. 7,
realizado con la masa preparada en las condiciones previamente indicadas, ademas
de que se realizd en desengrasado del harina, y el cocimiento durante 25 min.

Todos los cultivos acidificaron durante la fermentacion, segun se desprende
de los datos de écido_rléctico y pH del Cuadro 38. La produccion de acido lactico en
esta serie tuvo una clara relacién con el contenido de azucares reductores iniciales
en las masas, pues las que tenian mayor concentraciéon de azicares simples dieron

origen a cultivos con mayor acumulacion del acido, como consecuencia de un
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metabolismo energético mas activo. Sin embargo, como las masas tenian adicionado
CaCQO:s, se controlo la caida del pH a valores entre 4.5 - 4 8. Valores similares, 4.46 -
466, son los normales en la leche fermentada tipo buttermilk (Vasavada y White,
1979), o en el yoghurt de soya, 4.5 - 4.7; aunque el rango aceptable para el yoghurt
lacteo es ligeramente menor, 4.3 - 4.5 (Nsofor et al., 1992). El cultivo que tuvo los
mayores cambios de acido lactico y pH fue el mismo descrito para el consumo de los
carbohidratos totales y azlicares reductores (Exp. 5). La concentracién de acido
lactico maxima en esta serie, 9.82 g/Kg, superé a la observada en el pozol, 3.98 g/kg
(Silva et al, 1991) y a la obtenida en los cultivos sumergidos mixtos a base de
almidon, con 3.08 g/l. Otros alimentos comparabies tienen valores semejantes a los
presentes, como los observados en la leche fermentada tipo buttermilk (Vasavada y
White, 1979), o la leche de soya (Granata y Morr, 1996).

La produccién de acido lactico en niveles superiores a 5 g/l es indeseable en
alimentos amilaceos fermentados, pues resultan demasiado acidos en productos en
donde se desea destacar los aromas y no la acidez (Coleman y Ooraikul, 1989). Por
otro lado, los valores muy bajos (< 2.0 g/l) dificilmente pueden proteger a las masas
del desarrolio de otros microorganismos, si se trata de cultivos no axénicos, como en
este caso. Por estas razones, era importante determinar cuales factores del
pretratamiento de maiz influyeron en la produccion del acido lactico, y asi poder

controlar la produccion
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El acido lactico producido (Cuadro 39) fue considerado como una variable de
respuesta en el analisis estadistico de Taguchi (Ross, 1988). El analisis de varianza
mostrado en ef Cuadro 40 determind que la nixtamalizaciéon fue la operacion que
influyd mas (P < 0.01) en la produccion del acido lactico durante la fermentacion;
aundgue también fueron importantes (P< 0.05): el desengrasado y la interacciéon entre
la: nixtamalizacion y ta molienda + tamizado. El célculo de la contribucidn porcentual
presentado en el Cuadro 40 muestra que el efecto conjunto de los factores
mencionados fueron capaces de explicar el 84% de los efectos totales de la serie en
la produccidn del acido.

Los valores promedio de la variable de respuesta (produccion de acido lactico)
calculados con los resultados de los experimentos de cada nivel de los factores
significativos se muestran en la Fig. 17. El Cuadro 41 muestra las condiciones de las
operaciones de pretratamiento de maiz significativas para la produccion de é&cido
lactico: nixtamalizacion durante 5 min, desengrasado del harina y la interaccion del
tamizado para obtener harina de particula gruesa (> malla 40, 6 0.42 mm) con la
nixtamalizacién. El valor de produccion de acido lactico estimado con la ecuacién de
estimacion de medias del mismo cuadro dio un resultado ligeramente menor que la
produccion maxima obtenida en la serie (Exp. 5), y dentro de los niveles deseados,

segun se indico previamente.
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Se considera gue por medio del desengrasado, pudieron eliminarse algunos
compuestos oleosolubles, potencialmente inhibitorics para las bacterias iacticas.
Las otras condiciones seleccionadas (nixtamalizacion y molienda + tamizado)
favorecieron la disponibilidad de los azicares reductores, necesarios para la
produccion del acido.

Los A.G.V. forman parte del aroma tipo mantequilia en un rango entre 90 a
2 100 mg/Kg (Yadav y Srinivasan, 1985}, por Ic que se determinaron sus contenidos
en las masas antes y después de la fermentacion (Cuadro 38). Los A.G.V. de las
masas fermentadas pudieron tener diferentes fuentes: los lipidos del maiz, el indculo
y el extracto de levadura adicionados a los medios, y la actividad microbiana durante
el cultivo,

En esta serie, la adicidén de extracto de levadura y el tamafio del inéculo
fueron factores constantes y por o tanto, su contribucion de A .G.V. también lo fue
Las operaciones de pretratamiento de maiz influyeron al liberar acidos grasos 1o que
se reflejo en concentraciones variables de A.G.V. en los medios de cultivo.

El experimento que presentd mayor produccion de acido acético durante ej
cultivo fue el mismo que consumio mas almidon (Exp. # 7); su contenido de acido
acético final fue de 566.45 mg/Kg, valor que supera al formado en los cultivos
sumergidos a base de almidon, 203.79 mg/l, o al formado en una mezcla fermentada
de cereal y crema, 379 mg/l (Joshi et al., 1989). No obstante, los valores producidos
son inferiores a los niveles considerados como pungentes al olfato (> 865 mg/Kg) en

los productos lacteos fermentados (Forss, 1979).



Los acidos propidnico y butirico se acumularon mas en el cultivo No. 5, que
es donde se consumieron mejor azdcares reductores. Los contenidos maximos de
estos acidos, 707.88 y 783.17 mg/Kg, respectivamente, fueron muy superiores a los
correspondientes de los cultivos de aimidén, 67.22 mg/l de acido propidnico y 40.12
mg/l de acido butirico. También a los acumulados en una mezcla fermentada de
cereal y crema, que fueron de 58 y 59 mg/Kg, respectivamente. El &cido butirico es
particularmente importante entre los A.G.V.,, porque cuando se encuentra entre
niveles de 16 y 1839 mg/Kg, da una nota aromatica tipo queso (Dacremont y
Vickers, 1994, Forss, 1979); pero si el contenido es de 3 a 10 veces mas, el ofor es
rancio, nauseabundo y jabonoso (Forss, 1979). Para seleccionar las condiciones de
pretratamiento del maiz en esta serie, se considerd entre otros factores, que
produjeran bajos contenidos de acido butirico, como indice de los A.G.V. Aplicando
este criterio se observo que los experimentos que usaron harina de particula gruesa
(> malla # 40, 6 0.42 mm) originaron menores contenidos de acido butirico en los
cultivos, posiblemente porque al tener las particulas menor superficie de contacto,

las particulas de harina liberan menos A.G.V. ligados a ellas.
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Para determinar si los pretratamientos de maiz influyeron en la formacion det
acido butirico durante la fermentacion, y ademas, estar en posicion de seleccionar
aquellas condiciones que produzcan las menores cantidades de ese compuesto, se
realiz6 un estudio estadistico con la metodologia de Taguchi (Ross, 1989). Los
valores de acido butirico producido por la fermentacion se muestran en el Cuadro 39
y constituyeron la variable de respuesta del andlisis estadistico. En el Cuadro 42 se
presentan los resuitados del anélisis de varianza y de la contribucion porcentual de
los factores e interacciones significativos para esta variable de respuesta. De
acuerdo a estos valores, los factores que tuvieron un efecto significativo en la
produccién de acido butirico por las bacterias lacticas fueron: la nixtamalizacion
(P <0.05) y el desengrasado (P < 0.1), contribuyendo en conjunto con un 87.1% del
efecto total. Los valores promedio de ia variable de respuesta (menor produccion de
acido butirico) calculados con los resultados de los experimentos de cada nivel de los
factores significativos se muestran en la Fig. 18. Los niveles que produjeron menos
acido butirico en ia fermentacion se muestran en el Cuadro 43; 1a nixtamalizacién fue
de 20 min, y sin desengrasado. La produccion estimada con la ecuacion de estimacion

de medias, si se realizara el proceso con esas condiciones fue de 71.2 mg/Kg.



Andlisis de varianza y contribucién porcentual de la 12
en maiz (A.O. L8). Efecto de las operaciones de pr.

Cuadro 42

de maiz en la produccién de acido butirico

Serie de cultivos
etratamiento

Fuente variacién / Varianza F clerror Significancia® y Contribu-cién P
Columna ; factor g.l.? Confundido factor (%)
1 :A=Mol+Tam 1 5024.0
2 : B=Tiem Nix. 1 66730.5 21.187 “*Nixtamalizacién 622
3:AxB 1 14000.7 4.445
4 : C=Cocim. 1 21069.6 6.690
5:AxC 1 1275.1
6:BxC 1 18431.1 5.852
7 : D=Deseng. 1 30461.5 9.672 *Desengrasado 249
TOTAL: 7 100
€rTor confundido 2 31496
P tactores significativos 87.1
P residual 12.9

a) g.l. = grados de libertad.
b) Niveles de significancia: *P < 0.1, **P <0.05 **P <0.01.

FTb* (1,2) = 8.53
FTe* (1,2) = 18.50
Fro** (1,2) = 93.50
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Acido butirico (ma/l)

350
315.57
285.94
280 |
210 |
162.53
140 132.91
70
0
Nixtam. Nixtam. Desegr. Desegr.
(5 min) (20 min) (no) (si)

Factores significativos (nivel)

Fig. 18 Factores significativos para la produccion
de acido butirico en cuitivos mixtos. 1° serie de maiz
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Los contenidos iniciales de diacetilo en los medios de cultivo (Cuadro 38)
fueron mas elevados que los observados en los cultivos mixtos en medios de
almdon (Cuadro 32). Ambos sistemas fueron anadidos con las mismas
concentraciones de extracto de levadura y se inocularon de manera similar, por lo
que se deduce que la masa fue una fuente importante de este compuesto. La
nixtamalizacion pudo influir en la liberacion de éste y otros metabolitos de ta fraccion
lipidica del maiz, porque las masas sin fermentar preparadas con un periodo de
nixtamalizacién de 5 min tuvieron en general, contenidos de diacetilo inferiores a las
nixtamalizadas durante 20 min. Ademas, el diacetilo no ha sido detectado en
cultivos a base de maiz no - nixtamalizado, con cepas lacticas incapaces de producir
ese metabolito (Nsofor et a/., 1992)

Los pretratamientos del maiz originaron medios de cultivo diversos, cuya
composicion y consistencia determinaron que las bacterias lacticas produjeran
cantidades variables de diacetilo durante la fermentacién. Las concentraciones de
diacetilo alcanzadas al término de {a fermentacion también se muestran en el
Cuadro 38. El cultivo que produjo mas diacetilo (1 235.32 mg/Kg) se realizé con la
masa preparada en el Exp # 5 en el que tambien se consumieron mas azucares
reductores. En ese experimento se alcanzd un contenido final de diacetilo de
2 671.17 mg/Kg, superando al valor acumulado en los cultivos de almidon, 13476
mg/l. Es interesante comparar estos valores con el producido en el ghee (crema

lactea fermentada y clarificada), que fue apenas de 2.89 mg/Kg (Yadav y
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Srinivasan, 1985): o con el maximo acumulado en el yoghurt de soya, que fue de
0.08 mg/Kg (Granata y Morr, 1896, Nsofor et af., 1992).

La produccion de diacetilo (Cuadro 38) fue la variable de respuesta en el
tratamiento estadistico de Taguchi (Ross, 1989). Los resuitados del analisis de
varianza que se aplicd se muestran en el Cuadro 44, de acuerdo al cual, se deduce
que los factores significativos para la produccion de diacetilo fueron: el
desengrasado (P < 0.05), el cocimiento (P < 0.05), la nixtamalizacidn (P < 0.1), y la
interaccion de la Uitima con la molienda + tamizado (P < 0.1). En el Cuadro 44 se
observa que la contribucién porcentual conjunta de estos factores, explico el 92.45%
del total de los efectos en la produccion del diacetilo. Los valores promedio de la
variable de respuesta (produccién de diacetilo) calculados con los resuitados de los
experimentos de cada nivel de los factores significativos se muestran en la Fig. 19. £n
el Cuadro 45 se abserva que los niveles recomendados de estos factores fueron: la
nixtamalizacioén por & min, la molienda + tamizado dando una harina de particula
gruesa (> malla 40, 6 0.42 mm), el desengrasado y el cocimiento por 25 min. Con la
ecuacion de estimacién de medias se calculd la concentracion tedrica estimada de

produccion de diacetilo, que fue de 1145 .8 mg/Kg.
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Seleccion de las condiciones de pretratamiento. Las operaciones de pretratamiento
de maiz influyeron en la composicién y estructura fisica de las masas, que fueron
posteriormente fermentadas en idénticas condiciones. Se determinaron los efectos
de esos pretratamientos en la produccion de diacetilo, de 4cido lactico y de acido
butirico por las bacterias lacticas, al utilizar esas masas. Sin embargo, las
condiciones que influyeron en la formacion de cada producto no fueron siempre las
mismas, los criterios de seleccion de las condiciones de pretratamiento de maiz
definitivas fueron: la produccién de diacetilo y obtener un producto que tuviera
caracteristicas de composicidon y apariencia aceptables, considerando que se
deseaba elaborar una masa aromatizada para la industria alimentaria. La seleccion
se baso en los datos del Cuadro 46, que presenta un resumen del analisis estadistico
realizado a las tres variables de respuesta.

La nixtamalizacidn del maiz incrementa la susceptibilidad del almidon al
ataque enzimatico debido a su gelatinizacion parcial (Choto et a/., 1985). Por otro
lado, una nixtamalizacion ligera, por ejemplo. § min, conserva mejor el contenido de
los azucares simples en el maiz; los que a su vez, favorecen muchas de las
actividades de los microorganismos que se nutren de él. El efecto de la presencia
de glucosa en la fermentacion ya se habia detectado en los cultivos axénicos en
almidon. Por esta razdn, la nixtamalizacion corta (5 min) fue altamente significativa
(P < 0.01) para la formacion de acido lactico, pero tuvo significancia baja para la

produccion de diacetilo (P < 0.1).
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La produccién de menos acido butirico por las bacterias lacticas también
parece haber dependido del menor contenido de aztcares reductores en el medio,
cuando éste fue preparado con el nixtamal mas cocido (20 min). La pérdida de
azUcares reductores durante una nixtamalizacidn prolongada se ha atribuido en
parte a su solubilidad en el agua de lavado (Bressani ef a/, 1990) y también a su
descomposicion por efecto del ambiente alcalino (Fennema, 1982). Como algunas
de los objetivos del trabajo consistian en evitar la formacion de niveles objetables de
olores (exceso de acido butirico y otros A.G.V.) y de sabores (acidez excesiva), se
seleccioné el nivel 2 de la nixtamalizaciéon (20 min). Este nivel podria causar una
ligera reduccién en la produccién de diacetilo, pero asi se puede obtener una masa
para la industria alimentaria con un mejor balance en el aroma y en el sabor.

La intensidad de la nixtamalizacion es capaz de modificar la eficiencia del
secado, porque durante el calentamiento se forma una coraza de almidon
gelatinizado parcialmente, dificultando fa formacidn de microporos necesarios para
la difusion de agua (L.épez y Segurajadregui, 1986); ésto origina una masa con una
conductividad térmica mayor que si no estuviera gelatinizada (Marousis et a/., 1991).
El secado del harina se realizoé con el fin de reducir el tamafo de particula durante la
molienda seca, y poder estandarizar su tamafio a valores que no se alcanzarian con
una molienda humeda. Durante el secado debe alcanzarse una humedad menor a
23%, pues segun Marousis et al. (1991), los granulos de almidén de maiz con
contenidos de humedad mayores se deforman notablemente y no se fracturan. La

humedad en este trabajo disminuyd hasta un valor de 12%.
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Se selecciond el nivel 1 de la molienda + tamizado (< malla # 40, ¢ < 0.42
mm) debido a que se planeaba producir una masa aromatizada fina, con potencial
para ser materia prima en la industria alimentaria. Considerando el resumen del
andlisis estadistico del Cuadro 46 se seleccioné un tiempo de nixtamalizacion de 20
min, por lo que el tamafio de particula pequefio no afectd a tas producciones de
acido lactico y diacetilo. Cuando Akingbala et al. (1987) fermentaron maiz no
nixtamalizado, observaron el efecto positivo de la molienda en la acidificacion, pues
el dano mecanico del grano aumento la disponibilidad de los nutrientes.

El desengrasado del harina fue parcial, pues aun se detectaron contenidos de
A.GV. en todos los medios de cultivo iniciales. Sin embargo, con sistemas de
extraccion mas eficientes, podrian reducirse aun mas. La aplicacion de esta
operacién increment6 las producciones de acido lactico y de diacetilo (P < 0.05),
pero no fue recomendable para evitar la formacion de &acido butirico durante la
fermentacion (P < 0.1). Estos efectos se explican si se considera que los acidos
grasos libres en el medio de cultivo son potentes inhibidores para la actividad de las
bacterias lacticas, incluyendo a Lb. acidophilus y Pd acidilactici, especie muy
cercana a Pd. pentosaceus (Bucker et al., 1979, Yadav y Srinivasan, 1985). Se
decidié desengrasar el harina de maiz para favorecer la produccion de diacetilo. Un
beneficio adicional del desengrasado es que al reducir la fase oleosa de los
alimentos, el vapor de presidon de los compuestos volatiies se incrementa,

aumentando probablemente su intensidad sensorial, aungue el diacetilo es un
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compuesto hidrosoluble, su volatilidad puede incrementarse 50% al eliminar 20% de
grasa (Schirle et al., 1994).

El cocimiento del harina se realizd en principio, con los objetivos de reducir la
flora microbiana de acompanamiento y de disminuir el olor y sabor a masa cruda. El
nivel seleccionado de cocimiento fue el periodo de 25 min por haber resultado
significativo para la produccién de diacetilo (P < 0.05). El cocimiento del harina de
maiz, ademas de gelatinizar el almidén, aumenta su capacidad de absorcion de
agua reduciendo la viscocidad relativa del medio y mejora la digestibilidad de ia
proteina en relacion al harina sin cocimiento (Adeyemi ef af., 1989). Al alterar las
proteinas y volatilizar el sulfuro de dimetilo del germen, se disminuye el sabor y el
aroma a maiz crudo (Huang y Zayas, 1996). La pérdida de los compuestos
sulfurados mejora también la calidad de medio de cultivo, pues estos compuestos

son inhibitorios para las bacterias lacticas (Pate! ef al, 1980).

Conclusiones. Las condiciones de pretratamiento de maiz seleccionadas fueron:
nixtamalizacion de 20 min; molienda y tamizado del harina hasta obtener un tamafno
de particula menor a 0.42 mm {malla 40); desengrasado con hexano y cocimiento
durante 25 min. Como no fueron evaluadas otras operaciones de pretratamiento del

maiz, sus condiciones permanecen como se establecieron inicialmente.
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Con la masa de maiz preparada siguiendo el procedimiento previamente
indicado, el siguiente objetivo fue evaluar la influencia de algunas condiciones de
cultivo que no habian sido estudiadas previamente en los sistemas a base de
almidén. Con este fin, se disefid una 2% serie de experimentos con medios

semisdlidos a base de maiz.

22 SERIE. EFECTO DEL EXTRACTO DE LEVADURA Y DE LA INOCULACION EN LA

PRODUCCION DE DIACETILO.

El objetivo de esta serie fue estudiar el efecto del extracto de levadura y del inoculo
en la produccion de diacetilo. A diferencia de los medios de cultivo mas simples a
base de almidoén, los preparados con maiz constituyen una fuente muy compleja de
nutrientes, por lo que era importante determinar si con esa composicion se cubrian
los requerimientos de las bacterias lacticas para producir diacetilo, o si debian
complementarse con extracto de levadura. Por otro lado, al preparar los medios de
cultivo a base de maiz se utilizaron operaciones de pretratamiento usuales en fa
industria alimentaria, originando masas semisélidas con una carga microbiana
reducida; estas masas fueron la base para iniciar cultivos heterogéneos inoculados
con bacterias lacticas. Por lo tanto, también se evaluaron los efectos del indculo

sobre la produccion del diacetilo.
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En la 2° serie de cultivos se estudio el efecto de tres factores en la produccion de
diacetilo: extracto de levadura, relacion entre las cepas y tamaiio de inéculo, cada
uno con dos niveles. El disefo se muestra en el Cuadro No. 7. Estos factores y sus
interacciones se introdujeron en el A.O. L8 de Taguchi (Ross,1989) que se muestra en
el Cuadro 8, de acuerdo al disefio de la grafica lineal de la Fig. 6. Todas los medios de
cultivo semisolido fueron preparados en las siguientes condiciones: nixtamalizacion
por 20 min; molienda himeda; secado a 60°C; desengrasado parcial; molienda seca
y tamizado por malla 40, cocimiento durante 25 min, adicién de CaCQ; al 0.03 % y
ajuste de humedad a 78%. La incubacidn se realizé a 32°C, durante 5 dias. Los
andlisis fisicos y quimicos que se realizaron a los tiempos 0 y 5 dias de cultivo
fueron: la determinacién de humedad, carbohidratos totales, azucares reductores,
acido lactico, &cido acético, acido propibnico, acido butirico, diacetilo, pH, potencial
eléctrico (Eh) y actividad de agua (aw).

Los indculos fueron caldos de cultivo axénicos de 36 h en medio a base de
glucosa, en voliumenes determinados para proporcionar las cuentas viables de cada
cepa (Anexo 3), segun el diserio.

Un resumen de los resultados de los analisis aplicados a los cultivos a base
de maiz se presenta en el Cuadro 47, donde se indica también el error experimental

de cada parametro en la serie por medio del calculode C. V.



Resumen de los datos analiti

Cuadro

47

Parametros
analizados
Humedad (%)
Carb. Tot.  (g/Kg)
Azuc. Red. (g/Kg)
Almidon (g/Kg)
Ac. lactico  (g/Kg)

pH

Eh (mv)

aw

Ac. Acét. (mg/Kg)
Ac Prop. (mg/Kg)
Ac. But.  (mg/Kg)
"Diacetilo  (ma/Kg)

Iniciales
(Min. / Max.)
78.03 7860

142.73 207.20
1.36 2.16
140.98 205.30
0.08 0.15
6.20 6.88
218.00 238.00
0998 1.00

110.38 228.58
94.69 140.18
273.55 553.16

594,58 1295.41

Finales c.v.® Mayor cambio”
I
(Min. / Max.) | (%) | valor | # | Factores
(Fin. - Ini.) | Exp. |

78.02 78.57 0.30 -0.03 5] Extr. Lev. 0.2, Rel. de Cepas, 1.1
Conc. Biom. 2E6

139.77 173.66 2.49 - 5509 7 _mﬁa Lev, 0.2 Rel. de Cepas, 3.1
Conc. Biom. 2E3

1.07 1.37 0.56 -078 8 Extr. Lev. 0.2 Rel. de Cepas, 3.1
m & Conc.Biom. 2E8

138.68 171.50 - -.54.80 L7 (Extrlev, 02 Rel. de Cepas, 3.1
I , Conc.Biom. 2ES

2.13 2.37 3.16 228 w 7 " Extr. Lev., 0.2 Rel. de Cepas, 3:1
A 40030.903 2ES

459 478 056 | -216 | 7 |Exrlev 02 Rel. de Cepas. 3.1
: | Conc Biom 2ES

177.50 226.50 1.07 -46.00 L7 LExtr. Lev., 02 Rel de Cepas. 31
: | Conc Biom 2E5

0.995 0.997 003 -0.005 f 3 | Extr Lev, 0 Rel de Cepas, 3.1
; : ! Conc Biom 2ES

154,40 458.76 3.96 | 346.12 , 7 lExtr.Lev, 02 Rel. de Cepas, 3.1
| | Conc.Biom. 2E5

12600 21264 | 598 | 102.41 | 5 |Exrlev 02 Rel. de Cepas, 1'1
., Conc Biom. 2E5

312.67 787.37 3.99. | 3569.06 ﬂ 5 . Extr lev,02 Ref. de Cepas,1:1
_ | Conc.Biom. 25

787.31 1604.22 3.51 311.60 , 8 l Extr. Lev, 0.2 Rel. de Cepas,3:1
| | Conc.Biom 2E6

a) Promedio de los coeficiente de variacion por parametro, calculado con los cVv

b) Datos del experimento que presentd el mayor cambio en la serie, después de la fermentacion

. de cada experimento: C. V.= (Desv. Est./Prom.) « 100
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cos de la 22 serie de cuitivos en maiz. Efecto del Ext. Lev.y del indculo en el cultivo
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Todos los medios fueron semisolidos y homogéneos. Al término de la
fermentacién, la consistencia de los cultivos habia cambiado a un fluido espeso, y
tania un suave aroma tipo mantequilla, a pesar de que la humedad se mantuvo
constante desde el inicio al final de la fermentacion a 78%. No se presenté sinéresis
en ningtin caso.

La adicion de extracto de levadura al medio afecté el consumo de los
carbohidratos totales. En los medios enriquecidos hubo una disminucion entre 18.83
y 55.09 g/Kg, mientras que el maximo consumo en los medios sin el extracto de
levadura fue de 3.19 g/Kg. El cultivo que presentd el mejor consumo de
carbohidratos totales, ademas de tener extracto de levadura, fue inoculado con una
cuenta bacteriana de 2 x 10° U.F.C./g de masa, con una proporcion de 3:1 entre APd.
pentosaceus y Lb. acidophilus.

Los contenidos de azucares reductores en los medios de cultivo fueron muy
bajos y homogéneos, aunque los valores finales fueron menores en todos los casos
{Cuadro 47). El mayor consumo se observé en el cultivo realizado con los niveles
altos de los tres factores evaluados.

En ausencia del extracto de levadura, los consumos de almidén (diferencia
entre concentracion de carbohidratos totales y azlicares reductores) fueron muy
bajos; por lo que se deduce que la actividad amilalitica de las bacterias lacticas fue
estimulada por este aditivo. El mejor consumo, 54.8 g/Kg, se presento en el Exp. 7,

coincidiendo con el sefalado para carbohidratos totales.
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La mayor produccidon de acido lactico fue de 2.3 g/Kg (Cuadro 47). Esta
produccién tan baja pudo deberse a que hubo poca glucosa en el medio. Esto mismo
permitié observar el efecto del extracto de levadura en la produccion de &cido
lactico. Como un antecedente, se sabe que el extracto de levadura es estimulante de
la acidificacion en las fermentaciones lacticas (Berg et al,, 1981, Tamime y Deeth, 1980).
La disminucidn de pH en los cultivos fue en consecuencia, relativamente
homogénea, alcanzando valores finales alrededor de 4.6 (Cuadro 47). En el sekete,
gue es un alimento a base de maiz fermentado por diversas especies de
Lactobacillus y Pediococcus, se alcanza una concentracion de dcido lactico de 4.3
g/Kg y un pH de 4.2 (Adegoke ef al, 1995). En este cultivo se llevd a cabo un
control parcial de pH con la adiciéon de CaCOs;, ya que las enzimas involucradas en
la biosintesis del diacetilo por diversas bacterias lacticas presentan su maxima
actividad a valores de pH de 4.8 a 5.4 (Cogan ef al., 1984, Kiaver et al, 1992)
Debido a estas razones se optd por un control parcial en los cultivos a base de maiz.

En la serie de cultivos presente, se realizaron determinaciones de pardmetros
nuevos, como: el potencial eléctrico (Eh) y la actividad de agua (aw) de las masas
iniciales y finales, cuyos valores se muestran en el Cuadro 47. El valor de Eh
disminuyo entre -7 a -46 mv; perc en ningun caso se observé un potencial negativo.,
como podria esperarse en la produccion de acido lactico (Akashi et al,, 1978); pues
el valor minimo fue aproximadamente de 170 mv. La mayor disminucion de Eh se
observo en el Exp. 7, cuando se adiciono extracto de levadura y se inoculd con Pd.

pentosaceus y Lb. acidophilus, en una proporcién de 3:1 y un nivel de 2 x 10° UF.C./g.
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Las determinaciones de Eh se han propuesto como un parametro de medicién
y control en los cultivos que tienen concentraciones de oxigeno disuelto muy bajas
para ser medidas con un electrodo de oxigeno (Ishizaki et al, 1974). Los niveles
medios de Eh son favorables para la produccion y estabilidad del diacetilo, pues
cultivos de leche fermentada tipo buttermilk que fueron aireados antes de ser
almacenados, conservaron mejor los contenidos de diacetilo que los sometidos a
condiciones de anaerobiosis; este efecto fue atribuido a la transformacion de
diacetilo en acetoina por la enzima diacetil reductasa, en condiciones reducidas
{Klaver ef al., 1992). Las actividades microbianas pudieron influir también en el valor
de Eh durante la fermentacién, p.e. Lactobacillus acidophilus es capaz de formar
pequefas cantidades de H,0,, y como Pediococcus penfosaceus excreta una
enzima pseudocatalasa que descompone el peroxido en oxigeno molecular y agua
(Verde et al., 1995), entonces el valor de Eh permanece elevado. La presencia de
oxigeno en medios de glucosa origina gque algunas bacterias lacticas formen un
exceso de piruvato intracelular, derivando en una mayor biosintesis de compuestos
relacionados con el diacetilo (Cogan et al, 1989). Los valores de Eh de Ia
fermentacion gue se establece de manera natural en harina de maiz fluctuaron entre
100 y 400 mv (Fields et a/,, 1981).

Los valores de actividad de agua fueron muy elevados en todas las masas,
antes y después de la fermentacion (aw > 0.99). Existia la duda de que al tratarse de
un cultivo semisdlido (humedad aproximada: 78%), el valor de aw pudiera bajar de

un valor de 0.98, nivel inhibitorio para otras bacterias lacticas, como Lactococcus
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lactis ssp lactis biov. diacetilactis (Bassit et al, 1993), pero los datos presentes
indican que hay una elevada disponibilidad de agua para el metabolismo
microbiano. Los valores de aw obtenidos son congruentes con los de ta isoterma de
humedad del harina de nixtamal, que se determinaron por Carrillo et al. (1989),
segun. De acuerdo a estos resultados, la masa de nixtamal con humedad
relativamente baja, presenta valores de ay muy elevados (Hum.: 35% y aw: 0.98).

La produccidon de acido acético (Cuadro 47) si fue influenciada por las
distintas condiciones de cultivo; pues los cultivos que fueron inoculados con mas Pd.
pentosaceus ylo enriquecidos con exiracto de levadura, produjeron mas acido
acético. Ei cultivo que present6 el valor maximo de produccion fue inoculado con Pd.
pentosaceus y Lb. acidophilus en una relacion de 3:1, dando una cuenta inicial total
de 2 x 10° U.F.C./g de masa, y tuvo adicidn de extracto de levadura (Exp. 7). En los
cultivos axénicos en medios a base de almidon se habia determinado que Pd.
pentosaceus producia niveles notables de acido acético. Borch ef al (1991)
determinaron que la presencia de oxigeno y la baja concentracién de glucosa
pueden inducir en algunas bacterias homolacticas un metabolismo heterolactico. En
esta serie el contenido de giucosa fue siempre bajo y como el metabolismo de las
bacterias lactica estaba produciendo oxigeno molecular, se pudieron presentar las

condiciones para incrementar el contenido de acido acético.
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Todos los cultivos de la serie formaron acidos propidnico y butirico (Cuadro
47), pero no se evidencié una influencia especifica de los factores en su produccion.
El cultivo que formé mas cantidad de ambos acidos fue adicionado con extracto de
levadura, y se inocuid en el nivel de 2 x 10° U.F.C./g de masa, con una relacion de
cepas de 1:1 (Exp. 5).

Los datos iniciales y finales de concentracién de diacetilo de la serie se
presentan en el Cuadro 47. La mejor produccidn de diacetilo en esta serie fue de
311.60 mg/l, que es superior a los valores observados en los productos lacteos,
como en el queso cheddar, con 20 mg/Kg (Dacremont y Vickers,1994); en el yoghurt,
con 0.1 - 13 mg/Kg (Tamime y Deeth, 1980); o en la leche tipo buttermilk, con 4.6
mg/l (Vasavada y White, 1979). No obstante, los valores de produccién de diacetilo
de esta serie fueron mas bajos que los de la 12 serie de maiz (maximo: 1235.32
mg/l), debido posiblemente a que los medios de cultivo de la 22 serie tenian una
menor concentracion de azlcares reductores. El efecto de los carbohidratos simples
en ese metabolismo ha sido notorio en todos los cultivos realizados en este trabajo.
En otros medios, como los productos lacteos, vinos, cerveza, etc. donde el redox es
bajo y la fuente de diacetiio es el citrato, la presencia de glucosa inhibe la
produccidn de diacetilo, debido al exceso de ATP acumulado (Cogan et al., 1984;
Marshall, 1987), si estos sistemas son adicionados con sacarosa o jarabe de maiz
fructosado, tampoco se incrementa la produccion de diacetilo (McGregor y White,
1987). Sin embargo, Kaneko ef al. (1990) observaron que algunas especies de Ia

familia Streptococcaceae fueron capaces de producir diacetilo hasta 103 mg/l (valor
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excepcional para esta especie) cuando se desarrollaron en medios con exceso de
glucosa, siempre y cuando el citrato haya estado ausente y el redox haya sido alto.
En los cultivos de maiz de este trabajo el redox fue elevade y no habia citrato, por lo
que el consumo de glucosa fue favorable y no inhibitorio para la formacidén de
diacetilo.

Los datos de produccion de diacetilo de cada experimento en la presente
serie se muestran en el Cuadro 48. Estos datos fueron la variable de respuesta en
el analisis de varianza de Taguchi mostrado en el Cuadro 49. De estos resultados se
dedujo que la adicién de extracto de levadura fuvo una alta significancia (P < 0.01)
en la produccién de diacetilo, en tanto que la relacién entre cepas al inicio del cultivo
tuvo una influencia menor (P < 0.1). Entre ambos factores, se expresé el 90.88% de
los efectos en la produccion de diacetilo (Cuadro 49). La concentracién inicial de
biomasa no influyé significativamente entre los parametros evaluados. Los valores
promedio de la variable de respuesta (produccion de diacetilo) calculados con los
resultados de los experimentos de cada nivel de los factores significativos se muestran
en la Fig. 20. El Cuadro 50 muestra los mejores niveles de cada factor para la
produccion de diacetilo, que fueron: la adicidon de extracto de levadura (0.2 %) y la
relacion entre Pd. pentosaceus y Lb. acidophilus de 3:1. El valor calculado con la
ecuacion de estimacion de medias (307 mg/Kg) fue similar a la mejor produccion de
la serie, que fue de 309 mg/Kg (Cuadro 48), el cual fue iniciado con una cuenta
viable total de 2 x 10° U.F.C./g de masa y las demas condiciones seleccionadas en el

tratamiento estadistico.
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Diacetilo (mg/l)

209

320

289.7

255.8

240 221.6
187.7

160 }

80

Extr. Lev.  Extr. Lev. Pd./Lb. Pd./Lb.
{0%) {0.2%) (1:1) (3:1)

Factores significativos (nivel)

Fig. 20 Factores significativos para la produccion
de diacetilo en cultivos mixtos. 2° serie de maiz
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Cuadro 50
Ecuacién de estimacién de medias de la 2° serie de cultivos en maiz.
Efecto del extracto de levadura y del inéculo en la produccién de diacetilo

Factores Medias (mg/Kg) gl Niveles
Significativos Nivel 1 Nivel 2 {n-1)
A  Extracto de 187.71 289.70 N-2: Extracto de levadura, 0.2
levadura %
B Relacidon entre 221.56 25585 N-2: Pd. pentosaceus: Lb.
cepas acidophilus, 3/1
Media 238.71 1

g.l. = grados de libertad

Wozen= A+ B - gl(pal)
W (az2.By = (289.7 + 255.85) - 2387
Ll (A2, B2) = 54555 - 238.71

1L (A2 B2 = 306.84 Diacetilo producido, mg/Kg
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El dhokia es un alimento hindd a base de cereal y crema con olor a mantequilla
(Joshi et al, 1989). Con el aobjetivo de comparar el balance de los principales
compuestos relacionados con el aroma y sabor producidos en la masa de maiz del Exp.
8, con la mejor pasta fermentada del dhokla evaluada en un analisis sensorial, se
calcularon los siguientes cocientes, después de unificar unidades: A G.V. totales / acido
factico: 0.438: 0.505 y diacetilo / &cido lactico: 0.437: 0.005 (Exp. 8 en maiz y cultivo de
dhokla, respectivamente). De estos valores se deduce que por cada gramo de acido
lactico formado, se produjeron cantidades semejantes de A.G.V. en los dos alimentos;
pero en la pasta fermentada de maiz, la relacion de diacetilo fue casi 100 veces mayor
que la del dhokla. Por lo tanto, el producto de maiz guarda el balance recomendado
entre los AG.V. y su respectiva acidez, en tanto gue se destaca por su elevada

produccion de diacetilo.

Seleccién de las condiciones de culfivo. El extracto de levadura pudo enriquecer a los
medios preparados a base de maiz, favoreciendo la produccién de diacetilo. Este efecto
positivo habia sido demostrado previamente en los cultivos axénicos de almidon con Pd.
pentosaceus; ademas de que también en esos cultivos hubo un notable consumo de
almidon. Se ha considerado al maiz como un medio de cultivo que proporciona todos los
nutrientes que requieren las bacterias lacticas amiloliticas para su crecimiento y
produccién de &cido lactico (Hamad y Fields, 1979, Mercier ef al., 1992). Granata y Morr

(1996) han observado que al enriquecer al maiz con péptidos pequefios y algunos
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cofactores, se estimula el crecimiento microbiano y la formacion de diacetilo, por eso el
extracto de levadura favorecio la produccion de diacetilo en esta serie.

La relacion de cepas seleccionada con un nivel de significancia de P< 0.10:
Pd. pentosaceus / Lb. acidophilus, 3.1, sefiala que las actividades metabolicas del
pediococo fueron mas importante para producir diacetilo que las del bacilo. Se
puede asumir que la utilizacion del almidén en los cultivos a base de maiz fue
llievada a cabo por las dos cepas, pues en los cultivos axénicos a base de almidon
se demostré que Lb. acidophilus era el mas amilolitico. La produccién del diacetilo,
por otro lado, se atribuye unicamente al metabolismo de Pd. pentosaceus. Aigunas
enzimas relacionadas con la biosintesis de diacetilo son inhibidas por fa presencia
de H;0, (Kaneko et al., 1990), pero Pd. pentosaceus produjo una pseudocatalasa
que pudo probablemente proteger ese metabolismo. A Lb. acidophilus no se le
atribuye importancia en el aroma, aungue cepas de esta especie se han utilizado
para enmascarar el aroma hierbal del yoghurt de soya, probablemente por aiguna
accion sobre fos lipidos (Mital y Steinkraus, 1976).

Yadav y Srinivasan (1985) atribuyeron el aumento en la produccién de
diacetilo en medios a base de crema lactea, al incremento de tamafo del inéculo de
bacterias lacticas de 1 a 3 %. En el presente estudio, la adicion de CaCOs; al medio
de cultivo pudo proteger la eficiencia de produccion del acido lactico y de aigunos
compuestos aromatizantes en los cultivos con menor cuenta viable inicial, de
manera semejante al comportamiento observado en los cuitivos de algunas bacterias

lacticas que fueron adicionadas de CO; (Louaileche et al., 1993).
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Conclusiones. Las condiciones de cultivo en medios a base de maiz seleccionadas
fueron: concentracidn de extracto de levadura en el medio: 0.2 %; cuenta viable total
al inicio de la fermentacion: 2 x 10° U.F.C./g de medio de cultivo y relacion de las
cepas: Pd. pentosaceus / Lb. acidophilus, 3:1. Otras condiciones de cultivo habian
sido seleccionadas previamente en los cultivos a base de almidon.

Habiendo determinado las condiciones de pretratamiento de maiz y las de
cultivo para la produccion de diacetilo en el producto; el siguiente objetivo fue
determinar los perfiles de produccién de diacetilo y de otros parametros importantes
relacionados con ese metabolismo. Con este fin, se llevé a cabo un cultivo en

medios semisdlidos a base de maiz, en las condiciones seleccionadas.



CINETICA DE FERMENTACION EN UN CULTIVO MIXTO A BASE DE MAiz

CON Pediococcus pentosaceus y Lactobacillus acidophilus.

Se realizaron dos cultivos en medios de maiz utilizando las condiciones previamente
seleccionadas para determinar la cinética de la fermentacion. El pretratamiento que
se dio al maiz fue: nixtamalizacion por 20 min; harina con tamafio de particula menor
a la malla 40, desengrasado y cocimiento durante 25 min. El medio de cultivo
semisolido preparado tuvo una humedad de 78%, y fue adicionado con extracto de
levadura, 0.2%, y CaCOs3, 0.03%. Los cultivos se inocularon con Pd. pentosaceus y
Lb. acidophilus con 2 x 10° U.F.C./g de masa, y una relacién entre las cepas de 3:1.
L.a incubacion se realizd a 32°C por 5 dias (120 h). En el primer cultivo, el muestreo
se realizd cada 12 h y en el segundo cada 3 - 6 h en las primeras 48 h, espaciando
luego el periodo de muestreo. Cada cultivo se llevd a cabo por duplicado. Los
parametros quimicos, fisicoguimicos y bioldgicos determinados en ambas series se
unificaron en la presentacion de los resultados. La dispersion de los datos {(error
exoerimental) fue verificada por medio del caiculo dei coeficiente de variacion (C.V.)
de cada muestra, y con esos resuitados se calculd el promedio de cada parametro

(C. V)
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CONSUMO DE SUBSTRATOS.

Los contenidos iniciales de los carbohidratos totales, de los azucares reductores y
del almidon (diferencia entre ambos) fueron: 96.51, 7565 y 2087 g/Kg,
respectivamente. Esta composicién varia dependiendo de la variedad del maiz, de
su estado de madurez y del procedimiento de elaboracidn de la masa. En este caso,
el cultivo inicié con un elevado contenido de azicares reductores. Tomando como
base las concentraciones iniciales de substratos, se consumi6 el 53.68% de los
carbohidratos totales, el 63.29% de los azucares reductores y el 18.84% del
almidén. Los valores de C. V. (%) de los carbohidratos totales y de los aztcares
reductores fueron: 3.43 y 5.32, respectivamente. Las cinéticas de consumo de los
carbohidratos totales y de los azucares reductores siguieron cinéticas diferentes
(Fig. 21. Durante las primeras 24 h se observo la maxima velocidad de consumo de
los carbohidratos totales, der = AC.T./At, alcanzando un valor de qcr = -1.28
ger/(1 @ h). Una segunda etapa de consumo lento  [ger = -0.31 get/(l @ h)] inicid a las
36 h y concluyd aproximadamente a las 96 h. La concentracion de azucares
reductores descendié durante las primeras 48 h de cultivo con una velocidad (gar =

AAR. / At) de -0.91 gagf(l ¢ h), hasta una concentracion residual de 30.63 +1.94 g/Kg.
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Fig. 21 Cinética de crecimiento de bacterias facticas y de consumo
de substratos en medio de maiz
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En este sistema no es probable que contribuyera la actividad diastésica del
maiz, como ocurre en el ogi (Adeyemi y Beckley, 1986), porque las condiciones de
nixtamalizacién, secado y cocimiento fueron lo suficientemente drasticas como para
inactivar a las amilasas vegetales. La utilizacion del almiddn durante tas primeras
6 h de cuitivo puede atribuirse a la actividad de una microflora mixta que incluye a
las bacterias lacticas, pues estas Ultimas suelen producir mas amilasas cuando
estan en crecimiento activo (Giraud et a/., 1994, Liy Chan, 1983, Sen y Chakrabarty,
1984). Ya en la fase estacionaria, la actividad enziméatica residual pudo prolongar la
degradacién lenta del almidén durante varios dias, del mismo modo que acurrié con

Lb. plantarum (Giraud et al., 1994).

CRECIMIENTO MICROBIANO.

Debido a que no se trabajé en condiciones estériles, al realizar los cultivos en placas
de agar de microindeulo — almidén para determinar las cuentas de bacterias lacticas,
se identificaron tres tipos distintos de colonias. Estos correspondieron a grupos
microbianos diferenciados por {a morfologia microscépica con tincion de Gram, y por

la respuesta a la prueba de la catalasa:



PRIMER GRUPO MICROBIANQ. Colonias puntiformes, con halo de acidez amarillo
por presencia del indicador azu! de bromo timol. La observacion microscépica indico
la presencia de unas colonias de bacilos cortos formando cadenas cortas y otras
colonias de cocos grandes en tétradas. Ambas bacterias fueron Gram (+) y catalasa
(-). Estas morfologias correspondian a las observadas previamente en los indculos

axenicos: Lb. acidophilus y Pd. penfosaceus, respectivamente

SEGUNDO GRUPO MICROBIANO. Colonias grandes, planas, de borde irregular y
aspecto seco; de crecimiento rapido y con formacion de halo azul (medio alcalino); la
morfologia microscdpica indicaba que eran bacilos Gram (+) largos, en cadenas; con

reaccion catalasa (+). Presumiblemente eran Bacillus spp.

TERCER GRUPO MICROBIANGO. Colonias medianas, convexas, de borde regular,
color blanco, himedas, brillantes; de crecimiento rapido y formacion de halo de
alcalinidad; con morfologia al microscopio de bacilos cortos, aislados, Gram (-) y con

reaccion catalasa (+). Se presume que eran Enterobacterias.

CINETICA DEL CULTIVO. Los tres grupos bacterianos se desarrollaron durante las
primeras 6 h de cultivo, predominando los dos Uultimos. Estas bacterias
contaminantes siguieron presentandose en menor proporcion hasta las 48 h de
fermentacién y a partir del tercer dia no se detectaron mas Bacillus spp. Las

Enterobacterias, por otro lado, se presentaron esporadicamente durante fas 120 h
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de cultivo. Los mismos grupos microbianos se observaron durante la fermentacion
de una pasta de haba, presentando ademas, periodos de actividad semejantes
(Mehari y Ashenafi, 1995). La inhibicién de Bacillus spp. después de las 48 h puede
atribuirse al descenso del pH, pues no se detectaron cuando éste fue inferior a 4.7.
Como las Enterobacterias soportan bien la acidez, estas bacterias pudieron
sobrevivir sin predominar en el cultivo; su inhibicién parcial puede atribuirse a la
posible actividad antimicrobiana de Pd. penfosaceus (Strasser y Manca, 1993) y de
Lb. acidophilus (Nahaisi, 1986).

Las cuentas viables de las bacterias lacticas se determinaron en placas libres
de contaminantes, para no exponerse a efrrores por inhibicién. La curva de
crecimiento mixto de este grupo de bacterias se presenta en la Fig. 21. La cuenta
inicial fue de 4.09 x 10° U.F.C./g; no se observo fase latente; la fase de crecimiento
exponencial fue de 12 h, después el desarrollo fue mas lento, hasta un maximo de
1.93 x 10° U.F.C./g a las 21 h. A partir de las 21 h se observo una fase estacionaria
durante el resto del cultivo.

En diversos cultivos sumergidos de almidon, las fases de crecimiento
guardaron cierta semejanza. La fase exponencial de Lb. acidophilus (Li y Chan,
1983) y de otros lactobacilos amiloliticos (Giraud et al., 1994; Sen y Chakrabarty,
1984) también duraron 12 h, pero uUnicamente Lb. plantarum presentd una fase
estacionaria de 6 dias (Giraud et al,, 1994). En el mawe, un alimento fermentado de
maiz, Pd. penfosaceus crecit durante las primeras 12 h unicamente, en tanto que

diversos lactobacilos, algunos amiloliticos, se desarrollaron hasta las 72 h



(Hounhouigan et al,, 1993). Cuando se inocularon silos de maiz {grano entero) con
Pd. pentosaceus, sdlo o mezclado con lactobacilos, las fases exponenciales fueron
muy cortas (6 h); la fase estacionaria de primer cultivo terminé a las 24 h, mientras
que el cultivo mixto se prolongd hasta las 72 h, debido a que la sobrevivencia de los
lactobacilos fue mas farga.

Las cuentas maximas de bacterias lacticas en otros cultivos amilaceos
también fueron similares a los del presente trabajo. En los dos cultivos de mawe,
éstas fueronde 1.9y 3.2 x 10° UFC/g (Cocconcelli ef af,, 1991), en el gari fue de
1 x 10° U.F.C./g (Ofuya y Nnajiofor, 1989), y en el siljo de 6.6 x 10'° UFC/g (Mehari y
Ashenafi, 1995).

La preparacion de los medios de cultivo se realizd en una campana de flujo
laminar usando agua y utensilios estériles. Sin embargo, el maiz y la cal pudieron
contribuir con una flora microbiana heterogénea en lfa masa que no fue eliminada
completamente en las operaciones de pretratamiento. Considerando que la masa de
maiz es un pésimo conductor de calor, la esterilizacion de los medios por calor
hubiera significado un gasto excesivo para un proceso de posible aplicacion
industrial, por lo que esta operacién no era recomendable. Ademas, el cocimiento

excesivo hubiera cambiado el sabor y la consistencia de la masa.
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Los microaorganismos que se presentan en las fermentaciones a base de maiz
pueden ser diferentes en cada lote; por ejemplo, Akinrele (1970) aislo
Corynebacterium sp., Aerobacter cloacae, Lb. plantarum, Candida mycoderma,
Saccharomyces cerevisiae y Rhodotorufa; mientras que Adegoke y Babalola (1988)
detectaron la presencia de Klebsiella oxytoca, Bacillus subtillis y S. cerevisiae en las

primeras 48 h de fermentacion.

CINETICA DE LA FERMENTACION LACTICA.

La cinética de produccidn de acido lactico en el medio semisdlido de maiz se
muestra en la Fig. 22. Se observa una primera fase de produccion de las 9 a las 24
h, con la mayor velocidad de produccidn det cultivo (gae. = AAL. / At), con un valor
de 0.10 gac/(l » h); esta fase correspondid a un incremento del potencial eléctrico
(Eh), a un decremento del pH de aproximadamente una unidad (Fig. 22), y a la fase
exponencial de crecimiento microbiano (Fig. 21). De las 24 a las 84 h de cultivo se
presentd otra fase de produccion de &acido lactico mas lenta, con un valor de
Oac. = 0.05 gacL /(! @ h). En esta fase se observé ademas un incremento gradual del
potencial Eh, una lenta disminucién del pH hasta llegar a 4.5, y una prolongada fase

estacionaria de la curva de crecimiento microbiano.
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La disminuciéon del pH en los medios amilaceos influye en las actividades
enzimaticas y fermentativas, aumenta la capacidad de hidratacion de las proteinas
haciéndolas mas asimilables, ablanda la masa (Barber et al., 1987), y contribuye a
inhibir a los microorganismos contaminantes.

Los valores iniciales de concentracidn de acido lactico, de pH y de potencial
Eh fueron: 0.13 g/Kg, 6.47 y 50.5 mv, respectivamente; y los correspondientes
valores finales fueron: 4.8 g/Kg, 4.48 y 154 mv. La dispersion de los datos fue baja,
considerando los valores de C. V., que en el mismo orden fueron: 4.58%, 0.31% y
1.26%. Se produjo mas acido lactico en este cultivo (4.67 g/Kg) que en el de |a 22
serie de maiz (2.37 g/Kg), debido probablemente a la concentracion inicial de
azucares reductores.

La acidez obtenida en un alimento fermentado debe estar tambien dentro de
los parametros de aceptabilidad gustativa, que dependen de cada producto. Por
ejemplo, mientras que el yoghurt sabe mejor si el acido lactico se encuentra entre
8.5y 12 g/Kg (Tamime y Deeth, 1980), los niveles de aceptabilidad mas altos para
algunos alimentos amilaceos como las salsas de semillas (Coleman y Ooraikul,
1989) o el puré de platano (Porres et al., 1985), fueron mas altos cuando el acido
lactico estaba entre 3.3 y 5 g/Kg.

El potencial Eh inicial de este cultivo fue mas bajo que los observados en la
22 serie de maiz (218 - 232 mv). En ambos casos se observaron composiciones y

valores de pH iniciales similares, por lo que la diferencia en el Eh puede atribuirse al



efecto del aire incorporado a las masas durante el mezclado. En la 2° serie de maiz
hubo una mayor disolucion de O, porgue cada frasco se mezcld por separado en la
campana de flujo laminar, debido a que tenian concentraciones diferentes de indculo
y de extracto de levadura. En el cultivo presente se mezclo todo el medio inoculado
en un solo recipiente antes de llenar los frascos, por lo que la incorporacién de aire
fue menor

El coeficiente de correlacién inversa calculado entre los perfiles de pH y Eh
de la Fig. 22 fue muy elevado, r* = -0.9939. Este valor indica que la caida de pH fue
el factor principal en el cambio de potencial Eh; esta tendencia es normal en las
fermentaciones en donde el resto de los factores no influye notablemente (Ishizaki
et al., 1974). Fields et al. (1981) atribuyeron a cepas de Pd. pentosaceus y a algunas
especies de lactobacilos amiloliticos ta capacidad de elevar el Eh de un cultivo mixto

a base de maiz, alcanzando valores estables de 300 y 450 mv.

CINETICA DE PRODUCCION DE ACIDOS GRASOS VOLATILES (A.G.V.).

En la Fig. 23 se presentan las curvas de cinética de produccion de los A.GV.
(acidos acetico, propidnico y butirico) que se obtuvieron en la fermentacidn en
medios a base de maiz. El orden de abundancia entre ellos fue: acido acético >
acido propionico > acido butirico. Los valores de C. V. (%) calculados para estos

acidos fueron: 4.36, 2.94 y 4.10, respectivamente.
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La concentracion inicial de los A.G.V. proviene de los lipidos del maiz, dando
una concentracion de los tres acidos analizados muy semejante. La produccién de
los A.G.V. durante el cultivo puede atribuirse al metabolismo de los tres grupos
microbianos mencionados previamente (McFaddin, 1980; Parés y Juarez, 1997),
considerando que Baciflus spp. estuvieron muy activos en las primeras horas del
cultivo, mientras que las bacterias lacticas y las Enterobacterias sobrevivieron

durante tode el cultivo.

PRODUCCION DE ACIDO ACETICO. La concentracion inicial del cido acético fue
de 368 mg/Kg, incrementandose en varias etapas durante el cuitivo. La mayor
velocidad de produccion se presenté durante las primeras 9 h, coincidiendo con un
periodo poco activo de produccién de acido lactico (Fig. 22), con uno de consumo
acelerado de carbohidratos totales y con la fase exponencial de las bacterias
lacticas (Fig. 21). Sin embargo, no guardé relacién evidente con el perfil de azucares
reductores. La siguiente fase inicio¢ inmediatamente después, tuvo menor velocidad y
termind a las 96 h de cultivo, llegando a acumular 1 118 mg/Kg. La maxima
concentracion de acido acético fue superior a las observadas en la 12 y 22 series de
maiz, en donde se produjeron 566 y 459 mg/Kg, respectivamente.

Las dos bacterias lacticas inoculadas en la presente fermentacion son
homolacticas, pues el metabolismo inicial del substrato se realiza por la via de la

glucdlisis. Sin embargo, el metabolismo del piruvato de Pd. pentosaceus es



especialmente activo y pudo formar &cido acético, como se observd en ei dltimo
cultivo axénico en almidon, donde forma 204 mg/l. Otras cepas de Pd. pentosaceus
han sido también capaces de producir &cido aceético a partir del consumo de hexosas
y pentosas (Tetlow y Hoover,1988). En contraste, Lb. acidophilus fue menos activo
en el cultivo axénico en almidén, pues produjo solamente 78 mg/Kg.

Una concentracion de acido acético de 188 mg/l en el dhokla (producto
fermentado y cocido, a base de cereal y cuajada lactea) fue considerada
sensorialmente aceptable (Joshi et al.,, 1989). El exceso de este acido es indeseable

porgue puede impartir un aroma a vinagre en los productos fermentados.

PRODUCCION DE ACIDO PROPIONICO. El contenido inicial de &cido propionico
fue de 325 mg/Kg y no hubo formacidn durante las primeras 12 h. A partir de ese
momento inicid la fase de produccion, |a cual alcanzé la maxima concentracidn, 920
mg/Kg, a las 60 h, para disminuir después lentamente. La concentracion maxima del
cultivo super6 a las observadas en la 12 y en la 22 series de maiz, cuyos valores
fueron de 213 y 708 mg/Kg, respectivamente. Las concentraciones maximas en los
cultivos de maiz pueden considerarse muy elevadas si se comparan con las que
tuvieron buena aceptabilidad en el dhokla, 72 mg/l (Joshi et al, 1989) o en el
yoghurt, 179 mg/Kg (Laye et al., 1993).

Aunque previamente Pd. pentosaceus y Lb. acidophilus habian mostrado su
capacidad de formar pequefas cantidades de éacido propionico en los cultivos

axénicos en almidén (58 y 35 mg/Kg, respectivamente), su produccion en el cuitivo
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mixto en maiz no parece estar ligada al crecimiento de las bacterias lacticas (Fig.

21), pues su formacion ocurrié durante la fase estacionaria.

PRODUCCION DE ACIDO BUTIRICO. El acido butirico inicié con 327 mg/Kg (Fig.
23). Este valor se mantuvo mas o menos constante hasta las 48 h y después
empez0 a disminuir lentamente hasta llegar a una concentracion final de 305 mg/Kg,
por lo que la pérdida neta fue de 22.5 mg/Kg al término de la fermentacién. Estos
resultados demuestran que la seleccion de condiciones de pretratamiento de maiz
fue la apropiada para que no se incrementara la concentracion de este acido. Sin
embargo, la concentracion de este acido fue mas elevada que el observado en el
dhokia, 74 mg/l (Joshi et al,, 1989), o en el queso cheddar, 50 mg/Kg (Dacremont y
Vickers, 1994), los cuales contribuyeron con los aromas agradables detectados. Es
importante tener un control de este acido porque en exceso imparte un fuerte aroma
nauseabundo e indeseable.

Es importante mencionar que el contenido total de A.G.V. en la masa fue
menor a las 12 h de cultivo, 1 312 mg/Kg que al término del mismo, 1 886 mg/Kg.
Estos valores fueron notablemente superiores al reportado en el Dhokla, 696 mg/Kg
(Joshi et a/, 1989), por lo que podrian alcanzar un nivel sensorial objetable. La altla
produccion de acido acético (1 118 mg/Kg) y de acido propionico (920 mg/Kg) pudo

deberse a la elevada concentracion inicial de azucares reductores.
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CINETICA DE PRODUCCION DEL DIACETILO.

La curva de produccion de diacetilo se muestra en la Fig. 23. EI C. V. de este
parametro fue de 1.17%. La concentracidn inicial fue de 226.73 mg/Kg; pero a partir
de las 3 h de cultivo la produccion se acelerd bruscamente hasta las 12 h,
acumulando 779.56 mg/Kg. El incremento neto en ese periodo fue de 552.83
mg/Kg, valor que superd al maximo obtenido en la 22 serie de maiz (311.60 mg/Kg).
Después de la 12 h de fermentacién, la concentracion de diacetilo disminuyd muy
rapidamente. Esta actividad origind que apenas a las 24 h del cultivo, su
concentracion hubiera disminuido a 287 mg/Kg, para mantenerse mas o menos
constante en el resto del cultivo. Es decir, la produccién de diacetilo se presento
durante la fase de crecimiento exponencial. Es conveniente parar la fermentacion en

ese momento y proponer un método para conservar €l diacetilo.

PARAMETROS CINETICOS. Se aplicaron las ecuaciones para la formacion de los
metabolitos primarios (Pirt, 1975) en la produccion de diacetilo a pesar de que se
tratd de un cultivo mixto, debido a que su produccion estuvo asociada directamente
a la cinética de crecimiento de las bacterias lacticas (Fig. 21). Con estas ecuaciones
se calcularon algunos pardmetros cinéticos, cuyos resultados se presentan en el

Cuadro 51.
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Cuadro 51
Parametros cinéticos de crecimiento de bacterias lacticas
y de produccién de diacetilo en el cultivo de maiz con
Pd. pentosaceus y Lb. acidophilus (periodo: 0 - 12 h)

Parametro Valores
uo = (In X/Xo) / At 0.4705" 1/h
AX = X -Xg 5.9245 IN (U.F.C. / Grasa)
Ap = P-pPo 571.7497 UQODiac / Omasa
Yorx = ApIAX 96.5063”  ugpic/ In (UF.C)
a = Yexeu 45.4022 UGnrac / [IN (U.F.C.) o h]
Poiac = AP / At 476458 goic/(Gmesa®h) |

a) Con coeficiente de regresion, r’ = 0.9715
b) Con coeficiente de correlacidn = 0.8972



Lb. acidophilus y Pd. pentosaceus en el cultivo mixto presentaron una
velocidad especifica dé crecimiento de p = 0.47 1/h, que es un valor es semejante
a los reportados en la literatura para las bacterias lacticas. FPd. pentosaceus
cultivado en medios a base de azucares simples presentd velocidades de
crecimiento de p = 0.17 - 0.19 1/h, determinadas por Rodriguez y Manca (1994),
y de p=022-127 1/h, reportadas por Blickstad y Molin (1981). Un valor de
u = 0.3 1/h fue calculado a partir de los datos de crecimiento de Lb. acidophilus en
medio de maltosa, en cultivos realizados por Li y Chan (1983).

La formacion de diacetilo (Fig. 23) coincidid ademas con la etapa de consumo
acelerado de los carbohidratos totales (Fig. 21). Aunque disminuyeron también los
azucares reductores en esa etapa, el consumo de éstos Ultimos no se detuvo sino
hasta varias horas después de que habia terminado la produccién de diacetilo,
favoreciendo probablemente la acumulacién de altos niveles de A G.V.

Durante la etapa de produccién acelerada de diacetilo se incrementaron
ligeramente la concentracién de acido lactico y el potencial Eh; pues a las 12 h de
cultivo, estos parametros valieron 0.665 g/Kg y 73.75 mv, respectivamente.

Potenciales eléctricos semejantes se han observado en ambientes de
microaerobiosis en los cultivos microbianos (Ishizaki et al, 1974). Sin embargo,
Klaver ef al. (1992) aconsejan airear los productos de fermentacion lactica antes de
almacenarlos, para elevar el potencial Eh y prolongar la estabilidad del diacetilo

formado.
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La formacion de diacetilo en este cuitivo mixto se atribuyé principalmente a la
actividad de la cepa de Pd. pentosaceus inoculada, pues la de Lb. acidophilus no es
capaz de producirlo (Verde ef af, 1995). Litopoulou et al. (1989) evaluaron la
capacidad de formar diacetilo de 59 cepas de Pediococcus spp., de las cuales 51
fueron positivas, por 1o que se deduce que la actividad es frecuente en esta especie.
Aunque diversas especies del género Bacillus y de las Enterobacterias tienen la
capacidad de producir diacetilo (McFaddin, 1980; Parés y Juarez, 1997), no se
considera que en este cultivo hayan contribuido significativamente, pues el
incremento fuerte del producto no se prolongo hasta las 48 h como Baciflus spp., ©
hasta el final del cultivo como las Enterobacterias.

Algunos compuestos del medio o formados durante el cuitivo pudieron infiuir
en la biosintesis del diacetilo. En los cultivos axénicos sumergidos que se realizaron
previamente con Pd. pentosaceus en medios con almidon en este trabajo, la
concentracion alta de glucosa inicial (1%) favorecid la produccion de diacetilo, en
lugar de inhibirla. En los cultivos de maiz no se adiciond ningun carbohidrato extra a
la masa, por lo que los azucares reductores provenian iniciaimente del maiz, y
posteriormente de la hidrélisis del almiddn por la amilasas bacterianas. Durante las
primeras 12 h de este cultivo de maiz, los carbohidratos consumidos fueron la fuente
energética del crecimiento de las bacterias lacticas, produciendo también diacetilo.

Cogan ef al (1989) lograron mejorar el rendimiento de diacetilo con
Lactococcus Jactis limitando la biosintesis del acido lipdico. El acido lipdico es el

cofactor de la enzima piruvato deshidrogenasa, ia cual compite por el piruvato con la



enzima «o-acetolactato sintetasa; fa primera enzima orienta a la formacion de
acetato, mientras que la segunda inicia una de las rutas de biosintesis de la
acetoina + diacetilo. Shimazu et él. (1985) por otro lado, determinaron que el ion
Co® incrementa la formacion de diacetilo al favorecer la actividad de la enzima
o-acetolactato sintetasa. En el presente cuitivo el medio era complejo, tanto por el
maiz como por el extracto de levadura afiadido; este Gltimo es una fuente reconocida
de acido lipdico, de Co** y de otros micronutrientes; sin embargo, ya desde la 22
serie de maiz se determind que la adicion de extracto de levadura favorecia la
farmacidn del diacetilo.

Después de las 12 h del cuitivo en maiz la concentraciéon de diacstilo bajo
drasticamente. Esta disminucion pudo deberse a que el crecimiento de las bacterias
lacticas fue mas lento después de las 12 h, mientras que el consumo de azucares
reductores continué con la misma velocidad hasta las 36 h (Fig. 21). Estas
condiciones son propicias para formar un exceso de NADH, y una consecuente
pérdida de diacetilo, como se ha observado en otros sistemas. Kaneko ef al. {1990)
determinaron que cuando una bacteria [actica consume glucosa muy rapidamente
con una produccion de acida lactico lenta, puede acumular un exceso de NADH;
Este cofactor es acoplado entonces por la enzima diacetil reductasa, la cual
transforma el diacetifo en acetoina (compuesto inodoro), liberando NAD®. Keenan et
al. (1966) estudiaron la formacion de diacetilo por Lac. /actis subsp. /actis biovar.

diacetilactis en leche, donde se formd la maxima concentracidon de diacetilo



(2.55 mg/l) entre las 10 -~ 12 h de cultivo. Después de ese periodo, también se inicid

la reduccion de este producto en acetoina.

CONCLUSIONES.

» La utilizacion lenta de los carbohidratos no-reductores por las bacterias lacticas
prolongaron la fase estacionaria y la de formacién de acido lactico.

s las bacterias lacticas inoculadas predominaron en el cultivo, pero la
contaminacion por Bacillus spp. y Enterobacterias pudo contribuir a hidrolizar el
almiddn, asi como a elevar las concentraciones de acido lactico y de A.G.V. en la
masa fermentada.

e El potencial eléctrico (Eh) de este sistema fue influenciado inicialmente por la
cantidad de aire incorporado en el mezclado del medio de cultivo; pero ya durante
la fermentacion, el factor determinante para que el producto adquiriera un valor
medio de Eh fue el cambio de pH.

¢ La produccion de acido butirico fue baja, debido a la aplicacion de las condiciones
de pretratamiento de maiz seleccionadas previamente.

e La cinética de produccion de diacetilo estuvo asociada directamente a la cinética
de crecimiento de las bacterias lacticas.

e Al descender la velocidad de crecimiento de las bacterias lacticas, la biosintesis
del diacetilo se interrumpio, mientras que los azicares reductores siguieron

consumiéndose a la misma velocidad.



e En las presentes condiciones de cultivo, el tiempo oOptima para detener la
fermentacion fue de 12 h, ya que en ese momento se obtuvo la mayor
concentracion de diacetilo y aun se tenian niveles bajos de A.G.V., con una
concentracion de acido lactico baja.

e Las concentraciones maximas de los acidos lactico y butirico obtenidas,
estuvieron dentro de los niveles usuales en las fermentaciones amilaceas; y las
concentraciones maximas de los acidos acético y propidnico, ademas de la del
diacetilo, fueron mas altas que las correspondientes en sistemas similares,

incluyendo a los cuitivos sumergidos en almidén.



LOCALIZACION DE LAS AMILASAS EN LAS CELULAS Y DETERMINACION

DE SUS ACTIVIDADES.

Cuando se realizaron los cultivos axénicos en medios a base de almidon se observé
que los mayores consumos de almidén in situ no ocurrieron en los cultivos que habian
presentado las actividades amiloliticas extracelulares mas elevadas, detectadas en
ensayos in vitro. Se plantearon algunas hipotesis para explicar este comportamiento.
Como Pd. pentosaceus si fue capaz de consumir almidon in situ, pero no se detectd
actividad amilolitica en el caldo de cultivo; la enzima puede estar ligada a la pared
celular o en el citoplasma. Ya que los cultivos de Lb acidophilus con mayor consumo
de almidon no fueron los que presentaron la mayor actividad en el ensayo enzimatico in
sifu, probablemente existe una amilasa adicional ligada a la célula; o bien, los
componentes del caldo de cultivo pudieron afectar la actividad hidrolitica extracelular.
Para comprobar estas hipotesis se realizaron cultivos axénicos en medios de
almidén. Se determinaron las actividades amiloliticas en extractos crudos obtenidos
de los cultivos axénicos de Pd. pentosaceus o de Lb. acidophilus. Los extractos
fueron preparados de tres fracciones: el caldo de cultivo clarificado, los sedimentos
de céiulas rotas (pared y membrana citoplasmica) y ia fraccion intracelular. Se realizo
un cultivo para cada cepa utilizando las mismas condiciones ambientales y de
composicion seleccionadas en las series 12 y 22 en medio de almiddn. La
concentracién de CaCO; fue establecida a 0.03% y la temperatura de incubacion a

28°C. Sin embargo, en esta serie se utilizaron concentraciones bajas de glucosa y de
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almidon (0.5%), con el objetivo de tener la minima concentracidon de carbohidratos
residuales al final de la fermentacion para facilitar los analisis enzimaticos. Los
analisis quimicos se realizaron al inicio y final de la fermentacion, se determiné el pH,
la concentracion de acido lactico, de carbohidratos totales y de azucares reductores.
Adicionalmente, se cuantificaron los contenidos de los A.G.V. y del diacetilo por C.G.
Los andlisis biologicos aplicados fueron los siguientes. determinacién de la cuenta
viable de bacterias lacticas y de las actividades amiloliticas de extractos crudos de las
células rotas (en sedimentos y sobrenadante) y del caldo centrifugado. El valor
obtenido se relacioné a la cuenta de células viables y luego al volumen de caldo
fermentado, a fin de presentar los resultados de actividad en unidades
internacionales (U: cantidad de enzima que libera 1 umol de glucosa/min, en las
condiciones de ensayo). Como en los cultivos previos, aqui también se caiculé el
coeficiente de variacion {C.V.) a muestras iniciales y finales de cada parametro, para

determinar el error experimental. Después se calcularon los promedios ( C. V. ).

CULTIVO CON Pd. pentosaceus.

El resumen de los analisis quimicos y fisicoquimicos realizados al cultivo se presenta
en el Cuadro No. 52, en éste se observan cambios moderados de pH, produccién de
acido lactico y consumo de carbohidratos (totales, reductores y almidén), pues la
temperatura de incubacion no era la mas favorable para el metabolismo de produccién

de acido lactico, segun se determino en las series previas.



Cuadro No 52
Resumen de los datos analiticos del cuitivo en almidon con
Pd. pentosaceus para determinar actividad amilolitica

Parametros Inicial Final c.ve Cambio

analizados (x) (x) (%) |(final - Inic.)
pH 6.5 466 0.15 1.84
Ac. lactico (o) 0.59 1.49 10.37 0.90
Carb. Tot. (gl 15.48 11.40 117 -4.08
Azic. Red. (@ 539 3.69 5.70 -1.70
Almidon® (g 10.09 7.71 - -2.38
Ac. acético®”  (mgll) 76.85 | 203.79 15.11 126.94
Ac. propionico® (mgfl) 2808 58.38 6.28 30.30
Ac butirico®”  (mg/l) 26.21 30.75 11.09 454
Diacetilo” (mg/l) 18.86 58.70 471 39.84

a) Valor calculado: Carb. Tot. - Azuc. Red

b) Determinado por C.G.L.

¢) Coeficiente de variacion de los experimentos: C. V.= (Desv. Est./Prom.) e 100
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El analisis de C.G. indico que la produccion conjunta de los A.G.V. (293 mg/Kg)
se considerd baja si se compara con la de los acidos grasos libres producidos en
ensilados vegetales (3200 - 16,000 mg/Kg), donde la fermentacién es heterogénea y se
realiza a mayor temperatura (Margalith, 1981; Watson et al.,, 1984). Un bajo contenido
de A.G.V. es deseable en la nota aromatica tipo mantequilla donde el aroma impartido
por e! diacetilo debe ser el dominante. Como en los experimentos anteriores, la
produccion de acido acético fue relativamente mayor que las de los acidos propidnico y
butirico. El diacetilo acumulado fue de 58.7 mg/Kg, que es un nivel menor que los
producidos en las series 2 y 3 en almidon. Los valores promedio de los coeficientes de
variacién ( C. V. ) de los pardmetros quimicos analizados indican que en general, la
variabilidad de los datos fue aceptable, aunque en el caso del acido acético, ésta fue un
poCco mayor.

Los resultados de los andlisis bioldgicos (microbiolégicos y enzimaticos) se
muestran en el Cuadro 53. Es interesante observar que a pesar de que el medio de
cultivo no tenia la riqueza y el equilibrio nutrimental de la leche, la cuenta de bacterias
lacticas alcanzada después de la fermentacion de almidon fue elevada (9.7 x 107
U.F.C./ml); sobrepasando la cuenta de bacterias lacticas minima que establece la
norma oficial NOM-002-SCFI-1993 (SECOF!, 1993) para el yoghurt, que es de 2 x 10°

U.F.C./mil.



Cuadro No. 53
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Resumen de los analisis biolégicos del cultivo en almidon con
Pd. pentosaceus y Lb. acidophilus para determinar actividad amilolitica

ursny?

Parametros Pd. pentosaceus Lb. acidophilus

Valor ( x) | C.V." (%) |Valor( x) | C.V.” (%)
Cuenta viable (U.F.C./ml) x 107 9.7 0.96 2.4 3.09
Act. amilotitica extracelular (U / H® 0 - 41873 263
Act. amilolitica ligada a pared celular 47 .32 0 6.16 9.07

a) U /I Cantidad de enzima que libera 1 pmol de glucosa/min, por cada litro de caldo fermentado
(Fracc. correspondiente); pH= 5.5; Pd. pentosaceus a 30°C y Lb. acidophilus a 37°C
b) Coeficiente de variacién de los experimentos: C.V.= (Desv. Est./Prom.) « 100



La actividad amilolitica extracelular fue determinada en este caso a dos
temperaturas: a 30 y a 37°, que son representativas del rango de 25 - 55°C, que ha
sido utilizado por otros autores para las amilasas de bacterias lacticas (Champ et al,,
1983; Giraud et al., 1993; Li y Chan, 1983; Qlympia et al, 1995; Sen y Chakrabarty,
1984). No se observé actividad de amilasas extracelulares por esta cepa en las
condiciones de ensayo, lo que es congruente con las caracteristicas indicadas para
esta cepa en el Manual de Bergey's (Garvie, 1986). Sin embargo, el seguimiento
cuantitativo del almidén mostré claramente que el microorganismo tenia la capacidad
de dtilizarlo. Por lo que se realizaron ensayos para buscar la posible actividad ligada
a la célula usando extractos enzimaticos no purificados de la fraccidn de sedimentos
de las células rotas (pared celular y membrana citopldsmica) y de la fraccion
citoplasmica (intracelular). Los ensayos demostraron que la unica actividad (47 U/l)
de Pd. pentosaceus se detectd ligada a la pared celular, realizada a 30°C y pH =55
(Cuadro No. 53) y los valores de los coeficientes de variacion promedio ( C. V. ) de
los andlisis biolégicos mostrados en el mismo cuadro indicaron que existid una
dispersion de resultados aceptable.

La mayor parte de las amilasas estudiadas en las bacterias lacticas son
extracelulares, las actividades observadas varian ampliamente dependiendo de la
cepa, de las condiciones de cultivo y del ensayo. Las actividades de diversas amilasas
extracelulares, intracelulares y ligadas a la pared celular de algunas especies de
lactobacilos se han encontrado en el rango de 0.17 - 240,000 U/l (Champ et af,1983;

Giraud et al., 1993; Iman et al, 1991; Li y Chan (1983); Olympia et al., 1995, Sen y
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Chachrabarty, 1984). Dentro de los pediococos, Pd. damnosus es un activo productor
de acidez en medios a base de almidén (Garvie, 1986), mientras que para Pd.
pentosaceus, aislado de substratos amilaceos (Merseburger et al, 1995; Olsen et al,,
1995; Oyeyiola, 1991) no hay reportes de caracterizacion de amilasas; sin embargo,
hay evidencias de que algunas enzimas de Pd. pentosaceus que utilizan oligosacaridos
estén generalmente codificadas en plasmidos (Gonzalez y Kunka, 1986), como en los
casos de las a- amilasas de Lb. plantarum (Olympia et af, 1995) y de Lb. amyloborus

(Iman et al,, 1991).

CULTIVOS CON Lb. acidophilus.

Los resultados de los analisis quimicos (Cuadro 54) muestran que no hubo mucha
produccion de acido lactico (1.83 g/l), lo que se reflejd en una ligera disminucion def pH
y poco consumo de carbohidratos (totales, reductores y almidén). Este comportamiento
se debid a que el cultivo se llevd a cabo a 28°C, mientras que la Optima para Lb.
acidophilus es de 35 - 38°C, produciendo en este caso hasta 3.05 g/l de acido lactico
(Kandler y Weiss, 1986, Nahaisi, 1986; Verde et al, 1995).

El analisis de C.G. (Cuadro 54) indicé que este lactobacilo formd muy peguefas
cantidades de A.G.V., predominando el acido propidnico sobre los acidos acético y

butirico.



Cuadro 54
Resumen de los datos analiticos del cultivo en almidon con
Lb. acidophilus para determinar actividad amilolitica

Parametros Inicial Final c.v.@ Cambio
analizados (x) (x) (%) |(final - Inic.)
pH 6.48 4.47 0.24 2.01
Ac. lactico (g 1.22 3.05 2.93 1.83
Carb. Tot. (a/) 14.52 11.77 1.03 2.75
Az(c. Red. (o) 5.00 3.57 8.36 -1.43
Almidén® (g/) 9.52 8.20 - -1.32
Ac. acético®  (mgll) 67.72 77.71 8.14 9.99
Ac. propionico® (mg/l) 23.19 35.09 5.00 11.90
Ac. butirico®  {mg/) 26.18 30.61 7.60 443

a) Valor calculado: Carb. Tot. - Azdc. Red.

b) Determinado por C.G.L.

c) Coeficiente de variacion de los experimentos: C.V.= (Desv. Est./Prom.) 100
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Lb. acidophilus es una bacteria conocida por desarroliar lo que se conoce como
“acidez plana” durante la fermentacion lactica, porque produce casi exclusivamente
acido lactico y su contribucion al aroma no es importante (Nahaisi, 1986).

Los valores de C. V. de los analisis quimicos realizados en este cultivo
indicaron una dispersion de datos muy baja.

El Cuadro 53 muestra los datos de los andlisis biolégicos aplicados a esta cepa.
La cuenta viable final fue elevada, sobrepasando la minima deseable en el yoghurt
(SECOFI, 1993) vy las de los cultivos mixtos de la 32 serie en almiddn. La cepa de
Lb. acidophilus mostrd una buena actividad amilolitica extracelular en el ensayo
realizado a 37°C (4,187.3 U/l), mientras que a 30°C no se detectd actividad. Se
encontré poca actividad (6.16 U/l) a 37°C en la fraccién de los fragmentos
sedimentados de las células rotas (pared celular y membrana citoplasmica), aungue no
observo actividad en la fraccion intracelular a 37°C.

Se detectado actividades amiloliticas de Lb. acidophilus cuando los ensayos se
realizan entre 37 - 55°C, con pH entre 5-6.5 (Champ et a/,1983; Li y Chan 1983)
Champ et al. (1983) detectaron una amilasa extracelular de actividad muy baja en una
cepa de esta especie. Las actividades de las amilasas intracelulares de algunas cepas
estudiadas fueron variables: 1.69 U/l y 0.169 U/l pero no se detectaron amilasas
ligadas a la pared celular. Por otro lado, Li y Chan (1983) demostraron que la edad del
cultivo era determinante en las actividades de las enzimas o-glucosidasa de Lb
acidophilus, pues durante un crecimiento microbiano de 26 h, la fraccion intracelular

alcanzd una actividad de 240 000 U/l, mientras que en la pared celular era de 73 333
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U/l Después, las actividades cayeron drasticamente al iniciar {a fase estacionaria. Estos
autores no detectaron actividad extracelular

En el presente trabajo la actividad amilolitica extracelular fue notoriamente mas
alta que la ligada a la pared celular (Cuadro 53). Estos resultados pudieron estar
influenciados tanto por la cepa, como por la edad det! cultivo, que fue muy largo (5 dias).
Al existir dos amilasas que contribuyeron a la hidrolisis del almiddn durante el cultivo,
las condiciones que las favorecian o inhibian pudieron ser diferentes para cada una, por
lo que las enzimas deben caracterizarse por separado en trabajos futuros. Ademas, el
consumo global de almidén in situ esta influenciado por ambas actividades, o que
origina las diferencias con respecto a lo observado en los ensayos de actividad

extracelular.

CONCLUSIONES.

Ambos cultivos presentaron baja actividad de consumo de substratos y de produccion
de acido lactico. Esta baja acidez favorecid el crecimiento microbiano. Entre las dos
cepas, Pd. pentosaceus fue la que formé mas biomasa; debido posiblemente a que la
temperatura de cultivo era mas apropiada para esta bacteria que para Lb. acidophilus.
Ambas cepas produjeron A.G.V. pero con un perfil diferente, pues mientras Pd.
pentosaceus acumulaba mas A.G.V. con predominio del acido acético, Lb. acidophilus
producia niveles bajos de los tres A.GV. cuantificados, predominando el &cido

propidnico.
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Se determinaron dos amilasas producidas por Lb. acidophilus, una que excreté
al caldo y otra menos activa ligada a la pared celular, entre ambas, la mayor actividad
fue la de la amilasa extracelular.

Por otro lado, esta es la primera vez que se demuestra que Pd. pentosaceus es
capaz de producir una amilasa;, ésta se ubico en la fraccion con fragmentos de la pared
celular, aunque con una actividad muy baja.

Estos resultados justifican el consumo de almidon que se observo durante la
fermentacion lactica de las series de cultivos axénicos anteriores. E! consumo de
carbohidratos y las producciones de lactato y de diacetilo fueron menores a las
observadas en la 22 serie de almidon; este comportamiento pudo deberse a que las
concentraciones iniciales de glucosa y almidon en estos cultivos fueron mas bajas que
en dicha serie Por otro lado, se observo que la actividad amilolitica extracelular de Lb.
acidophilus fue superior a la observada en la 22 serie en almidén, debido posiblemente

a que la baja acidez no fue inhibitoria en esta serie
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VIl. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

CONCLUSIONES

CULTIVOS AXENICOS EN ALMIDON.

El consumo de almidén por Pd. penfosaceus a los 5 dias se vio favorecido por la
temperatura de incubacién de 28°C, por |la ausencia de glucosa en el medio y por
la interaccion de CaCO3 (0.02%) con la ausencia de glucosa.

En los mismos sistemas de fermentacién, Lb. acidophilus presentd un consumo
de almidon altamente significativo en cuitivos realizados a 28°C, anadidos de
glucosa (1%) y CaCOs; (0.03). Ademas, el extracto de levadura y la interaccién de
los dos primeros factores mencionados fueron significativos.

La actividad amilolitica extracelular de Lb. acidophilus determinada in vitro fue
altamente a una temperatura de 35°C. Otros factores que influyeron fueron:
glucosa (1%), v las ausencias de citrato y treonina.

No se detectd actividad de amilasa extracelular en los cultivos de Pd.
pentosaceus.

En cuanto a la produccion de diacetilo por Pd. pentosaceus en los cultivos

axénicos de almiddn, los factores que influyeron con alta significancia fueron: la



temperatura de incubacidn de 28°C, la presencia de glucosa (1%), de extracto de
levadura y de CaCO3 (0.03%) en el medio.
s [l citrato no afectd la produccion de diacetilo por Pd. pentosaceus, a pesar de

haber sido asimilado.

CULTIVOS AXENICOS MIXTOS EN ALMIDON

e En los cultivos axénicos mixtos de almiddn la mejor temperatura para la
produccién de diacetilo fue de 32°C. El consumo de almiddn fue muy bajo en toda
la serie. explicado probablemente por la acidificacion excesiva.

o En ios cultivos mixtos de almidon fa concentracion de diacetilo fue mas elevada
que la observada normalmente en los productos lacteos fermentados, mientras
que las de los A.G V fueron convenientemente bajas.

+ Se determind que Pd. pentosaceus y Lb. acidophilus eran capaces de producir
amilasas ligadas a la pared celfular que no habian sido evaluadas previamente.
Sus actividades fueron de 47.32 y 6.16, U/, respectivamente  Lb. acidophilus

produjo ademas una amilasa extracelular con actividad mas aita de 4 187.3 U/i

CULTIVOS MIXTOS EN MA[Z

s Se produjo significativamente méas acido {actico en medios preparados con una

nixtamalizacion de 5 min, realizando desengrasado parcial del harina y con efecto
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de la interaccion de la nixtamalizacion mencionada con una molienda gruesa
(particula > malla 40 y > malla 20). La produccion de acido lactico se prefiere en
un nivel moderado.

Se determinaron las condiciones de pretratamiento que produjeran un bajo nivel
de este compuesto. Los factores significativos fueron: nixtamalizacion, 20 min y
falta de desengrasado en el harina.

Las condiciones de pretratamiento de maiz influyeron en la fermentacién lactica
de los cultivas mixtos para la produccion de diacetilo se incrementd en los cultivos
que habian sufrido desengrasado parcial del harina y cocimiento de 25 min.

Las condiciones de pretratamiento de maiz seleccionadas fueron:
nixtamalizacion, 20 min (concediendo en este caso mayor importancia a la baja
produccidn de acido butirico); molienda fina para obtener un producto de
agradable consistencia, con tamafo de particula < malla 40; desengrasado y
cocimiento del harina durante 25 min.

La adicién de extracto de levadura fue altamente significativa en la produccion de
diacetilo en los cultivos de maiz. Otro factor importante pero con menor
significancia fue Ia relacion de las cepas en el inéculo: Pd. pentosaceus / Lb.
acidophilus, 3:1.

La utilizacién de la metodologia de Taguchi como herramienta estadistica para
disenar los experimentos y analizar los efectos de los factores resulté vaiida y
apropiada para cumplir con los objetivos planteados. El nimero de experimentos

se redujo drasticamente y eso permitié evaluar un elevado numero de factores e
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interacciones. Aunque es frecuente utilizar disefos factoriales truncados en el
area de la Biotecnologia, la aplicacion de la metodologia de Taguchi en esta area

fue novedosa.

CINETICA DE CULTIVOS MIXTOS EN MAIZ.

Se observaron dos periodos de consumo de carbohidratos totales. La maxima
velocidad de consumo se presentd durante las primeras 24 h (-1.28 ger/(l o h).
La segunda, mas lenta, se prolongd hasta las 96 h La concentracion de azucares
reductares descendié a una velocidad de -0.91 ga r/(l » h) durante las primeras
48 h hasta una concentracion residual de 30.63 g/Kg

Durante el cultivo se detectando tres grupos micrabianos: Las bacterias lacticas
{sin diferenciar) se desarrollaron durante las 120 h, predominando sobre otras.
Bacillus spp. aparecieron durante las primeras 48 h de cultivo y las
Enterobacterias, que se observaron periddicamente a lo fargo del cultivo.

El contenido de humedad fue de 78%. manteniendo siempre un valor de actividad
de agua (aw) suficientemente elevado (> 0.995) para no ser inhibitorio para los
microorganismos.

La maxima produccion de diacetilo se dio a las 12 h. coincidiendo con la fase
exponencial de crecimiento de las bacterias lacticas Después de las 12 h, la
concentracion de diacetilo bajo drasticamente hasta las 24 h, y a partir de ese

tiempo se mantuvo constante.



La formacién de acido lactico tuvo dos periodos. La velocidad maxima de
produccion se presentd durante fas primeras 24 h. El periodo mas lento se
prolongd hasta las 84 h de cultivo. Durante el primer periodo el pH baj6 a 4.48, y
el potencial eléctrico subioé a 154 mv.

La formacion de los tres A.G.V. analizados siguieron cinéticas diferentes. La
concentracion de &cido acético aumenté desde el inicio hasta las 96 h. Ef acido
propiénico empezo6 a acumularse a partir de las 12 h, hasta alcanzar un maximo a
las 96 h. El acido butirico se mantuvo mé&s o menos constante durante todo el
cultivo, lo que comprueba que si pudo controlarse su produccién con los factores
seleccionados.

Con los cultivos axénicos de almidon, propuestos como modelos de fermentacion,
se lograron determinar los principales efectos de las condiciones de cultivo en la
utilizacion de almiddn y en la produccion de diacetilo. Luego, en un sistema mas
complejo como es la masa de maiz nixtamalizada, se identificaron algunos
parametros adicionales de cultivo que afectaron positivamente la produccién de
diacetilo. Bajo estas condiciones es posible obtener un producto semisélido con
aroma complejo tipo mantequilla y con contenido de bacterias lacticas con
actividad probidtica. Este producto puede ser de interés para la industria

alimentaria.



RECOMENDACIONES

Si se controlan la contaminacion microbiana, los factores ambientales y la
composicion de un medio que favorece probablemente a la enzima diacetl
reductasa, la produccion de diacetilo pedria continuar por mas tiempo, elevando su
rendimiento.

El pH inicial de los medios debe ser de 60 aproximadamente. Se ha
demostrado que para favorecer el desarrollo acelerado de diversas bacterias lacticas
aisladas de substratos amilaceos, el pH del medio debe estar entre 5 y 6. El mejor
acidulante para el medio de cultivo de este trabajo seria el acido suifurico, pues el
acido citrico afecta la produccion de las amilasas, de acuerdo a los resultados
obtenidos en las fermentaciones en medios a base de almidon. La adicion de acido
fosforico tampoco es recomendable porque podria formar sales insolubles con el
calcio

Ya durante el cultivo, el CaCQs; adicionado podria ser el regulador parcial del
pH. Este compuesto se ha utilizado también para favorecer el crecimiento celular de
algunas bacterias lacticas, porque al reaccionar con lcs acidos de la fermentacion,
libera el CO, necesario para la sintesis de muchos aminoacidos y compuestos
nucleotidos (Giraud et af,, 1994; Li y Chan, 1983, Louaileche et a/, 1993; Pompeyo et
al, 1993). También se ha demostrado que estimula el crecimiento de Pd.
pentosaceus (Blickstad y Malin, 1981) y la produccion de amilasas de algunos

lactobacilos (Giraud et al., 1994: Li y Chan, 1983, Pompeyo ef a/, 1993)
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El sistema de fermentacion desarrollado podria ser modificado para adaptarlo
a otros substratos amildceos, como harina de trigo, fécula de maiz, harina de
amaranto o de leguminosas. También podrian probarse otras cepas lacticas
amiloliticas productoras de aromas diversos, para desarrollar otras materias primas
aromatizadas.

Es recomendable caracterizar el producto obtenido con parametros
bromatologicos, sensoriales, sanitarios, nutriticios y toxicolégicos, como primera
etapa de algunos desarrollos tecnoldgicos. También se debe determinar la viabilidad
econdmica de los procesos desarrollados, considerando por separado el producto
intermediarioc con aroma a mantequilla, y la utilizacion de éste en la formulacién de
alimentos procesados, como: bebidas, botanas, productos de reposteria o confiteria,
pudines, helados, productos lacteos modificados, pastas, etc. La presentacion
comercial de este producto intermediario podria ser semisélida cuando se deseara
conservar viables a las bacterias lacticas, o podrian ofrecerse presentaciones

deshidratadas o extruidas, con el cuidado de conservar un nivel aceptable de aroma.






ANEXOS

257






259

ANEXO 1

FUNDAMENTOS DEL DISENO EXPERIMENTAL

Las series de cultivas en medios de almiddn y en medios de maiz fueron disefadas
como experimentos factoriales fraccionados y equilibrados (E.F.F.E.), de acuerdo a
la metodologia de Taguchi (Ross, 1989). Las matrices disenadas por Taguchi estan
estructuradas con soOlo una parte de todas las posibles combinaciones de los

factores, pero manteniendo un arregio ortogonal (A.Q.), es decir, equilibrado. Esto

permite aplicar tratamientos estadisticos capaces de estimar los efectos de los
factores principales y de algunas de las interacciones en las variables de respuesta
seleccionadas, con la ventaja de que se realiza un reducido numero de
experimentos.

Taguchi {(Ross, 1989) recomienda realizar la primera serie de experimentos
evaluando un numero amplio de factores, con dos niveles de variacion. Estos se
seleccionan en base a la experiencia previa en el campo de estudio. E! nivel de
resolucién del disefio podria ser alto y definir todos los efectos principales y las

interacciones (nivel 1), pero el nimero de experimentos aumentaria; por lo que

generalmente se selecciona un nivel de resolucidn mas bajo (nivel 2), dejando las
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interacciones bifactoriales confundidas en el disefic. De acuerdo a este
procedimiento, cada factor que se evalua se asigna a una columna de un A.O. en
orden de importancia, identificandolos con letras: A, B, C, etc. Para poder asignar los
factores e interacciones de manera valida a las columnas del A Q. se disefa primero
una grafica lineal y se consulta la tabla triangular correspondiente a cada A Q. Esta
metodologia permite que los grados de libertad del error de la varianza sean
transmutados por grados de libertad de los factores, por esa razon, el numero de
experimentos que hay que realizar (rengiones del A.O.) es pequefo, y es igual al
numero de columnas menos uno

Los datos de las variables de respuesta de cada A.O. se analizan conduciendo
un AN.OVA simplificado que también disefid Taguchi (Ross, 1989). Esta
metodologia permite que las columnas de los factores que no tienen influencia
significativa en la prueba F preliminar, se transformen en columnas de varianza del
error. Al aumentar sus grados de libertad asociados, se consigue definir mejor los
factores e interacciones significativos de la serie. La hipotesis nula (Ho) considera
que las varianzas estimadas de las muestras son iguales, mientras que la hipdtesis
alterna (H,) las considera diferentes; ambas, bajo determinado nivel de confianza.

Otro analisis que puede calcularse es la porcidn de la variacion total atribuida
a cada factor o interaccion significativo, llamado contribucion porcentual (P, %).
También es importante calcular las ecuaciones que predicen el valor medio de cada
variable de respuesta, que se obtendria al aplicar las mejores condiciones

experimentales La estimacion de estas medias depende de la suma de los efectos
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causados por los factores e interacciones significativos, como se ejemplifica en la

ecuacion 1 (Ross, 1989).

Wi=  Flgn+ F2ent ..+ Fran—g [ (Utotal)e oo (1)

Donde:

1 i= Promedio del valor esperado de cierta variable de respuesta bajo
condiciones seleccionadas.

F1 = Promedio de todos los datos de cierta variable de respuesta bajo el mejor
nivel de un factor (o interaccion) significativo (F). El subindice (# N) es el
numero de nivel de ese factor. F2... Fnson como F1.

g. /.= Grados de libertad (suma de elementos, factores o interacciones — 1),

usados para estimar la media.

El nivel 1 de una interaccion significa que los dos factores involucrados estan
en el mismo nivel, mientras que el nivel 2 se refiere a que los niveles de cada factor
es diferente.

Con los resultados del andlisis estadistico de cada serie se disefian las series
consecutivas, evaluando mas finamente los factores que resultaron mas

significativos, o introduciendo efectos nuevos
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ANEXO 2.

PREPARACION DE SOLUCIONES

SOLUCIONES PARA LOS CULTIVOS MICROBIANOS.

SOLUCION DE VITAMINAS Y MINERALES PARA LOS MEDIOS DE CULTIVO.

Se disolvieron 640 pg de biotina, 320 pg de acido félico en 40 ml de una solucion
etanol/H,O 1:4, viv. Después se dispersaron una capsula de Viterra-Plus® y una de

Calanda® en la solucién y la suspencion se filtrd a través de algodon.

SOLUCION DILUYENTE ESTERIL DE FOSFATOS.

Se disolvieron 8 g de NaCl, 0.34 g de KH,PO4y 1.21 g K2HPO4 en 1000 mi de agua
destilada. Se ajustd el pH de la solucidén a 7.3 y se distribuyé en frascos de dilucion
(99 ml ¢/u) y tubos de cultivo con tapon de rosca (9 mi c/u). El material se esterilizd

en autoclave a 121°C durante 15 min.
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SOLUCIONES PARA LA DETERMINACION FOTOCOLORIMETRICA DE

DIACETILO.

SOLUCION DE KOH AL 1% Y CREALININA.

Se disolvieron 10 g de KOH y 3 g de creatinina en 1000 ml de agua desionizada

hervida y fria. Se guardd la solucién al abrigo de la luz.

SOLUCION DE o-NAFTOL.

Se disolvieron 10 g de w~-naftol en 300 mi de etanol de 96° G.L. Se mezclé 1a solucion
con 200 mi de agua desionizada, luego se clarificé con carbon activado y se filtro a
través de papel filtro. La solucién se guardé al abrigo de {a luz a 4°C por no mas de 3

dias.

SOLUCION ESTANDAR DE DIACETILO.

Se pesaron 60 mg de diacetilo y se disolvieron en 1000 mi de agua desionizada. La

solucion se guardé al abrigo de 1a luz a 4°C por no méas de 3 dias.
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SOLUCIONES PARA EL ANALISIS DE CROMATOGRAFIA GASEOSA.

SOLUCIONES CONCENTRADAS DE DIACETILO Y DEA.G.V.

Se prepararon por separado soluciones concentradas (100 umol/l) de diacetilo
{Merck-Shuchardt, >98%), acido acético (Baker Analyzed, 99.87%), acido propidnico
(Merck, >99%) y acido butirico (Baker Analyzed, purificado) en agua desionizada.

Las soluciones se guardaron en congelacion a —18°C hasta su utilizacion.

SOLUCION DE HCI.

Se disolvieron 50 mi de HCI grado reactivo en 50 mi de agua desionizada. La

solucion se guardo a 4°C hasta su uso.

SOLUCION ESTANDAR MIXTA DE DIACETILO Y AGV.

De las soluciones concentradas se tomaron alicuotas convenientes para preparar un
ml de cada solucion mixta con 1, 3, 5 & 10 umol/l de cada compuesto, para lo cual se
utilizaron viales de 2 ml. Las soluciones se acidificaron hasta un pH de 2.0,
adicionando 50 ul de la solucidén de HCI. Finalmente, el volumen en cada vial se lievo

a 1 ml con agua desionizada. Las soluciones estandares mixtas se prepararon un dia

antes de su uso, guardando los viales a -18°C.
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SOLUCIONES PARA LOS ENSAYOS ENZIMATICOS Y RUPTURA DE CELULAS.

SOLUCION BUFFER DE FOSFATOS 0.05 M.

Se disolvieron: 0.0275 g de NaH;PO4 y 1.3530 g de Na,HPQ4 en 1000 mi de H2O

desionizada, y se ajustdé el pH a 5.5.

SOLUCION BUFFER DE FOSFATOS 02 M.

Se disolvieron 0.11 g de NaH,PO, y 5412 g de Na;HPO., en 1000 ml de agua

desionizada, y se ajustd el pH a 5.5 (Sen y Chakrabarty, 1984; Shimazu ef al., 1985).

SOLUCION DE ALMIDON EN BUFFER DE FOSFATOS 0.05M.

Se dispersaron 0.72 g de almidon soluble en 500 ml de buffer de fosfatos 0.05 M. La

solucion se calentd hasta gelatinizacion del almidon, se enfrié y se aforé a 1000 mi

con el mismo buffer. Se conservo esta solucion a 4°C por no mas de un dia.

SOLUCION DE ALMIDON EN BUFFER DE FOSFATOS 0.2 M.

Se prepard igual que la solucion anterior, pero en buffer de fosfatos 0.2 M



SOLUCION ESTANDAR DE GLUCOSA EN BUFFER DE FOSFATOS 0.05M.

Se disolvieron 4.5 g de glucosa en 1000 ml de buffer de fosfatos 0.05 M. Se guardé

por no mas de un dia a 4°C.

SOLUCION ESTANDAR DE GLUCOSA EN BUFFER DE FOSFATOS 0.2 M.

Se prepard un solucién de glucosa de manera similar a la anterior, pero con una

concentracion de 1.1 g en 1000 ml de buffer de fosfatos 0.2 M.






ANEXO 3

ELABORACION DE CURVAS DE CRECIMIENTO DE Pd. pentosaceus

Y DE Lb. acidophilus EN CULTIVOS SUMERGIDOS DE GLUCOSA.

PREPARACION DE LOS CULTIVOS.

Estos cultivos se realizaron con el objetivo de caracterizar las curvas de crecimiento
de las bacterias lacticas por medio de tres distintos parametros. Se utilizd un caldo
de glucosa preparado de manera similar al caldo de almiddn para los inéculos, salvo
que se omitieron el almidén y el CaCO;, ademas de que la concentracién de giucosa
se incremento a 15 g/l.

Los matraces con caldo estéril se inocularon con asadas cargadas de cultivos
axénicos de conservacion de Pd. pentosaceus o de Lb. acidophilus y se incubaron a
32°C, agitando a 120 r.p.m. En cada cultivo se realizoé un muestreo aséptico cada 4 h
durante 48 h, para determinar crecimiento microbiano por: turbidez, peso de biomasa

seca y cuenta viable en placa. Los cultivas y los andlisis se realizaron por duplicado.
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CUANTIFICACION DE CRECIMIENTO MICROBIANO.

CUENTA VIABLE DE BACTERIAS LACTICAS.

De los cultivos sumergidos se tomaron asépticamente muestras de 1 ml por
duplicado, y se procedié a determinar la cuenta viable siguiendo la metodologia
indicada en el capitulo de Métodos. La curva de cuenta viable de Pd. pentosaceus

contra el tiempo se presentan en la Fig. 24, y la de Lb. acidophilus, en la Fig. 25.

DETERMINACION DE TURBIDEZ DEL CALDO DE CULTIVO.

Para determinar la turbidez de los cultivos axénicos se midié la absorbancia de
muestras de caldo a 600 nm en un espectrofotometro JENWAY modelo 6105
U.V./Vis, hablendo calibrado con caldo no inoculado. Las curvas de crecimiento de
Pd  pentosaceus y de Lb acidophilus se presentan en las Figs. 24 y 25

respectivamente.

DETERMINACION DE BIOMASA SECA.

El peso de la biomasa seca de esos mismos cultivos se cuantificd filtrando alicuotas
de caldo a través de membranas estériles Mullipore®, con poro de 0.22 um. Cada

microfiltro con biomasa se seco a 90°C hasta peso constante y el peso de la biomasa
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seca se calculd por diferencia de peso. Los resultados también fueron graficados en

la Fig. 24 para Pd. pentosaceus y en la 25 para Lb. acidophilus.

CALCULO DE LA CONCENTRACION DE CADA CEPA EN LOS INOCULOS PARA

LOS CULTIVOS EN MAIZ.

Se prepararon posteriormente cultivos axénicos de 36 h en medio de glucosa para
iniciar los cultivos mixtos de la 22 Serie de maiz, y para los estudios cinéticos en
masa de maiz. Para cuantificar la biomasa se determinaron primero las absorbancias
de los caldos axénicos; luego, esos valores se correlacionaban con las curvas de
cuenta viable y de biomasa seca realizadas para Pd. pentosaceus (Fig. 24) y para
Lb. acidophilus (Fig. 25). Con los datos leidos se calcularon los volumenes de los
caldos de glucosa requeridos para proporcionar la cantidad de microorganismos

deseados, segun el disefio experimental.
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ANEXO 4

ARTICULOS PUBLICADOS

Se anexan las copias de los siguientes articulos cientificos derivados de este trabajo:

e Escamilla Hurtado, M.L., Tomasini Campocosio, A., Valdés Martinez, S. y Sariano
Santos, J. 1996a. Diacetyl formation by lactic bacteria. Rev. Lat.-Amer. Microbiol.

38 (2). 129-137.

e Escamilla Hurtado, M.L., Tomasini Campocosio, A., Valdés Martinez, S. y Sorianc
Santos, J. 1996b. Importancia del diacetilo en los aromas producidos por

fermentacion lactica. Tecnol. Aliment. (Méx.). 31 (2): 16-22.

e Escamilla, M.L., Valdés, S., Soriano, J. y Tomasini, A. 2000. Effect of some
nutritional and environmental parameters on the production of diacetyl and starch
consumption by Pediococcus pentosaceus and Lactobacillus acidophilus in

submerged cultures. J. Appl. Microbiol. (En prensa).






211

PTEVISTA




218

REVISTA LATINOAMERICANA DE

MICROBIOLOGIA
ORGANO DE LA ASOCIACION LATINOAMERICANA DE
MICROBIOLOGIA

PATROCINADORES
INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE APOYO
ESCUELA NACIONAL DE CIENCIAS BIOLOGICAS
SECCION DE GRADUADOS
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA
CONSEJO NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLOGIA

Editada por la Asociacion Mexicana de Microbiologia

Direccion: Carpio y Plan de Ayala, 11340 México, D.F. MEXICO

Correspondencia: Apartado Postal 4-862, 06400 México, D.F., MEXICO

Periodicidad: Se publica un volumen anual con cuatro niimeros que salen al inicio de enero, abril, julio y octubre



219

REVISTA LATINOAMERICANA DE

EDITOR HONORARIO:
Adolfo Pérez Miravete
EDITOR:

Jorge Ortigoza Ferado

MICROBIOLOGIA

Vol. 38 No. 2 pp. 65-166

CONSEJO DIRECTIVO:
Emiliano Cabrera Juarez
Manuel V. Ortega

Ariel Alvarez Morales

Carlos F. Arias Ortiz

Blanca Lilia Barron Romero
David Bessudo Madjar
Emiliano Cabrera Juarez

Jorge Femando Calderon Jiménez
Edmunido Calva Mercado

Rosa Olivia Cajiizares Villanueva
Guillermo Carvajal Sandoval
Heliodoro Celis Sandoval
Michael Joseph Colston

Carlos J. Conde Gonzalez
Roberto Coria Ortega

Pablo Correa Giron

Everardo Curiel Quesada
Mireya de la Garza Amaya
Rosa Maria del Angel Nufiez
Maria Mayra de la Torre Martinez
Georges Dreyfus Cortés
Gabriela Echaniz Avilés

José Edgardo Escamilla Marvan
Alejandro Escobar Gutiérrez
Fernando Esparza Garcia

Elda Guadalupe Espin O.
Bertha J. Espinoza Gutiérrez
Clara Inés Espitia Pinzén
Sergio Estrada Parra

Ronald Ferrera Cerrato
Yolanda Fuchs Gomez

Enrique Galindo Fentanes
Alejandro Garcia Carranca
Ethel Garcia Latorre

CONSEJO EDITORIAL

Silvia Giono Cerezo

Beatriz Gomez Garcia
Alicia Gonzalez Manjarréz
Teodoro Gutiérrez Castrejon
Wilhelm Hansberg Torres
Pascal Hérion Scohy
Ricardo Hemandez Delgadillo
Tomas Hemandez Méndez
César Hemmandez Rodriguez
Carlos Huitron Vargas

Luis Jiménez Zamudio

Juan Pedro Laclette San Roman
Edmundo Lamoyi Velazquez
Carlos Larralde Rangel
Jeshs Manuel Leon Cazares
Susana Lépez Charreton
Ahidé Lopez Merino
Agustin Lopez-Munguia Canales
Vicente Madrid Marina
Raul Mancilla Jimenez
Agustin Madtinez Ramos
Ana Ma. Mesta Howard
Isaura Meza Gomez-Palacio
José Luis Molinari Soriano
Antonio Morilla Gonzalez
Lydia Mota de la Garza
Maria de Lourdes Mufioz
José Luis Mufioz Sanchez
Benjamin Nogueda Torres
Guadalupe Ortega Pierres
Jorge Ortigoza Ferado
Librado Ortiz Ortiz

Antonio Peiia Diaz

Adolfo Pérez Miravete

Ruy Pérez Montfort
Guillermio Pérez Pérez
Enriqueta Pizarro Suarez
Héctor M. Poggi Varaldo
Maria Teresa Ponce Noyola
Celso Ramos Garcia

Sergio Sanchez Esquivel
Federico E. Sanchez Rodriguez
Horacio Sandoval y Trujillo
Leopoldo Santos Argumedo
Edda Sciutto Conde

Luis Servin Gonzalez

Jesus Silva Sanchez

Gloria Soberon Chavez
Patricia Talamas Rohana
Maria Lucia Taylor

Victor Tsutsumi Fujiyoshi
Salvador Uribe Carvajal
Maria Valdés Ramirez
Lourdes Villa Tanaca
Héctor Villalva Posada
Samuel Zinker Ruzal



280

REVISTA LATINOAMERICANA DE
MICROBIOLOGIA

Instrucciones a los autores

Se suplica a los autores se ajusten tan estrictamente como
les sea posible a las instrucciones que se dan a continuacion
para la publicacion de sus trabagos en cada Revista. El in-
cumpliniento causa retrasos en ka evaluacion, revision y pre-
paracion del material para publicacion.

1. 110MAS. La Revista acepta trabajos escritos en espa
fiol. portugués o inglés. En el caso de trabajos escritos en
espaniol o en portugués, deberd incluirse el titulo y un cesu-
mien en inglés, hasta de 200 palabras.

2. NATURALEZA DEL TEXTO. El autor deberi indwcar, con
forme recomicndan ta UNESCO, el Consejo Internacional
de Uniones Cientificas, la Federacion Internacional de Do-
cumentos, ete. (UNESCO/NS/177. 1962), en qué categoria
de tas publicaciones cientificas originales deberi clasificar-
S€ SU eRo:

a) Memorias cientiticas originales. Cuando estd redactado
en tal forma que un investigador competente suficientemente
especializado en 1a misma rama de la ciencia pueda, basin-
dose exclusivamente en las indicaciones que figuran en este
texto (1) repetir los experimentos y obtener los resultados
que se describen; (2) repetir {as observaciones y juzgar las
conclusiones del autor; (3) verificar ta exactitud de los and-
lisis y deducciones que le han permitido al autor flegar a sus
conclusiones.

b) Notas preliminares. Cuando, si bien aporta una o varias
informaciones cientificas nuevas, su redaccidn no permite
a sus Jectores verificar esas informaciones en las condicio-
nes indicadas en el parrafo aaterior.

¢) Estudios recapitulados o revisiones. No conticnen in-
tormaciones cientificas originales nuevas; retinen, analizan
y discuten informaciones ya publicadas relativas o un solo
wma

3 REDACCION DEL TEXTO

ay El titulo de toda publicacidn deberd ser lo mds corto
posible, siempre gue contenga las palabras claves del trabajo
de manera que permita identificar 1a naturaleza y contenido
de éste aun cuando el titulo se publique aislado del texto en
citas e indices bibliograficos. No utilizar abreviaturas en el
tituto y hacerlo con Ja mdxima discrecion en el texto.

b) A continuacidn irdn el nombre del autor o los autores,
¢l sitio en que se hizo el trabajo y la direccidn

¢} La sintaxis serd lo mds sencilla posible y las palabras
utilizadas deberdn encontrarse en un diccionario corriente.
C'uando no pueda satisfacerse este requisito, el autor com-
probard si fos neologismos que preteade utilizar pertenccen
al vocabulatio cientifico y técnico internacional.

Al redactar el texto, se evitard omisién total o parcial de
los métodos empleados o de los resultados importantes. Si
por motivos de propiedad industrial u otros, el autor debe
lontar Las informaciones cientificas que desea publicar so-
bre el tema que le ocupa, el texto se presentari como perte-
nediente a la categoria (b) Notas preliminares.

En ningan caso se daran argumentos o pruebas que se basen
en comunicaciones privadas o en pubhicaciones de difusion
timitada

tn la redaccidn, se respetardn tas normas internacionales
relativas a las abreviaturas, al orden de las citas bibliografi-
cas, a los simbolos, a fa nomenclatura anatomica, zoologica,
botdnica, quimica. etc., a la transtiteracion, terminotogia,
sisterna de unidades, ete

Sictnpre que sca posible, el trabajo serd redactado haciendo
destacar las siguientes secciones:

3 4 Introduccion: deberd establecer con claridad el obje-
tivo def trabajo y sus relaciones con otros publicados ante-
normente sobre el tema en estudio. Se evitardn extensas
revisiones de la literatura asi como el redactar esta pane
como si fuera una exposicidn analitica.

3.2 Material y méiodos: en donde se relata lo que fue rea-
tizado. mencionando los materiales empleados para ello. Los
métodos nuevos y los maleriales poco usuales se describen
en detalle: los demds se describirdn con brevedad, o mejor
aun, sc dard Ja referencia bibliogréfica correspondiente.

3.3 Resultados: serdn presentados sélamente los obtenidos
en ¢l trabajo que se relata, con el minimo posible de discu-
sién o de interpretacién personal. Cuando sea posible serdn
presentados bajo {a forma de tablas, gréficas, dibujos o foto-
grafias, pero se evitard toda duplicidad indtil.

3.4 Discusidn: comprenderd exclusivamente 1a discusion
de tos resultados obtenidos en el trabajo correspondiente, su
significacion, relacidn con resuhados obtenidos por otros
autores, y posibles implicaciones. Se evitardn las hipdtesis
que no estén basadas en los datos del trabajo det autor.

3.5 Resimenes: es indispensable que el trabajo venga con
dos resimenes redactados por el autor, de conformidad con
fas recomendaciones divulgadas por fa UNESCO (documen-
tos NS/38.12.10a). El primero serd en ¢l mismo idioma del
texto; sélo excepcionalmente podrd tener més de 200 pala-
bras. El segundo resumen estard en inglés; en ef caso de que
cl texto esté en inglés, el sepundo resumen estard en espa-
fiol o portugués. Cada resumen deberd tener el titulo en el
idioma correspondiente.

La forma de expresién comprenderd frases completas, en
estito claro, simple y conciso. Ha de darse por supuesto que
el lector posee cierto conocimiento del 1ema pero que no ha
lefdo el articulo. Por cansiguiente el resumen habrd de ser
inteligible por si mismo sin que haya necesidad de referirse
al texto del trabajo. Como el titulo del trabajo acompanard
stempte al resumen, la fase inicial de éste deberd evitar una
repeticidn de conceptos

En ocasiones conviene indicar la forma en que estd tratado
el tema con palabras como: conciso, exhaustivo, teorico, ete.

Se indicardn los hechos observados, las conclusiones y,
de ser posible, los elementos esenciales de cualquicr teoria,
método o aparato nuevo; se Hamar4 la atencidn sobre nuevos
cotpuestos especiales y cualesquiera datos numéricos nue-
vos, tales como las constantes fisicas. Es imponanie referirse
a los nuevos puntos y observaciones, aun cuando puedan



ser incidentes en relacién con la {inalidad capital del antfculo,
de lo contrario esta informacién corre peligro de pasar inad-
vertida.

Cuando presente resuitados experimentales, deberd indicar
el método empleado y, si ésle es nuevo, se dardn los princi-
pios fundamentales, el tipo de operacién y el grado de cxac-
titud. Se evitardn frases como *‘se discuten los resultados’™,
*‘se presentan hipdtesis™, **se dan datos sobre’".

3.6 Referencias bibliogrificas. El arreglo bibliogréfico de
los trabajos cientificos se realizard ordenando en forma al-
fabética numérica por autores y su presentacién seré en una
lista al final del trabajo. En el texto, las referencias se cita-
ran con nimeros indices correspondientes a los niimeros de
ordenacion de la lista bibliografica.

Para la presentaci6n de las citas se adoptarén las siguien-
tes normas:

a) para artfculos de publicaciones periddicas: (1) apellido
e iniciales del primer autor, (2) iniciales y apellidos de los
coautores separados por punto y coma (;) y ¢l iltimo prece-
dido por el sfmbolo &, (3) afio de publicacién, (4) thulo del
trabajo, (5) nombre de la revista abreviado de acuerdo con
Bibliographic Guide for Editors and Authors (American Che-
mical Society, 1974), (6) volumen, pdgina inicial y pagina
final.

b) para libros: (1) apellido € iniciales del autor, (2) inicia-
les y apellidos de los coautores separados por punto y coma
{:) y el dltimo precedido por el simbolo &, (3) afio de publi-
cacién, (4) titulo del libro, paginas precedidas por p. y se-
paradas por un guidén, (5) nimero de edicién si no es la
primera, (6) casa editora, si el editor del material escrito apa-
rece también como autor responsable del mismo llevaré des-
pués de su nombre la palabra abreviada {ed.), (7) lugar de
la publicacién.

¢} para capftulos de libros: (1) apellido e iniciales del autor,
{2) iniciales y apellidos de los coamores separados por punto
y coma (;) y el Gltimo precedido por el simbolo &, (3) afio
de la publicacién, (4) titulo del capitulo, (5) paginas prece-
didas por p. y separadas por un guidn, (6) inicial y apellidos
de los editores precedidos por la palabra In: y seguidos por
(ed.}, (7) titulo del libro, (8) mimero de edicién, (9) casa
cditora y lugar de publicacién.

Observar en los ejemplos la puntuacidn vy posicidn:

1. Lowry, O.H.; N.J. ROSEBROUGH; A.L. FARR & R.J.
RANDALL. 1951, Protein measurement with the Folin
phenol reagent. J. Biol. Chem. 193: 265-275.

2. GRrOscHeL, D.H.M. & B.A. STRAIN, 1991, Laboratory
safety in clinical microbiology, p. 49-58. In. A. Ba-
rows; W.J. HAusLER, Jr; K.L. HERRMANN; H.D.
ISENBERG & H.J. SHADOMY (ed.). Manual of Clinical
Microbiology, 5th ed. American Society for Microbio-
logy, Washington, D.C.

4. EL MANUSCRITO. Los trabajos serdn lo mds corto posible
y solamente con autorizacién especial del Comité Editorial
se publicardn artfculos con mds de 15 paginas, escritas en
papel formato carta (8”7 X 11" 6 21.5 x 28 cm) con mé-
quina estdndar, o en computadora con un procesador de
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texios Works, Word, AmiPro o Word Perfect, espacio doble
y mdrgenes de 3 cm. Se presentardn el original y dos copias.
Se recomienda escribir cada resumen y cada tabla en una
hoja separada, las leyendas de las figuras estardn reunidas
en una hoja aparte.

5. LAS TABLAS. Deberdn estar numeradas y tener un tiwlo
explicativo y deberdn ser entendidas por sf mismas sin tener
que recurrir al texto. Ninguna casilla quedard vacfa, la ausen-
cia de datos numéricos deberd ser representada por:

0, cuando el fenémeno ocurre pero su expresion es tan pe-
quefia que no alcanza las unidades expresadas en la tabla;

-, cuando el fen6nieno no ocurre o cuando ¢f dato es des-
conacido y no se afirma si el fenémeno ocurre o no.

6. FIGURAS. Las grificas y dibujos deberdn ser trazados con
tinta china negra sobre papel blanco, albanene o hilado o pre-
sentarse en forma equivalente en impresoras laser o de in-
yeccién de tinta. Las lfneas, mimeros y letras deberdn tener
el grosor que permita su reduccion sin perder la nitidez. No
se admitirdn figuras trazadas en papel milimétrico. Las fo-
lograffas deberdn ser copias bien contrastadas e impresas en
papel brillante, pegadas en hojas tamaiio canta. Todas las fi-
guras se enumerardn en una sola secuencia con nimeros ara-
bigos progresivos.

7. PUBLICACION. Los editores informardn por carta a los
autores sobre la recepcion de manuscritos, su aceptacitn por
el Comité Editorial, sugerencias para el perfeccionamiento
del texto, etcétera.

8. Costo. Se haré un cargo de US $ 10 por pégina impresa
y opcionalmente de US $ 100 por 50 sobretiros o US $ 150
por 100 sobretiros.

Los manuscritos y correspondencia deberdn ser enviados a:

Revista Latinoamericana de Microbiologia
Apartado postal 4-862
06400 México, D.F.
MEXICO

Se requiere de los autores que ademds de su direccién pro-
porcionen su nimero telef6nico y de fax. Ademds la ver-
sién final del trabajo deberd acompaiiarse del diskette que
contenga el texto completo en un procesador Works, Word,
AmiPro, o Word Perfect en versiones recientes.

La aceptacion de los trabajos dependerd del cumplimicnto
de los siguientes aspectos:

— aportacién valiosa al conocimiento para los microbié-
logos.

— planteamiento claro de objetivos.

— mostrar un conocimiento amplio de la bibliografia rela-
cionada.

— cumplimiento de las instrucciones a los autores.
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Apstract: Some of the most widely used products in
the food industry are flavor compounds. These products
can be oblained either by chemical synthesis and there-
fore are called synthetic or by fennentation thus called
natural flavors. There 15 a tendency towards the use of
natural products by the consumer, thercfore there is an
increasing industrial iterest in them. One of these pro-
ducts is diacetyl, an important component in the flavor
of butter, although others, like acetoin, acetaldehyde
and 2,3-butanediol play a role m the tlavor, they are
present in trace amounts. The sixture of all these com-
poands produced during the lactic acid fermentation in
sullable proportions is what gives butter its characternis-
tic favor. The most common metabolic route that pro-
duces diacetyl is the one starting from piruvate, in this
case 11 seems that the biosynthesis is related to the pre-
sence of citrate in the medium. An altemative route for
the production 1s from acctaldehyde, in this route citra-
te does not seem to intervene. In the present paper a re-
view of the mechamsms of formation of diacetyl by
lactic acid bactena, as well as the most important fac-
tors that mfluence the biosynthesis of this metabolite is
made

Escanint a-Horiano, ML Al Tosasmi-Caneoco-
sio; S Varoks-Mariinez & 1. Soriano-Santos.
Formacion de diaceulo por bacterias lacticas. Rev.
Lat - Yiner. Microbiol 38:129-137, 1996.

Resiar Los aromas o sustancias aromalizantes son
compuestos imlermedianos empleados umphamente en
la industria ahmentaria. Estos aditivos pueden ser pro-
ducidos por sintests quimica o naturalmente gor fer-
mentacion. Ulumamente los mas solicitados por los
industriales debido a la tendencia que tienen los consu-
nudores hacia los productos naturales son los produci-
dos por fermentacion. El diacetilo es uno de los
componentes primordiales del aroma s mantequilly,
aungue tambien deben estar presentes olros compuestos
como ka acctoing, el acetaldehido y el 2,3-butanodiol en
menor proporcton La mezcla de todos estos compues-
tos, en proporciones adecuadas es o que onigina el aro-
ma caracteristico a mantequilla. E1 diacetilo, asi como
los compuestos de acompaiamiento son producidos por
la fennentacién de las bactenias lacticas. ba ruta meta-
bolica, mas comun, de la biosintesis del diacetilo es a
partir det puuvato. En este caso la biosinteisis del dia-
cettlo depende de la presencia de aralo en ¢l medio.
Otra ruty altemiativa es @ partic del acetaldehido, en
esta ruta parece que no interviene el aitrato. In este
trabajo se hace una revision de fos mecamsmos de tor-
macion del diacetilo por bactenas kacticas, asi como de
los fuctores mas importantes que influven en la bosin-
tests de este metabolito
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INTRODUCTION

Diacetyl or 2,3-butanedione (CH,COCOCH,), is
widely used in the food industry because it is one of the
flavor substances in butter. Diacetyl may be obtained through
chemical synthesis and is part of the formulation of artificial
flavors of butter, cheese, caramel, coftee, strawberry and
milk shakes'*' However, complexity of flavors pose a dif-
ficulty in obtaining an artificial flavor which has a natural
taste. Besides there is the fact that consumers tend to prefer
natural products. This is leading the food industry towards
the use of naturally produced flavors. Diacetyl is obtained
through fermentation as a metabolic product of certain lactic
bacteria. In this instance, besides diacetyl which is the main
product, other metabolites are produced which together give
the butter flavor. In this fashion one can obtain this flavor
without the addition of other substances. This is the basis of
the interest in flavors and tastes produced by biotechnologi-
cal processes, and called "reaction flavors". The great advan-
tage of reaction flavors and tastes lays in the exact
reproduction of the natural ones™. Diacetyl biosynthesis by
lactic bacteria has been studied mainly in dairy products and
to a lesser extent in alcoholic beverages and some vegeta-
bles. Improved microbial strains, optimization of the biologi-
cal process parameters as well as methods of extraction and
concentration are available to both industry and resear-
chers’™ but it is still necessary to advance in the biotechno-
logical knowledge in order to completely control the diacetyl
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production and that of the acompanying
compounds®". This review deals with the
study of the biosynthesis and the mecha-
nisms involved in the formation of diace-

tyl by lactic bacteria. :

BIOCHEMICAL. MECHANISMS FOR THE. FORMA-
TION OF DIACETYL BY LACTIC BACTERIA

Milk:- Certain: bacteria.which satisfy their

energy needs with an efficient substrate,’

may form diacety! if another carbon sour-
ce is simultaneously assimilated. This
kind of metabolism was initially observed
in milk substrates because of its impor-
tance in the food industry. It has been
observed in Lactococcus lactis subsp.
lactis biovar diacetylactis (formerly
Streptococcus diacetylactis), Leuconos-
toc cremoris (formerly L. citrovorum), L.
lactis and other lactic bacteria when si-
multaneously consuming eitrate and lac-
tose {or added glucose), form an excess
of pyruvate. Excess pyruvate is not used
to recover NAD", but it is transformed in
diacetyl through oxidative decarboxyla-
tion of the intermediary acetolactic acid
and the participation of thiamine pyro+
phosphate (TPP)*******  An alternate
path in diacetyl biosynthesis is from ace-
taldehide to acetoin and acetyl-coenzyme
A, skipping acetolactate Figure 1
shows two possible pathways in diacetyl
formation.

The rate of reaction for the first
pathivay is intimately related with the
efficiency of the citrate transport system
at the membrane™”. Citrate stimulates
glucose consumption by Lactococcus
spp. and Leuconostoc spp. with a conse-
quent increase in growth rate probably
because citrate favors the biosynthesis of
some cell constituents™'®*.  Diacetyl

formation is accompanied by the appea-
rance of other compounds such as ace-
toin, 2,3-butanediol and acetaldehide.

Wines: Various lactic bacteria produce
similar amounts of the diverse volatile
compounds during malolactic fermenta- -
tion, with little differences in the diacetyl,
acetoin and ethyl succinate levels”. The

- yield of these compounds has been rela-

ted to the malolactic fermentation rate’".

" A close relationship has been observed

between citrate consumption and diacetyl

. formation during malolactic fermentation.

Diacetyl formation in Leuconostoc me-
senteroides subsp. lactosum, involves
transformation of citrate to oxalacetate
by the enzyme citrate lyase, then pyruvate
and acetolactate and fipally diacety! with
TPP participation*™’ (Fig. 1).

The presence of malate diminishes
the asimilation rate of citrate in cultures
of Leuconostoc oenos and Lactobacillus
brevis, probably due to a common carrier
at the plasma membrane which favors
malate®. Another metabolic finding in
Leuconostoc mesem_eroides_ is that- cfuring
malolactic ferméntation it derivés energy
from malate degradation even in the pre--
sence of simple sugars since the assimila-
tion rate of sugars_ is inhibited in acid
environments'. Once bacteria have satis-
fied their energy needs they start assimila-
ting the citrate in the wine, forming an
excess of pyruvate which then is transfor-
med in diacetyl without energetic change,
as it ocurrs in milk,

Cider is another example of citrate
consumption by malolactic bacteria
starting between five and sixty hours afier
fermentation begins. This kind of metabo-
lism contributes to the development of
pleasant flavors®.
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On the other hand, there are clues
that point to the fact that citrate is not the
only pathway for diacetyl formation in
wine, since it has been observed that
Pedicoccus cerevisiae is able to form this
metabolite without consuming citrate, the
metabolic route is unknown, though’

DIACETYL DEGRADATION

The enzymes that reduce diacetyl
and acetoin are not alike in different or-
ganisms. In strains isolated from milk it
was found that the enzymes formed by
Lactobacillus spp. and by Lactococcus.
lactis subsp. lactis biovar diacetylactis
are specific for NADH, whereas those of
“Lactococcus lactis subsp. lactis are spe-
cific for NADPH. Moreover, Leuconos-
toc paramesenteroides forms enzymes
that can act with either coenzyme®. This
is not the only pathway for diacetyl de-
gradation. Some strains (Lactococcus
lactis subsp. lactis and Lactococcus lac-
tis subsp. cremoris), isolated from milk
and butter, which lack diacetyl reductase
produce an unidentified low molecular
weight metabolite responsible for reduc-
tion of diacetyl produced by other bacte-
nal strains®. In Leuconostoc lactis some
energetic molecules and intermediary
compounds from glucose metabolism
inhibit acetolactate synthetase activity in
the presence of citrate and neutral pH.
This effect decreases as pH decreases.
The exception is ATP, whose inhibition is
accentuated at low pH’.

In lactic cultures it has been obser-
ved that the membrane transport system
for citrate decays with time, which gives
rise to a diminished rate of diacety} for-
mation after 15 hours®.

A stage of increase of diacetyl
production has been observed in several
foods lasting 12 to 24 hours to be fo-
llowed by a slow decrease even if the mi-
crobial growth continues, in contrast with
the rate of acetaldehide formation which
is closely related with the microbial
growth®. This behavior has been eviden-
ced during the mesophilic and thermophi-
lic fermentation of milk™, to obtain ghee,
an hindu food made of milk fat®, and
dhokla?. Nevertheless, in corn meal fer-
mentation'™" and in cabbage®, diacetyl
formation goes on for several days as
growth proceeds uninterruptedly, after-
wards diacetyl concentration diminishes.

Diacetyl reduction by enzymes
from Lactobacillus brevis and L. hilgar-
dii begins during malolactic fermentation
and continues during the storage period
which gradually diminishes diacetyl. This
reaction usually occurs also with the
reductases formed by yeast'”.

Diacetyl disappears from wines
when pH is below 5.2 because two enzy-
mes, diacetyl reductase and acetoin re-
ductase, become activated, thus diacetyl
is transformed into acetoin and this in
turn into 2,3-butanediol'”.

EFFLCT OF MICROBIAL GROUPS, NUTRITIONAL
AND ENVIRONMENTAL FACTORS ON DIACETYL
BIOSYNTHESIS.

The path of diacetyl metabolism is
set in a very sensitive way to the prevai-
ling fermentation conditions, however,
not all those affecting growth have been
evaluated as to their role in flavor pro-
duction. The most important factors are
discussed below.
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Strains: Lactic bacteria have different ca-
pabilities  for  diacetyl formation,
Leuconestoc cremoris and Lactococcus
lactis subsp. lactis - biovar. diacetylactis
form the highest levels of diacetyl in dairy
products. Other important species in dia-
cetyl production are Lactobacillus del-
brueckii subsp. bulgaricus (formerly L.
bulgaricus), L. helveticits, Streptococcus
salivarius subsp thermophilus (formerly
S. thermophilus) and some strains of
Lactococcus  lactis . subsp.  cremo-
risP B34 (Table 1)

In the malolactic fermentation of
wines, strains producing diacetyl are
Leuconostoc oenos, L. mesenteroides, L.
cremoris, L. dextranicum, Pediococcus
cerevisiae, P. pentosaceus, Lactobacillus
buchnerii, L. plantarum, L. fermenti; L.
delbrueckii, L. casei, L. brevis and L. hil-
gardii'*®.

The accumulation of certain fla-
vors may be improved through the inocu-
lum ratio of the strains involved, although
its concentration- also influences diacetyl
production. Diacetyl reductase activity is
counterbalanced with high inoculum le-
vels (3%), in the ghee production®. This
effect is also observed when milk is ino-
culated with a2 concentrated lyophilized
starter culture, diacetyl reaching up to 8
to 8.4 mg.Kg" in only two hours™.

The presence of starter strains of
fast acid production favors activity of
Leuconostoc cremoris in mixed cultures,
since this increases growth rate as well
as diacetyl yield*. '

Substrate chemical nature: The metabolic
pathway for diacetyl formation may start
from citrate (Fig. 1), therefore a high
concentration could divert the metabo-
lism towards diacetyl biosynthesis. Milk

contains 0.15 to 0.18 % citrate and it is
recommended to increase its concentra-
tion up to 0.30 to 0.38 % since it has
been found that under these conditions
factic bacteria form up to 300 % more
diacety!?**,

Fruit musts need not added citrate
because their Jnatural content is high. In
these .cases, it is recommended to use
musts with low citrate content or to use
low activity strains to avoid excessive
diacetyl formation during- malolactic
fermentation®. .

Cometabolism of citrate and glu-
cose results in an enhanced growth,
higher glucose consumption, inhibition of
ethanol production through the heterolac-
tic cycle, and more lactate production and
flavoring metabolites from pyruvate in
Leuconostoc spp. strains’®. In contrast,
Lactococcus lactis in anaerobic culture
with excess glucose produced lactate
without forming acetoin or diacetyl.
However, in a chemostat with hmiting
glucose and moderate aeration produc-
tion of both metabolites was clearly
increased’. ‘

A culture of Streptococcus sali-
varius subsp. thermophilus in milk with a
low inoculum, 0.1 % v/v, and a moderate
CO, content as NaHCO,, stimulated the
microbial growth as well as flavor forma-
tion. This is due not only to the buffer
effect on pH and redox potential but also
to the stimulation of synthesis or activity
of the enzymes related to pyruvate meta-
bolism. Microbial growth is also stimula-
ted by the addition of oleic acid and its
esters, such as tween 80 and 85, but this
effect is nil if the inoculum is large”. An
excess CO, is undesirable since diacetyl
biosynthesis is impaired by oxygen
reptacement™.
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Some cuiture medium consituents
have an effect on the metabolic pathways
of bacteria. For instance, Lactococcus
lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis
and l.euconostoc lactis use the acetolac-
tate pathway for acetoin and diacetyl
biosynthesis when they are deficient-in li-
poic acid (Fig. 1)**. Addition of acetal-
dehyde, lactate and
concentrations up to 30 mM do not affect
the activity of acetolactate synthetase,
which is necessary in the metabolic rou-
te’. Nevertheless, in these organisms
there is an alternate path which requires
low amounts of acetate and lipoic acid to
form the intermediary acetyl-CoA, which
in turn is linked to activated acetaldehyde
to form diacetyl™.

In wine, ions Mg”, Co®, Ba** and
Ca® enhance diacetyl and acetoin pro-
duction via citrate by Leuconostoc me-
senteroides subsp. lactosum. Whereas
ions Cu®, Fe*', Fe**, Sn* and the organic
compouds L-cystine and acetaldehyde are
inhibitors. Besides, Mg™ ions are involved
in the protection of Leuconostoc luctis
and Lactobacillus plantarum against the
toxic effect of oxygen improving the yield
of acetoin®. Lactococcus lactis subsp.
lactis, can form diacetyl anaerobically in

the absence of citrate if the medium Man -

Rogosa Sharpe (MRS) is supplemented
with Cu* ions or hemin®.

Redox potential and oxygen: Diacetyl
formation is. favored by aeration, since
raising the redox potential there is an in-
crease of acetolactate synthetase activity
2 to 2.5 fold. Under reducing conditions,
astde the inhibition of the enzyme, the

product is transformed by reductases into-

odorless products, 2,3-butanediol and
acetoin’ > Moderate aeration (1 vvmi

ethanol - in_

with 25 % air), inhibits pyruvate-formate-
lyase, in favor of diacetyl and acetoin
biosynthesis without impairing microbial
growth’. For these reasons it is recom-
mended that the so-called milk-butter fer-
mentation should be carried out under
aerobic conditions and air saturated befo-
re storage to prevent flavor losses™*.
Prolonged maturation of cheddar cheese
diminishes diacetyl content because the
protein degradation releases sulthydryl-
containing compounds which lower the
redox potential to values of E= -200
mvll- .

pH: In milk, Leuconostoc species produ-
ce only acetoin and diacetyl at low values
of pH, optimum between 3.8 and 4.4*
At this pH the route for citrate utilization
is preferred because the intracellular pH
diminishes gradually in response to exter-
nal pH decrease. pH changes influence
the activity of intracellular enzymes"’.
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis does not require so low a
pH, since its activity is higher at pH 5.2
By continuous dialysis, the best produc-
tion is obtained at pH 5.4 Optimum pH
of the main enzymes citrate lyase, aceto-
lactate synthetase, diacétyl reductase and
acetoin reductase are 6.0, 5.5, y 5.7,
respectively®.

During malolactic fermentation of
wine, the transformation of citrate to dia-
cetyl or acetoin is carried out in a range
of pH from 2 to 6, the optimum for
Leuconostoc - mesenteroides is between
3.5 and 3.8"". Although cell free extracts
of euconostoc mesenteroides subsp. lac-
fosum, showed that citrate lyase activity
was in the range of pH 4 to 8 with an op-
timum at 6*.
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TABLE 1
Principal microorganisms producers of diacetyl
Microorganism Substrate Reference
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. milk 1,27,28
diacetylactis -buttermilk, fresh cheese - 36, 37
’ ghee 8

soy 42
complex medium 8
modified MRS medium 24

Lactococcus lactis subsp. lactis - complex medium 7
-modified MRS medium 6

Streptococcus. salivarius subsp. yoghurt 30, 46

thermophilus

Leuconostoc cremoris milk 27,34, 35

° {resh cheese 36,37

buttermilk 19, 36, 37
wines 12, 34 35
modified MRS medium 43

Leuconostoc venos” wines 13,45

Leuconostoc mesenteroides wines 12.

’ dhokla (cereal-milk) S22
Leuconostoc mesenteroides subsp. /actosum wines 45
Leuconostoc dextranicum subsp. vinarium wines - 15
Leuconostoc dextranicum mitk 27. 34,35
Leuconastoc infrequens wines 45
Leuconostoc lactis modified MRS medium ° 9
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus yoghurt 30, 46
Lactobacillus delbrueckii wines 12

modified MRS medium 43
Lacrobacillus hilgardii wines 12,45
Lactobacillus buchnerii wines 12

modified MRS medium 43
Lactobacillus fermentumn dhokla (cereal-milk) 22
Lactobacillus delbrueckii wines 1243
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus checse. soy 21
Lactobacillus brevis wines 12.45  ~

modified MRS medium 43 ’
Pediococcus cerevisiae wines 12.43
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Temperature: This variable does not fa-
vor equally flavor production and acidifi-
cation. For instance, in ghee the optimum
temperature for growth of Lactococcus
lactis subsp. lactis biovar diacetylactis is
30 °C whereas for diacetyl production it
is 22 °C*. The temperature for the pro-
duction of this compound during milk
fermentation by mesophilic organisms is
between 18 and 24 °C, but Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus and Lac-
tobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
produce larger amounts at higher tempe-
ratures, 40 to 42°C"34%4

Effect of a:. Studies carried out with
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis grown in milk have shown a
close relationship between a_ decrease

'OXALACET ATE
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‘ NADH 5
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COASH + tipoic acd
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and microbial growth rate in a range of
098 to 0.87. Lower values may impair
the active transport or energy production
systems at the plasma membrane level,
which are related with the flavor produc-
tion’>. Microorganisms better suited to
low a_, in a natural way, such as malofac-
tic bacteria of wine'** and cider”, or Pe-
diococcus  halophilus in soy sauce®,
show a high metabolic activity even at
very low a, values.

CONCLUSIONS

The metabolic pathways for diace-

. tyl biosynthesis are well known, both in

wine or miltk substrates. The environmen-
tal and nutritional factors affecting this
activity are also known. This is an
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advantageous situation since it permits to
actually direct the biosynthesis of diacetyl
as well as the accompanying metabolites
in lactic fermentations which will reduce
costs and increase efficiency of the pro-
duction processes of butter-like flavors. It

is possible then, to offer to the food in-’

- dustry natural flavorings at low costs
" which will benefit the consumers who will
get foods without amﬁcnal -additives in
them.
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Resumen

La demanda de alimentos naturales por los con-
sumidores ha generado un gran interés de los sectores
académico e industrial, en los aromas y sabores obteni-
dos por procesos bictecnoldgicos. La presente es una
revisidn actualizada sobre la importancia del diacetilo
como principal componente del aroma tipo mantequilla
que se dorma durante la fermentacion lactica de los
alimentos. Se discute también la funcién, ventajas y
desventajas de este compuesto en los productos ldc-
teos, las bebidas alcohdlicas, los vegetales ensilados
y los substratos amilaceos. Se revisa brevemente {a
legislacion relacionada con la aplicacion de ingredientes
saborizantes naturales; y en la dltima seccién, se
mencicna la situacidn de! diacetilo usade como aditivo
por la industria alimentaria mexicana.

©  Palabrasclaves: Aroma, diacetilo, fermentacion-
lactica, legisiacion, mexicana

Summary

(The demand of natural foods from consumer
has generated a great interest refated to the flavors
and aromas produced by biotechnological pro-
cesses from the academic and industrial sectors.
The present review deals with the importance of
diacetyl, as the main component of the butter aroma,
a type that is generated during the lactic-fermenta-
tion of food products. The function, advantages and
disadvantages of this compound in milk products.
alcoholic beverages, silage and starchy substrates
are also discussed. Legislation is revised briefly re-
lated with the application of natural {lavoring ingre-
dients and in the last section, the situation of diacety!
used as an additive for the Mexican Food Industry
is mentioned.)

(Key words: Aroma. diacety!, lactic-fermen-
tation, legistation, Mexican.)

Introduccion

El creciente interés que existe de consumir
alimentos naturales, ha originado una demanda de
aromatizantes preparados por procedimientos
altemnativos a la sintesis quimica, como son los formados
durante los procesos biotecnoldgicos. Entre éstos destaca
la nota aromatica a mantequilta, cuyo componente mas

importantes es sin duda el diacetilo o 2,3-butanodiona’

(CH3COCOCH3). El aroma dominante de este
compuesto se complementa con una mazcla compleja

de otros como son: la acetoina, e! 2,3-butanodiol, la
acetona, los dcidos grasos volatiles y aigunos mas en
concentraciones traza, que en conjunio se percibe como
el aroma a mantequilla natural.’-104®

Las formulaciones artificiales con aroma tipo
matequilla eran hasta hace poco las Unicas disponibles
en el mercado; sin embargo. no es facil oblener
sintéticamente un perfil que se asemeje al natural, pues
los costos suelen limitar el numero de compuestos
quimicos utilizados, dando origen a productos con de-
tectable aroma artificial.'s25.2851.99
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Existen grupos multidisciplinarios que se realizan
grandes esfuerzos para que los “aromatizantes de la
nueva generacion” tengan un costo atractivo, al incluir
en la misma presentacién, ademas de las funciones de
aromatizacion natural, las de emulsificacion, humectacion,
estabilizacion, extension, etc.'6-1.4550,

En este trabajo se revisa fa importancia del diacetilo
ccmo componente en los pertiles aromaticos que se
desarrollan durante fa fermentacién lactica de diversos
alimentos.

También se revisan algunos aspectos legales,
relacionados con la produccién y aplicacion de! diacetilo
como aditivo alimentario y se mencionan algunos datos
sobre la situacién actual de la industria mexicana’
relacionada con la aplicacién de este compuesto. - -

Funci6n del diacetilo formado en diversos alimentos
por fermentacion

Productos licteos: En la fementacién de la leche
destinada a la elaboracidn de mantequilla, quesos fres-
cos, queso cottage y leche-mantequilla se emplean las
mismas mezclas de iniciadores mesofilicos para acidificar
y desarroliar la nota aromatica tipo mantequilla.3' €l
diacetilo formado con un cultivo iniciador puede alcanzar
un nivel entre 2.7-3.8 mg 1 en la leche y esta
concentracidn puede elevarse hasta 18 mg 1, cuando
se modifica el proceso tecnoldgico ¢ se aplica una cepa
hiperproductora, #%5'# preferentemente, tesistente a ios
antibidticos.' La concentracién de este aromatizamante
puede cambiar durante las operaciones posteriores,
alcanzando en el queso cheddar niveles hasta de 20 mg
Kg'.® mientras que en el cottage y en la mantequilla e}
rango de concentracion de 2-2.5 mgKg, es considerado
suficiente para los productos de buena calidad. 13283564
£n forma similar, el ghee que es un producto tradicional
hindy preparado por maduracién de grasa de leche
clanficada, presenta concentraciones de diacetilo entre
1.5-2.9 mg Kg'.* En el yoghurt natural o edulcorado, este
compuesto es el segundo en importancia en el aroma,
encontrandose normalmente entre 0.5-1.5 mg
Kg", 's*#*aunque algunas veces llega hasta 13mg Kg™',
dando una sensacidon pungente y en consecuencia,
sensorialmente inaceptable.2® La concentracién de
diacetilo que presentan las leches-mantequilia
comerciales es muy variable, pudiendo fluctuar entre 0.56-
51 mg 1-1. 8164

Existe en el mercado algunos concentrados con
aroma a mantequilla, a crema o a queso aprobados por
F.D.A., los cuales son elaborados por femmentacién de
substratos 1acteos con formacién de diaceti-
lo. Generalmente los volatiles de estos cultivos son extrai-

dos por destilacién al vapor y en acasiones, la nota aroma-
tica se modifica con ensayos enzimaticos antes de conce-
trarlos. Estos extractos se refuerzan frecuentemente con
sustancias artificiales y logran un efecto global mas fie!
que los aromatizantes sinté-ticog? 452

El diacetilo tiene ademas de su olor suigéneris, la
capacidad de impartir una sensacion de cremosidad y
deficadeza en productos comc yoghur, helados, leches
malteadas y otras bebidas. Esta funcién es especiaimente
importante en los alimentos’bajos en grasa, en donde
los aromas se intensifican {recuentemente a niveles
indeseables por tener una polaridad mas elevada que la
de los sistemas originales, lo que ocasiona que los
componentes oleosolubles sean mas volatiles. En estos
alimentos, e! diacetilo contribuye en 1a resolucién del
problema al dar una sensacién olfativa y gustativa de
armonia, englobaldo y suavizando a otras notas
aromdticas. *'¢ Ademds, siendo el diacetilo un compuesto
polar no se desestabiliza tanto, presentando en alimentos
con 2% de grasa, una volatilidad apenas del doble que la
observada en otros productos con 20% de grasa.¥” Un
avance tecnoldgico que permite integrar mas eficien-
temente los aromas considerados “delicados™ como el
mencionado, tanto a alimentos grésos 0 acuosos, es
incluyéndolos en microcdpsulas a base de almidones
cerosos modificados.”

La produccién de diacetilo por las bacterias lacticas
se ve acompanada de otros compuestos, entre ellos
destaca el acetaldehido, que en el yoghurt es considerado
como el aromatizante principal y se presenta en un rango
de concentracién entre 1-45 mg Kh"', dependiendo de la
cepa y de las condiciones de cultivo.2%_E| acetaldehido
imparte un agradable aroma a avellana y un sabor fresco,
que sensorialmente es mas aceptable cuando se
encuentra en una concentracion entre 10-41 mg Kg'15%
y una relacién de acetaldehido: diacetilo entre 1:1 a
1.45:1,2¢% aunque en algunos productos comerciales
puede ser hasta de 33:1, confiriendo una sensacion
gustativa irritante y herbacea =%

En el yoghurt se han determinado mas de 30
compuestos volétiles en el yoghurt con menor impacto
aromatico. Algunos son biosintetizados por las bacterias
lacticas, como la acetona (0.2-5.2 mg Kg), ia 2-butanona
y los dcidos organicos de cadena corta (C,-C,); otros
compuestos se forman por degradacién térmica de
compuestos organicos diversos. ¥4 Los compuestos
mas relacionados por compartir las mismas rutas meta-
bolicas en las bacterias y el 2,3-butanodiol y aunque se
forman en cantidades superiores al primero (2-6.5 veces), -
son inodoros e insipidos. %

En el cuitivo de leche destinada a producir
mantequilia la concentracion de acetaldehido se presenta

17
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en un rango de 0.27-0.45 mg 1", y la mejor relacion
diacetito: acetaldehido en este cultivo fluctua entre 3:1y
8:1.2%¢' Qurante las primeras 6 h. se forman poco
acetaldehido; sin embargo, en los cultivos que se
prolongan inapropiadamente hasta 22-24 h, su
concentracidn puede llegar a ser de 6 a 10 vece$ la dei
diacetilo 2>

Del queso cheddar se han identificado actualmente
mas de 200 compuestos velatiles, pero los que definen
su aroma caracteristico de manera significativa, son
solamente tres: el dcido butirico, el metional y el diacetilo.®

Los compuestos que contribuyen a dar el aroma
de maduracion ai ghee (grasa ldctea clarificada de origen
hindu) que sensorialmente son mas deseables, se forman
en las primeras 18 h de fermentacién; éstos son: ef

diacetilo (2.9 mg Kg™), el acetaldehido (1.6 mg Kg™"} y Iosj

acidos grasos voldtiles (1.3 mg Kg').*

La necesndad de controlar los perfiles aroméhcos i

formados durante las fermentaciocnes de los productos
lacteos, ha motivado que se inviertan muchos recursos
en el estudio de las bacterias lacticas; algunos aspectos
relacionados con los factores que afectan la formacién
del dicetilo y con las rutas metabdlicas de su biosintesis
han sido discutidos por varios aulores.2%-028

Bebidas alcohdlicas: La sensacién por el
diacetilo, biosintetizado al fermemtar substratos de origen
vegetal, tiene diferente aceptabilidad. Los umbrales de
deteccion olfativa de este compuesto varian dependiendo
de las bebidas alcohdlicas y de la sensibifidad-de fos
evaluadores, siendo entre Sy 50 ug 1" en la cerveza, >
de 20 ug 1" en whisky sintético y de 50 ug 1" en vino
sintético; pero con el efecto sinergico que da el acetato
de etilo al anadirto at Ultimo sistema, el umbral puede
disminuir hasta 12 pg *.%

El contenido de diacetilo es en promedio, menor
en las cervezas lipo lager (20-80 ug 1) que en las de
lipo ale y stout (40-580 ug 1"). En bajas concentraciones
este compuesto contribuye al aroma, pero a partir de 200-
250 pgt' en cerveza lager o piisner, o bien, 450 p 1% en
cervezas americanas, el olor a grasa lactea que desarrolla
ya es inaceptable. Este problema puede atribuirse a la
actlividad de las bacterias lacticas y/o de levaduras
aerobias y cuando se presenta, el industrial se ve obfigado
a adicionar la enzima diacetil-reductasa, incrementando
los costos de praduccion. 3?4

El diacetilo formado durante la fermentacion
malolactica en el vino linto alcanza normaimente
concentraciones entre 1-4 mg 1, a las cuales se integra
y armoniza con el etanol y con otros compenentes como
los ésteres de acetato, el succinato y et factato de etilo,
para aumentar la complejidad del aroma. El conjunto
constituye el apreciado “bouquet de maduracién biolégica”

que efeva la calidad sensorial del producto.? <3461 pgrg
si el diacetilo alcanza concentraciones mayores de 4 mg.
1, el olor se vuelve inaceptable.®¥ Cuando la
fermentacion alcohdlica del vino se realiza con un con-
trol deficiente, las levaduras salvajes pueden formar
diacetilo y acetoina,; en estos casos no es recomendable
madurar biclégica o quimicamente el producto, pues la
concentracidn aditiva de los compuestos mencionados
podria llegar hasta 37 mg 17, que,es un nivel
sensorialmente indeseable.*

Ensilados vegetales: La velocidad de
fermentacién de la col agria tiene etecto en ifas
caracteristicas sensoriales del producto; siendo el
proceso de encurtido lento el mas apropiado, formando
dcidos lactico, acético y'succinico como productos

-principaléd y desarrollande aromas suaves como el que

imparte el diacetilo, el cual se detecta en los primeros
d ias. El proceso répido por otro lado, favorece la
acumulacién de dcidos grasos que son los respansables
de los olores desagradables a “zapatera” o a “quesc”™; en
estos casos, el contenido de los volatiles de cadena corta
(C, - C,,) pueden llegar a una concentracién de 990 mg
Kg y el del &cido paimitico hasta 220 mg Kg'', en base
seca. Enla fermentacion rapida de pepinillos se acumula
aproximadamente el doble de estos compuestos.®

Por otro lado, durante el encurtido de aceitunas
se forma una gran cantidad de compuestos aromatizantes
y sin embargo, no se ha encontrado diacetile. a pesar de
que el consumo de citrato (precusor de! diaceiilo en otros
alimentos), sj se presenta.*>

El 1é negro que se consume en todo el mundo es
un producto ensilado, el cual desarrolla una gama muy
grande de compuestos volatiles (mas de 300), entre los
que se ha detectado al diacetilo.®

Substratos amilaceos: Entre los 150 compues:os
voldtiles que se han.identiicado en el aroma del pan, el
diacetilo esta presente aunque sin resaltar.®? Por otro lado.
si se desea impartir un aroma tipo mantequilla a los
productes de panificacion, la concentracién de diacetilo
necesaria en el producto terminado es generaimente muy
baja (2.5 mg/Kg"): pero debido a que las pérdidas du-
rante el horneado pueden alcanzar hasta 96%. este
compuesto debe estar presente en exceso en las
formulaciones iniciales.*

La mayoria de las investigaciones sobre 1a
fermentacién lactica de los substratos amildceos se han
orientade al estudio de la acidificacion, al valor nutritivo y
a la actividad amilolitica de las cepas: cuando se
mencionan aspectos relacionados con el aroma,
generalmente son datos subjetivos.?? en el ogi
nigeriano, que es un ensilado de maiz. se ha detectado
un aroma tipo yoghurt, % sin hacer mencicén al tipo de
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compuestos aromatizantes, mientras que el gari que se
elabora de yuca. se obtiene mas bien una nota frutal,
aparentemente debido a la formacién de los acidos
propionico y acético. ademas de otros compuestos como
aldehidos y cetonas.™ El dhokla es un alimento tradicional
hindg que se elabora por fermentacién lactica de una
pasta de cereales y leche, adquiriendo un aroma tipo
mantequilla por la formacién de diacetilo (5.2 mg Kg'} y
de &cidos grasos volatiles."”

Durante !a fermentacion lactica que se establece
naturalmente en algunos alimentos tradicionales
mexicanos como el pozol, que es una masa de maiz
nixtamalizada y fermentada," y en el atole agrio def grupo
étnico tzotzil, que se elabora a partir de maiz sumergido
en agua durante varios dias,"? se han detectado aremas
tipo tacteos por pruebas sensoriales, predominando las
notas butirica y a mantequilla.*'

Aigunos cultivos de soya que imitaban el proceso
del yoghurt, han sido inoculados con exudados de
ensilados de maiz, yuca y calabaza y aunque se
desarroilaron aromas agradables tipo ldcteo en todos los
productos, no se detectd el olor tipo mantequiila en
ninguno de ellos.” Sin embargo, este aroma pudo
inducirse en la leche de soya cuando se reforz 6 con
acido citrico al 0.15%, fermentando con cepas puras
productoras de diacetilo.?

En el cacao y productos derivados, se han
identificado aproximadamente 500 sustancias volatiles,
muchas de ellas aromatizantes. La fraccidn de los
aldehidos y cetonas {incluyendo al diacetilo) que se forma
al finai de la fermentacion mixta, contribuye con una nota
frutal y floral. convirtiendose en un grupo sensorial
impontante para este producto; es en esta etapa cuando
se han detectado las mayores cuentas de bacterias
lacticas. B

Aspectos legales

Ei Ministerio de Alimentos y Drogas (FDA) de fos
Estados Unidos de América clasifica a los aromas en tres
grandes grupos: en primer lugar estan los “sintéticos”,
que a su vez se subdivide en los que son “idénticos a
compuestos naturales” pero sintetizados quimicamente,
y los “artificiales”, que no existen en la naturaleza; el
segundo grupo lo constituyen los “naturales”, que son
los obtenidos de matenales vegetales o animales por
procesos fisicos, microbiolégicos y/o enzimaticos
apropiados y por ultimo estan los “reforzados”, que son
una mezcla de los dos anteriores.® Este Ministerio y la
Asociacién de Fabricantes de Sabores y Extractos
(FEMA) incluyeron at diacetila dentro de la lista de aditivos
que se denominan Generalmente Reconocidos Como

]

Seguros (GRAS), habiendo sido registrado con el No.
2370. De esta manera, permiten su aplicacidn como
aromatizante artificial a ciertos alimentos, en las
siguientes concentraciones maximas: bebidas no
alcohdlicas, 2.5 mg I'; helados y nieves, 59 mg Kg*;
dulces, 21 mg Kg', productos homeados, 44 mg Kg"
gelatinas y pudines, 19 mg Kg' y chicles, 35 mg Kg. »»

Por su lado, el Consejo Directivo de la Comunidad
Econdmica Europea emitié en 1988, instrucciones para
unificar y legalizar el uso de aromatizantes y a partir de

_ 1990 las normas emitidas se hicieron obligatorias en todos
los paises asociados.® De acuerdo a esta legislacion, el
diacetilo puro entra en la clasificacidn  de “sustancia
aromatizante” ya sea que se hubiera obtenjdo por sintesis
quimica, 0 por un proceso microbiologica. Por otro lado,
esta legislacién indica .qpe si los aromatizantes se
encuentran en extractos chtenidos de materiales naturales,
o sin extraer, entonces se denominan a las mezclas
“preparaciones aromatizantes” 4*

Caon un criterio mas amplio, las regulaciones que
contempla el Codex Alimentarius®® se originan de un
esfuerzo a nivel intemacional, con el fin de unfficar criterios
acerca de la calidad deseable en los alimentos y sus
procesos de elaboracion. En la clasfficacion de aditivos
alimentarics se incluyen a los aromas y sabores naturales,
a las sustancias naturales e idénticas a las naturales con
estas funciones y también a las artificiales; sin embargo, a
ninguna de ellas se les ha asignado hasta el momento, un
numero en e} Sistemna Intemacional de Numeracién que
maneja esta legislaciéon. Aunque no se menciona
especificamente al diacetilo, siindica que los aromatizantes
(naturales y artificiales) pueden afadirse al yoghur, a los
quesos y a productos tratados por procesos térmicos
después de la fermentacion, y su concentracidn estara
autolimitada por sus propiedades sensoriales y otras
consideradas como “Buenas Précticas de Manufactura”™, a
estos alimentos también se les puede anadir bacterias
lacticas que desarrolien aromas.

La Secretaria de Salud de México® regula el uso
de “saboreadores o aromatizantes”, clasificidndoles en 9
categorias. el diacetilo sintético puede entrar en varnas
de ellas basandose en su presentacion al mercado mas
que en su origen de obtencidn; aunque esta legislacidn
no considera explicitamente a los saboreadoeres o
aromatizantes elaborados por fermentacion.

Aplicacion del diacetilo en México

El mercado para los aromatizantes con notas tipo

- lacteo en México es notablemente importante pues al
afo, aproximadamente 2,000 Ton de alimentos
procesador incluyen en su formulacion a estos aditivos.
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Las industrias del sector lacteo y las de productos de
panificacién son las que mas utilizan los aromas a
mantequilla en México y en menor proporcién, las que
elaboran productos de confiteria y atoles. Ei diacetilo
forma parte también de otros aromas, como los de
queso, que son demandados principalmente por ia in-
dustria lactea y la de botanas.

Las presentaciones artificiales con nota a
mantequilla que se elabora en este pais, son mezclas
con 6 a 25 aromdticos (componentes basicos con aroma
peculiar}, aunque predominan los que contienen entre
16 a 18, dependiendo de la complejidad y fidelidad

deseada. En estas mezclas, el componente principal es’

también el diacetilo; el cual se complementa con acidos
grasos volatiles, dcido ldctico, ésteres y lactonas y se
presentan comerciaimente en forma liquida o en polvo. La
dosificacion recomendada de estos aromatizantes
comerciales fluctua entre 0.1 - 0.3% para los alimentos
liquidos, mientras que-a los sélidos se les aflade hasta 4%,
en promedio. De esta manera, el dicetilo se encuentra en
una concentracion entre 0.01 - 0.03%, del peso del alimento.

Las dosis fijas de aromatizantes las aplican
solamente las industrias palimentarias equenas, ya que las
medianas y grandes prefieren invertir en el desarrollo de perfiles
mmas fieles y estables con ensayos particulares realizados
por grupos muttidisciplinanios, en los que se evaitia no solo la
concentracién, sino también aspectos relacionados con la
seleccion del vehiculo del aditivo, las modificaciones durante
el proceso, la aceptabilidad y los costos.

El diacetilo no se produce en México®® y por lo
tanto, debe importarse con un costo unitario intermedio
en relacién al de otros aditivos artificiales. Sin embargo,
como el nivel de dosificacién suele ser muy pequefio, su
aplicacidn no incrementa sensiblemente el costo del
alimento.

Los gastss relacionados con la saborizacion artifi-
cial deben cofisidérarsé como un"marco de referencia
cuando se pretende sustituir los aditivos artificiales, por
los derivados de procesos biotecnoldgico, ya que la
alternativa debe resultar igual 0 mds econémica. En el
mercado de México hay disponibilidad de productos
biotecnoldgicos de importacion que imparte una nota
natural, como les extractos con aroma a mantequilla o
queso. elaborados por procesos enzimaticos o
microbianos. La concentracion recomendada de estos
aromatizantes en los alimentos, fluctia entre 0.5 - 2%.
Aunque en e caso de los productos ldcteos fermentados,
es mas frecuente que la nota a mantequilla se desarrolie
por fa accion de iniciadores lacticos liofilizados.
especialmente preparados para cada alimento.

Debe considerarse entonces, que actualmente son.

los paises de tecnologia avanzada. los que poseen los

recursas para desarrollar aromas con diacetilo utilizando
procesos biotecnoldgicos de punta, de lo que se deriva
que controlen su elaboracidn y comercializacion en todo
el mundo, generalmente a través de sus filidles.

Conclusiones

1. El diacetilo formado durante fa fermentacion
lactica imparte una nota aromaética tipo
mantequilla, la cual se complementa con fas de
otros metabolitos que en conjunto, constituyen
un aroma “natural”.

2. La presencia de diacetilo es deseable en los
productos lacteos, hacia los que se han orientado
los principales avances cientificos y tecnoldgicos.

3. En la mayoria de los alimentos fermentados de
origen vegetal; el diacetilo forma parte de notas
aromaticas complejas aunque én este caso se
encuentra en menor concentracion.

4. La aplicacién del diacetilo como aditivo
alimentario gstd regulada por legislaciones
intemacionales, en donde se enfatizan seqin
cada pais, aspectos como la fuente, las dosis y
las condiciones de uso. -

5. Dentro de los aromaticos artificiales consumidos
en México. el diacetilo es considerado uno de
los mas importantes pues su demanda es
extensiva; sin embargo, se debiera desarrollar
procesos biotecnologicos propios para la
produccién-de aromas tipo mantequilla.
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M.L. ESCAMILLA, S € VALDES J SORIANO AND A. TOMASINI. 2000. Three series of 5-day
submerged cultures with Pediococcus pentosaceus MITJ-10 and Lactobacillus acidophilus
IHansen 1748 were carried out in starch-based media, and the effect of cultural factors
on the changes of starch, diacetyl and amylase activity determined. In axenic

cultures, Ped. pentosacens MITJ-10 produced more diacetyl (6327 mg | ') by adding
glucose, yeast extract and CaCO, (£ < 0-01), at 28°C (P < 0-05); but more starch

was consumed (18-4 g 17 ') in the absence of glucose (P < 0-01). Lact. acidophilus tlansen
1748 consumed more starch (26-56 g 17') at 28 °C, with CaCO, glucose (P < 0-01) and yeast
extract (P < 0-08); however, the amylolytic activity (10077 U 1~") was favoured at

35°C (P < (01). Little starch was consumed in mixed cultures due to the low pl;
nevertheless, diacety! content rose to 135-76mg |~ at 32°C (P < 0-01). Therefore,

both studied strains might be useful to produce aromatic extensors from starchy

substrates. These natural aromatic extensors are of interest to the food industry.

INTRODUCTION

One of the main applications ot lactic aad bacteria n the
food industry is refared to their abtlity to develop appreciable
hutter-and cheese-like aromas, Butter aroma contains a great
number of compounds; maindy, diacetyl or 2,3-butanedione
(CHOCOCOCTT) and volatile farry acids (VFA). Diacetyl
concentrations in fermented foods are: 8°5- 20mg 17", in fer-
mented dairy products; +4 625 mg kg ', in bakery products
and 29-32mg kg ', in some indigenous fermented foods
(Margalith 1981 Yadav and Srinivasan 1985; Joshi, Godbole
and Kanekar 1989 Fscamilia et al. 1996b). VEA levels must
be controlled in the butter aroma to avoid undesirable off-
Havours (Vasavada and White 1979; Margalith 1981),

The biosynthesis of diacetylhas been characterized in systems
containing citrate and another simple carbon-source by certain
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lactic acid bacteria; i.e. Ladncoccus lacns ssp. lactie bovar
dincetvlactis, Leuconostoc mesentermdes ssp. cremoris and Leu
laetis, growing in milk, wine, beer; or citrate-based synthetic
media (Shimazu, Uehara and Watanabe 1985; Cogan 1995,

Cogain-Bousquet eral. 199¢, Escamilla eral. 1996). The pro- {.

duction of a butter-like arona by the fermenadon of starchy
substrates may be of interest to the food industry. Some lactic
acid bacteria are amylobytic, e, Lactobacdlus plantarum, Lact.
acidophilus, Lact. amylovorus, Lact. cellobinsus, Streptococeus bobis
and Pedincoccus damnosus {Champ ef al. 1983 Liand Chan 1983,
Sen and Chakrabarry 1984, Garvie 1986; Kandler and Weiss
1986; Imam et al 199 y Girand ef al. 1993; Olympia eral. 1995)1 ¢
however, there is no evidence of production of aroma com-
pounds from starch by these strains.

‘The main purpose of this work was to determine some of
the nutritional and environmental conditions that tavour the
production of diacetyl, the consumption of starch and the
production of extracellular amylase by Ped. pentosacens NIUT -
10 and Lact. acidophilus Flansen 1748 growing in axenic and
mixed submerged cultures.
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MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains

Lactobecsllus acidophilus (strain 1748 CHR-Hansen), and
Pediococeus pentosacens stram MIUTJ-10, previously isolated
from Mexican cider (Verde etal. 1995) were used in this
work.

Culture media

"The compasition of storage medium was (g 17" distilled FHLO):
Micro/inoculum broth (Mercki’), 18:5; soluble starch, §; agar,
15, and vitamin and mineral solution, 5ml {indicated betlow).
Propagation medium was used for inocula cultivation (g 17
distilled H,0): glucose, S; soluble starch, 10; peptone from
casein, 2; yeast extract, 2; CaCO, 030 KHPO,, 02
MgS0, 74,0, 0-1, and vitamin and minerat solution, 5mi.
A basal medium was used in all main cultures in which
glucose, soluble starch, yeast extract and CaCO, vontents
were adjusted according to the design in each series.

Vitamin and mineral solution was prepared by dissolving
hiutin,{ 64pg; folic acid, 320ug; a eapsule of Viterra-Plusy
(Pfizer) and a capsule of Catandap (Atlantis), in 40 ml of an
ethanol/FLO (134, v/v) solution. Liquid and solid media
were prepared according to the usual procedures, adjusting
the pH to 6-5 before sterilizing at 121 °C for 15 min.

Preservation of strains and inocula preparation

Slants of sterile preservation medium were prepared in cul-
ture tubes and inoculated with the strains; they were incu-
bared at 30°C for 72 h and kept for short spans at 4°C. For
long-term storage, strains were cultured in plates of the same
medium in similar conditions; therealter, cells were harvested
and suspended in propagation medium; then, aliquots of
7 ml were transferced into 2-ml vials and 0-3ml of sterile
glycerol was added; the mixture was frozen at - 40°C.

Erlenmeyer flasks with 50 ml of sterile propagation med-
ium were inoculated with heavy loops of a 72-h slant culture
of either, Ped. pentosacens MITJ-10 or Laet. acidophiius
Hansen 1748, These inocula were incubated at 30°C during
48 h, with agitation at 120 rev min"l{

Starch submerged cultures

‘T'hree series of submerged cultures of lactic acid bacteria,
growing in starch-based media, were carried out. The basal
medium was used, added with the nutrients indicated in the
design of each series (see Experimental designs). In all cases,
flasks with 100 ml of media were cultured for Sdays, with
agitation at 120 rev min~ Y The first and second series were
comprised of axenic cultures of Ped. pentosaceus MITJ-10 and

Lact. actdophilus Hansen 1748, and were started by adding
1 ml of the corresponding inoculum broth to cach culture
flask. The third series consisted of mixed cultures growing
in a propagation medium, with a soluble starch cunrent
adjusted to Sg 17" In this series, 15 ml of inoculum broth of
cach strain was added to start every culture.

Experimental design and statistical analyses

The series of cultures referred to as equilibrated fractional
factorial experiments (FIE) were designed according to the
Taguchi methodology, as presented by Ross (1989), in order
to estimate the main factor and some interaction effects on
the following response variables: production of diacetyl, con-
sumption uf starch, and production of extracellular amylase,
after 5 days of fermentation (final values minus initial values).
The same treatments were applied to both strains when they
were grown in axenic cultures (frst and second series) in
order to clarily their specific responses; since both strains are
able to grow from starch, but only Ped. pemtasaceus is able to
produce diacetyl (Verde eral. 1995). A beries of mixed cul-
tures were carried out thereafter, applying the selected con-
ditions and evaluating only the first two variables of response
mentioned. Cultures were carried out in triplicate for the first
series, and in duplicate for the other two.

The factors evaluated were those generally known as main
compounds and environmental culture conditions that affect
lactic acid bacteria upon the production of diacetyl (Margalith
1981; Shimazu et al. 1985; Cogan 1995; Cogain eral. 1996;
Escamilla efal. 1996a) and amylases (Champ eraf. 1983; Li
and Chan 1983; Sen and Chakrabarty 1984; Giraud et al.
1993; Otympia et al. 1995). Most of the two-factor interaction
effects and the possibility of producing acecaldehyde from
threonine {Marshall 1993) were also evaluated.

In the first series, the effects of six factors with two levels
of variation: A, citrate; B, temperature; C, glucose; D, CaCOy;
E. yeast extract; F, threonine; and six two-factor interactions
between them were evaluated, taking into account the pre-
ceding research in the field, as indicated above. Literals (A to
F) were assigned to factors in order of importance; then, the
six most important two-factor interactions (teaving threonine
as an independent factor) were proposed. From the Tables
D.1 (Ross 1989) it was deduced that 16 trials had to be done
to ensure that all main effects be unconfounded and the two-
factor interactions be confounded with each other, with the
minimum amount of test (resolution fevel: 2). The lincar
graph shown in{Fig. 1 was designed following the methl
vdology of Taguchi. This and the Friangular Table 1.16
guided to a valid zllocation of the factors and interactions
into a two-column 16-trial (L16) orthogonal array (OA) which
is one uf the FFE equilibrated matrices developed by Tagu-
chi. This OA allowed 14 error degrees of freedom to he
traded for factor (or interaction) degrees of freedom; the

© 2000 The Society for Applied Microbiology, Joumal of Applied Microbiclogy 88, 000-000
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T (28,35°C)
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1A 4 C - 10 E
Citrate Glucose Yeast extract
{0. 0-1%, wiv) 9 12 (0, 1%, wfv) {0-05, 0-2%, wiv)

8 D CaCO, (0, 0:02% wiv)

Figure 1 Linear graph assigning factors and interactions to the
Taguchi L16 orthogonal array, in the first series of axenic cultures
with factic acid bacteria in starch-bused media. Factors evaluated
in two levels, Wl two-factor interactions

unassigned columns: 11, 13 and 15, directly estimated crror
variance and had orde error degree of freedom per column,

The design of the succeeding series was proposed based
on the results of the first series, applying again equal exper-
imental conditions to both strains. The tactors and levels
evaluated in the second series were: Factor A: CaCO, at 0-01
and 0-03% (w/v), and Factor B: temperature at 28 and 35 °C.
These factors and their interaction (A-1) were assigned to
columns 1-3 of 2 L8 OA, guided by the corresponding L8
Triangular Table. Finally, the third series (mixed cultures)
was structured in order to evaluate only one factor: the tem-
perature, at three levels: 28, 32 and 35°C. This factor was
allocated in the first column of an LY OA.

Data from the OA of each series were analysed by con-
ducting ANOVA, having the smaller column effects pooled-
up, in order to form an estimate of error variance with higher
degrees of freedom associated with that estimate (Ross 1989)
Null hypothesis, I, in the F-tests considered that estimares
of sample variances are equal at a certain confidence level;
the alternate hypothesis, H,, considered that the sample vari-
ances are significantly unequal, at the same confidence level
Other analvsis of data calculated were: the percent con-
tribution (P,%), which is the portion of the total variation
attributed to cach significant factor or interaction; and the
equations tor estimating the mean of each variable of response
(Fquation 1) depending upon the additivity of the factorial
effects. This calculation allows the prediction of the mean of
the dependent variable if an experiment is conducted with
the best combination of conditions.

wo=F1, + P20+ ..+ P, - dof (i) Equation 1

where: g, is the mean of the dependent variable under respec-
tive conditions, F1 is the mean of all the data of certain
dependent variable under the best level of one significant
factor (or interaction). Subscript is the level number. £2

Fn are as F1. Literals are traded by those presented in Fig.

L. Lf. represents degrees of treedom (one fess than the num-
ber of items added to estimate the mean). g, is the mean
of the entire experimental results.

Only the results from the best level of each significant
[he
level 1 of a significant interaction means that both interacting
factors are at the same level; while the interaction level 2

factor or interaction was introduced in the equation.

refers {o dissimilar levels of the factors.

Sampling and analytical procedures

In each culture, two flasks were analysed at time € (inttial
samples), and other two after § days of cultivation (final
samples). Analytical parameters were determined in dupli-
cate; therefore, one sample referred to six replicates in the
first series and to four replicates in the other two series. The
mean, standard deviation and dispersion of data of the entire
series was summarized by calculating the mean of the coel-
ficient of varfation: C.V. for each analytical parameter.

The pH was measured with a potentiometer; thercafter,
an aliquot of 20 ml was frozen at - 18°C. This sample was
thawed later, warmed-up to 60°C over 30 min, and homo-
genized in a shaker; the content of total carbohydrates was
determined with the anthrone reagent after cooling to 20°C
(White and Kennedy 1986). The remaining broth was cen-
trifuged twice at N g for 30 min at 4 °C. The supernatant
was analysed for lactate, with the p-hydroxydiphenyl reagent
{Barnett 1951); and reducing sugars, with the I)NSZrcngcm
(Miller 1959).

In the first series, clarified broth was used to determine
citrate {AOAC 1980} and diacetyl contents; for the last one,
a modification of the spectrophotometric method of Voges-
Proskaucr-Coblenz (McFaddin 1980) was applied as follows
1 ml of distilled water and 2ml of a recenty purified 1-37%
(w/v) 2-naphtol solution was added to 1-0ml of clarified
broth in a test tube; then 2ml of a creatinine-KOH
(0-3%/7 12, w/v) solution was added, with soft mixing after
every addition. Tubes were protected from air and light and
teft for 15min; finally, the optical density was measured at
530 nm. Diacetyl contents were calculated against a standard
curve, in a range of 0-60 ug mi™' (# = 0-9988). Under these
conditions, oxidation of acetoin was prevented and colour
was attributed only to the diacetyl content.

The acetaldehyde content was analysed in the clarified
broth in the first series tollowing the spectrophotometric
method of Rebelein (Amerine and Ough 1980).

A gas chromatographic (GC) method for the analysis of
volatile compounds was applied in the second and third series.
In this case, diacetyl and the volatile fatty acids (acetic, pro-
pionic and butyric acids) were determined. The conditions
for GC analysis were: the pH of each clarified broth (1-0ml)
was adjusted to 20, with 25 gl of 2 HCI/H,0O (1 : 1) solution
in a 2-ml vial; thercafter, each broth was centrifuged at 4000 ¢

© 2000 The Society for Apptied Microbiology, Joumal of Applied Microbiofogy 88, 000-000
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(30 min, 4°C). Aliquots of 0:3 ] of the supernatant were
analysed in a Hlewlett-Packard GC system 3890, with an A'T-
1000 Megabore column (10m x 0-53 mm; film thickness:
1-2pm). T, = 200°C. Oven programme was: T, = 80°C;
ty=1min; R=10°C min~"; T,=150°C; t.=6min.
N, = §ml min~". For FID[T,,,, =220°C; ait = 200-300 ml
min~'; Hy = 20-30 ml min~" and Att. = L. Standard curves
were analysed with five replicates of mixed solutions, 1-

10 mmol 1= of diacetyl and VFA.

Viable count of lactic acid bacteria

In the third series, viable counts of lactic acid bacteria were
determined in the axenic inocula in order to caleulate the
initial cell counts in the main cultures; final cell counts were
also determined after 5 days of incubation, ahead of any other
analysis. Serial suspensions of diluted broth (107°-10"") were
prepared with sterile Ringer’s solution: then, aliquots of
0-1 ml were smeared on plates of storage medium in duplicate,
with added bromocresol green (S0 mg 17') as a pl indicator.
The plates were incubated at J0°C for 24-48h and viable
counts of acid forming colonies were calcutated as colony
forming units per millilitre.

Assay of extracellular amylase

Reducing sugars produced from starch were determined in
vitro in initial and final samples of the first and second series,
considering the clarified broths as the sources of crude
enzyme. The method used was a modification of amylase
assays for lactic acid bacteria (Li and Chan 1983; Sen and
Chakrabarty 1984). Aliquuts of 1-5ml of the clarified broth
were incubated at 30 or 37°C for 10 min in test tubes, with
2ml of a (-072-¢ 1" soluble starch solution in 0-05-mot 17*
phosphate buffer solution (pH 5-5) and -7 m! of the buffer,
agitating occasionally. The reaction was stopped by adding
0-3mi of a cold 2mot 17! NaOH solution, keeping the assay
mixture in an ice bath. Reducing sugars were determined in
the solution with the DNS reactive (Miller {959}, Results
were corrected by subtracting the original reducing sugar
content in the broth. One unit of extracellular amylase activity
(U) was defined as the amount of enzyme that produced
1 stmol of glucose per min, under the experimental conditions. ’

RESULTS

Effect of some environmental and nutritional
parameters on starch consumptlon and diacetyl
production by Ped. pentosaceus MITJ-10

The minimum and maximum values obtained for cach par-
ameter of initial and end cultures of the first series, are shown

. f B . N . -
in/Table 1. The dispersion of data was summarized for cach

parameter and represented as the mean of the coetficient of

variation (C. V., in percentage) caleulated in the entice series;
providing that all but few data from the analysis of diacetyl,
resulted in C.V. < U, The explanation of this hazard is
presented afterwards.

The pH of media decreased in cultures Jacking citrate but
with added glucose; while in the opposite case, the pH rose.
The culture with the fargest decrease (- 2-03) was cultured at
28°C, with added glucose, yeast extract and threonine. Cit-
rate diminished in all cultures, but highest consumption
(-0-97 £ 1 7") was observed in the culture incubated at 35°C
without glucose, veast extract and threonine, but with added
CaCO,. Little production of lactic acid was observed in this
series; the highest production (1:56¢ 1) occurred at 35°C
in the culture containing glucose and yeast extract, but in the
absence of citrate and threonine. s

The cuiture incubated at 35°C with the highest levels of
citrate, yeast extract, glucvse and threonine, but without
CaCO, presented the best consumption of total carbohydrates,
(- 17-26 g 17"). Changes of reducing sugars were small in all
cultures, due to the balance hetween production of glucose
from starch hydrolysis and consumption; the culture with the
maximum diminution (-2:91g"17") had the highest levels
ol citrate, glucose, threonine, yeast extract and remperature
(35°C). No extracellular amylolytic activity was detecred,
although, starch was consumed in all cases, the maximum
value being ~ 184 17", The effects of some culture con-
ditions on starch consumption by this strain were calculated
by introducing the p-data indicated in[Table 2 into the L16
OA, following the methodology of Taguchi (Ross 1989). The
significant contribution of factors and interactions calculated

[
oy

by the asova, and by the percent contribution analysis are .

summarized in tl’nhle 3. Those results indicate that thc(’ vig

absence of glucose (Factor C, level 1), and its interaction with
the highest level of CaC(), (interaction C x 1, level 2) were
significant for starch consumption in situ. Equation 2 was
calculated based on the notations in Equation 1, in order to
predict the mean of starch consumption (s1,), considering the
contribution of the significant factor and interaction men-
tioned above:

o= C 4 C-Dy - df () = 1268 +

10:73-1(11'7) = 11-7g ™' Equation 2

Culture broths presented a light butter aroma, due to
diacetyl production in 10 of the 16 trials of this series, but
acetaldehyde was not detected in any sample. The high value
ubtained for the C.V. of diacetyl (Table 1) was due to the low
sensihility of the spectrophotometric method in samples with
very low diacetyl content (< 1-65mg 17'); instead, all the
samples with concentrations up to this value had low dis-
persion of data (C.V. < 10%). The p-data of diacetyl pro-

© 2000 The Society for Applied Microbiology, Joumnal of Applied Microbiology 88, 600-000
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Table 1 Parameters analysed in the first series o axenic cultures of Tactic acid bacteria growing in starch-based media

Pedtacoccus pentasacens Lactabacillus acidophsins

( days culture 3 days culture C.v 0 days culture 5 days culture

{Min., Max.)* (Min., Ma* (%) {Min., Max.)* (Min., Max)*
pil 640, 690 47406492 68 6-33, 696 485,676 187
Citric acid (g4 ) - 0, 146 0-88, 1-22 273 0, 090 083, (+91 468
Lactic acid (g1 ) 0 017 012,17 541 0,093 002, 354 H 64
Tatat carbohydrates (g 1) 1919, 35-80 9-83, 2630 544 2342, 56-36 2144, 5185 240
Reducing sugars (g 1) 292, 708 294, 541 1y 0,677 056, 6-20 240
Starch] (g 17" 1463, 32-81 3-26, 2197 - 2342, 5144 2144, 4579 -
Diacetyl§ (me 1) 0,21 123,831 3 ) 0
Unvlobvtic aativiey (U 1Y 8 0 . 0, 4511 4 0, 100767/ )

* Minimum and maximum values obtained in the series of 16 trials, at the beginning or end of the cultures
10V as mean of the coeflicient of variation. C.V. = (standard deviation/mean) x 100, cafeulated in every sample of the entire series
One sample refers to six replicates (each trial in triplicate x anal

teal determinations in duplicate).
[ Starch, as the calculated value in each sample: total carbahydrates minus reducing sugars
§Derermined by the modified Voges-Proskauer method.

U Unit, as amount of enzyme producing | ppmal reducing sugars per min (37 °C, ptt = 3:5).

Table 2 t)ata (final - mitial values) from starch-submerged cultures with lactic avid bacteria introduced in Taguchi orthogonal arravs

Series U witha L16 QA® Series 2 witha LY OA®
Ped pentosacens Lact. actdophilus Ped. pentosacens fuct. acduphilus Series 3 wieh a L9 OAL
Amylolytic Amylolyric

I el Starch Dacety] Stacch activity Starch Diacetvt Starch activity Starch Diacetyt
number (gl ) (gl ") (zth (Ut (318! (mg 1) zlh (Uih " (mgl")
i T3 [ER1 181 1] 761 6211 4127 0 0-300 4510
2 23 447 12:02 { 530 52:m 333 1 - 028 4273
3 1oa 425 -2138 273 -490 - 10-28 272 1074 -01:290 3986
4 148 589 - 26:13 2608 -4:32 391 - 380 177 0036 Sh8
s 137 204 13-54 0 -478 6017 -4 14 0 - 0034 Hd-88
6 450 0-32 - o -338 0637 518 0 0-370 0200
7 714 246 =70 (093 4-61 $2:33 542 1433 8192 5343
N ’ 213 2:13 -183 3620 457 42:33 454 1820 - 176 46-940
q 442 086 o4 D 0184 4402
n 1660 474 - 198 0
a I8 39 323 - 26-56 1026
12 029 S4H -25-39 230
13 1734 153 - 20 1)
14 1374 077 -1-21 U
15 431 777 - 166 IR0
i 297 070 -189 232

*Caleulated from mean results in cach trial of axenic submerged cultures.
t Calcutated from mean results in each trial of mixed submerged cultures of Ped. pentosaceus and Lact. acidophlus
1 Unit, as amount of enzyme producing 1yimol reducing sugar per min (37°C, pH = 5°3)

2000 The Society for Applied Micrabiology, Joumal of Apptied Microbiology 88, 000-000
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duction are fisted in Table 2, and the Taguchi statistical
analysis s summarized in Table 3. These results indicated
that diacetyl production was favoured by the highest levels
of veast extract (F,), glucose (C;) and a temperature of 28°C
(13.); and the best increment was: 7277 mg | . The predicted
mean diacetyl production (g,) was caleulated in Equation 3,

ccted conditions of cultivation were substituted
in flquation [

when the

F,+ G+ B, df (ry.) =424 + 393 +

372-2(297) = 595mg | Equation 3

Effects of some environmental and nutritional
parameters on starch consumption by Lact.
acidophilus Hansen 1748

Resutts of chemical analysis corresponding with the cultures
of Lact. acidophilus Tansen 1748 in the first series are sum-
marized in Table 1, as previously indicated for Ped. pento-
sacens. The C.V. values of all parameters calculated in each
sample of the series were under 10% and their mean values
are also shown in Table 1. This strain was not able to produce
cither diacetyl or acetaldehyde.

Adidition of glucose favoured the reduction of pH, the
strongest change (- 1-68) oceurred in the culture at 35°C,
with yeast extract and glucose, and without citrate, threonine
and CaCO;. Citrate was scarcely consumed and diacetyl was
not produced in any culture of this series; the greatest citrate
decrease was: - 0-06g 17!, observed in the culture at 35°C
with the highest level of yeast extract, but without glucos

)
threonine and CaCO), Lactic acid producrion was favoured
by the presence of glucose; the greatest production (262 ¢
b ) was found ar 35°C with glucose, yeast extract, citrate
and threonine, and w the absence of CaCQ,.

Total carbohydrates diminished notably in all cultures,
with a maximum consumption (~-27g 17"} in the culture
carrted out ar 287°C, in the presence of glucose and citrate
and without yeast extract, threonine and CaCQ),. The content
af reducing sugars in culture broths decreased slightly, due to
their consumption and production during starch hvdrolysis.
Conditions fur maximum consumption (- 175 g 17"y were the
same as those for lactic acid production.

Values of starch consumption (Table 2) were introduced
in the 1.8 OA of Taguchi as y-data; following the procedure
indicated in Methods. The results of the sratistical analysis
caleulated in this sertes are summarized in Table 3; according
to this, it was clear that the conditions which significantly
influcnced starch consumption by Lact. acidophilus Hansen
1748 were the highest tevels of glucose (C,) and yeast extract
(F,}, the temperature of 28°C (B(), and the interaction
between the indicated levels of glucose and temperature (B-
(,). The best starch consumption as: —26-56g 17", Selected
conditions were considered for predicting the mean starch

consumption (11,), in Equation 4, considering the explanation
of Equation 1

Ho=B-Co+ B+ Co 4+ By df (up) = 1467 + 1441

41422 + 1133-3 (13:60) = 1366¢ 1 Fquation 4

[t was interesting to note that extraceliufar amylase activity
assayed fn vitro was observed only in cultures containing
glucose. Changes between initial and final activities in this
series (‘Table 2) were statistically analysed. Results presented
in Table 3 confirmed that the presence of glucose () was
the mast significant condition. and that the presence of citrate
(A} and threonine (F,) were buth unfavourable to the amylase
activity in Lact. acidophddus. Maximum amylolytic activity
(6092-78 U 17" was observed in the culture incubated at
35°C. with glucose and veast extract and wirhout citrate,
threonine and CaC;. The predicted mean production of
extracellular amylase (x) 15 presented in Equation 5

w=A+C+F+ A B+ A-C - dt ) =
1824 + 2434 + 1515 + 1996 + 1824 4

(1214) = 47371 ' Equation 5

Design of the second series of axenic cultures

Results from the first series allowed to fix some culture con-
ditions for the second one, as tollows: glucose, 1g ) - yeast
extract, +2¢g 17'; citrare and threonine were not added. It
was considered convenient to apply the same conditions for
both strains, improving pH control by increasing the con-
centration of CaCOy; however, a single temperature of incu-
bation was not selected, because while the level of 28°C
enhanced diacety! production by Ped. pentasaceus MUT]-10
and starch consumption by Lact. acrdophilus Hansen 1748,
the production of extracellular amvlase of the last strain was
favoured at 35°C. In the new series, (aC (), was factor A
(tevels: 0-01 and 0-03"%_ w/v), and temperature was factor B
(levels: 28°, 35°C). The interaction between the two factors
(A-B) was also evaluated. The Taguchi merthod (Ross 1989)
was followed when the y-data were introduced toa L8 QA and
statistical analysis was performed, as indicated in Methods.

Effects of temperature and CaCO, on starch
consumption and diacetyl production by Ped.
pentosaceus MITJ-10

‘able 4 summuarizes the results of the chemical analysis of
this series. The vatues of C. V. presented were caleulated from
acceptable C.V. values obtained from every sample (< 107%)

The pH level declined strongly in all cultures; the biggest
change (- 2-04) occurred in the culture with 0-01% (w/v) of
CaCOy at 35°C, but factic acid was better produced when
CaCO, was 0-03% (w/v). Conditions that favoured the con-

© 2000 The Society for Appiied Microbiology, Joumal of Applied Microbiology 88, 0600-000
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Tabla 4 Parameters analysed in the second series of axenic cultures of factic acid bacteria growing in starch-based media

Pediacaceus pentosacess

Lactohaciifus actdaphilus

0 days culture S days culture

cvt 1 days culture S days culture v
(

{Min., Max.)* {Min., Max.)* (+°0 (Min., Max.)* (Min., Max)* + %)

pH 629, 6:30 424, 490 94 6-36, 6:37 422,475 64
Lactic acid (g 17" R 174, 0-83 075,213 141 015,023 132, 298 S04
Tatal carbohydrates (g 1) 18m 885, 10-58 374 1644, 1798 940, 13- RY 649
Reducing sugars (g 17Y 469 1-73, 1-86 494} 549, 572 195,323 386
Starchf (gt7") 1333 677,874 - 972, 11-35 7-45, 829 -

Diacetyl§ (mg ™) 3665 42-74, 98-91 453 4] 0 -

Amylolytic activiey (U 19 i ] - 01817 3872, 31204 422

*AMinimum and maximum vahies obtained in the series of cight trials, at the beginning or end of the cultures.
+C.¥., 28 mean of the coclficient of variation, C.V. = (standard devintion/ mean) x 100, catculated in every sample of the entire series.
One sample refers to four replicates (each trial in duplicate x analytical determinations in'duplicate). »

t Starch, as the caleulated value in each sample: total carbohydrates minus reducing sugars,

§Determined by gas/tiquid chromatography.

JU: Unit, as amount of enzyme producing 1 pmol reducing sugars per min (37 °C, phi = 5:5).

sumption of carbohydrates were the lowest level of buth
factors; the main changes were (g 17'): total carbohydrates, —
9-17; reducing sugars, - 2-96; and starch, - 6-56. Starch con-
sumption as y-data (Table 2) was statistically analysed (Table
3}, hinding no significant effects upon this variable.

Dizcetyl content was determined by a GC method, since
it was more reliable than the spectrophotometric one, even at
low concentrations. An attempt to detesmine acetaldehyde
by the same GC method was also performed. As such, it
was confirmed that this strain did not produced this aroma
compound in starch media. The statistical analysis of y-data
{or diacetyl production (Table 2) is summarized in "Table 3.
‘The results indicate that both factors and their interaction
were significant; the best conditions were: CaCQO, 0:03%,
w/v (Ay) and 28 °C {B,). More diacetyl was produced in this
series (63-27mg 17') than in the first. The predicted mean
diacetyl production (g5} was calculated in Equation 6. Literals
and subscripts are the factors and interaction indicated in the
design of the second series.

He=A, + 8, + A=B, Al (ftrw) = 528 + 6016 +

49-70-2 (42-44) = 7778 mg |™'  Equation 6

Effects of temperature and CaCO, on starch
consumption and amylolytic actlvity of Lact.
acldophilus Hansen 1748

The summary of the results vbtained in this series are shown
in ‘Table 4; all analytical data had an acceptable dispersiop
(C.V. < {M0). From the GC analysis, it was confirmed that

Lact. acidophitus did not produced diacetyl oc acetaldehyde
at all.

Maximum factic acid production (2:75 g 17') and the high-
est pH decrease (- 2: 13} were observed in the same culture,
carried out with 0-01% CaCO, (w/v) at 28°C. On the other
hand, the level of 0-)3% (w/v) of CaCQ); was more favourable
for the consumption of total carbohydrates (- 803 g 17"} and
reducing sugars (-3-77g 17"},

Results of the Taguchi statistical analysis related to the
starch consumption (Table 2} are summarized in Table 3.
From these data, it can be deduced that only CaCO, had a
significant effect on this variable of response, at 2 level A,
(0-03%, w/v). The best starch consumption (-542g [7')
was ubserved at this condition, and at 35°C. Equation 7
indicates the predicted mean starch consumption (u,).

e = Ay —df (paa) = —489-0(-419) =

-489g1-"  Equation 7

Results on the increase of extracellular amylase activity of
Lact. acidophilus Hansen 1748 afier cultivation are shown in
Table 2, and the corresponding statistical analysis is presented
in Table 3; they indicate that only the temperature of 35°C
(B,) was significant. The culture incubated under this con-
dition and with 0-03% (w/v) CaCO; added, produced the
highest extracellular amylolytic activity of the series: 1520 U
1='. However, it was not as high as for the first series. The
ptédict:d mean production of extracellular amylase (i,) was
calculated by Equation 8.

© 2000 The Socisty for Applied Microbiology, Joumnal of Appiied Microbiofogy 88, 000000
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g 3, dit e,y = 29853 -0 1515 68) =

2985-3 U1 Fquation 8
Mixed cultures

Since starch consumption by Lact. actdophilus Hansen 1748
Ped. pentosacens MUTJ-10
tmproved when CaCO, was added at the level of 9:039%,

and  diacery! production by
(w/v), this level was preferred in mixed culture. Femperatare
still had different effects on each strain in the second series;
therefore, it was the sole factor (A) evaluated in mived
28, 32 wnd 35 °°¢C
variables were the production of diacetyl and «oach

cultures, considering three fevel Dyepon-
dent
consumption. The y-data were introduced to a 19 OV of
Taguchi and analysed as indicated in Methods section; other
culture conditions were fixed as in the second series

AMinimum and maximum values of chemical and biologica!

"parameters analysed at 0 and 5 days of fermentation and are

sunmmnarized in/ Table 5. "The dispersion of data from most of
the p:n:mn:lcr‘;v were under a C.V. value of 109%, and their
mean vatues are shown as C.V., in Table §

A large reduction in pll was observed in the series, with a
muaximum of - 2-15 at 35°C. Lactic acid was produced up to
308 ¢ 1 ar 32°C. The carbohydrate contents (tofal, redacing
sugars andd starch) diminished scarcely in mixed cabtures
when compared with the corresponding values in axenic cul-
tures The best starch consumption (-0-29¢g © Y oceurred at

Table 5 Parameters analysed in

3i2

PrnT L E B GITARDIACET YL AND STARCH IN LAB CULTURES 9

287°C, but more reducing supars were consumed (- 2 76g
1 'y 32°C

The data of starch consumption in mixed cultures observed
in Table 2 were the p-data in the statistical analysis applied
of "Table 3. Aceording to this, the temperature was highly
signilicant, particularly at 28°C (A}). Lquation 9 represents
the predicted mean starch consumption (jt):

Jo= Ay AL (fipgn) = -029 0 017) =

0-29¢1 ' Equation Y

The initial viable counts in mixed cultures were as foflows:
tor Ped pemtosacens NUC)-10, 946 = 105 cfa mib
Lact. acrdophidus lansen 1748, 8-89 x 104 c.fu ml 'inal!
cultures. As the colonial morphologics of bath strains in

'
Land tor

final samples were vndifferentiated (round, small, Hat, soft,
brilliant, creamy and with an area of acidification surrounding
the colony), only the total viable counts were determined.
“Fhe highest growth was observed at 327°C (1118 x 107 ¢.fu.
md '), which was notably higher than that at 35°C
(451 x 105 cfu mb™"y.

Acetic acid was the VFA produced in the highest level,
particularly at 32°C (5467 mg | 7). The C.V. presented in
Table 5 was more than {0% because the variability in initial
samples, which had the lowest contents, was higher. The
mast favourable temperatures for producing propionic acid
(1009 mg 17") and butyric acid (881 mg 17') were 35 and
28°C, respectively.

the third series of caltures in starch-
based media Mived culture with

Ped. pentosaceus and

0 days culture (mean 3 davs culture

Lact. acidophilus pli

value) (Min., Max)* {4+ ")

673 458, 469 132
Pacticacid (g 1Y) 0 2:56, 308 110
Tout carbohydrares (g 17"y 991 17N 1t
Reducing sugars{g 1 ") 483 207,313 251
Starchyt (g 1 1} 5407 478, 504 -
Acetic acidp g 1Yy 5058 7042,108:28 1400
Propionic acidgr {mg 17') 5713 5495, 67-22 2064
Butyric acidgt (mg 171 n 34-15, 40042 £33
Diacetyl§ (g 1) 76 06 11788, 134 76 9-87
Viable counts of lactic acid
bacteria (e fuom! 'y« 107 103 015128 545

* Minimum and imaximum values obtained ta the series of 9 trials

ol the cultures

1O U s mean of the cochicient of variation, C.9. = (standard Jeviation/mean) x 110,

anlestated in every sample of the entire series. One sample reders to four replicates

{each teial i duplicate x analytical determinations in duplicate)

} Starch, as the aalculated value in each sample: total carbohydrates minus reducing sugars

§Dctermined by gas/liquid chromatography.

© 2000 The Society for AppHed Microbiology. Joumal of Applied Microbiology 88, 000-000
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“The production of diacetyl, as the main compound in the
butter-like aroma, was the most important compunent studied
in this work. Despite the low consumption of carbohydrates
and the modest cell growth at 32 °C, diacetyl production was
highest at this condition (58-72mg 17'). The y-data related
to the production of diacety! in the mixed cultures are shown
in Table 2. From the corresponding statistical analysis sum-
marized in Table 3, it was clear that the cultivation tem-
perature exerted a significant effect on these cultures,
particularly at 32 °C (A,). The predicted mean diacetyl pro-
duction (i) at this temperature was calculated as in Equation
1.

tto = Ay~ F. (v} = 612200 (50:64) =
61-22mg 1='  Equation (0

DISCUSSION

‘The highest starch consumption by Lact. acidophilus Hansen
1748 was vbserved in cultures at 28°C, with added glucose
1% (w/v) and yeast extract (2% (w/v). This behaviour was
attributed to the activity of vne extracellular amylase released
to the medium (maximum: 10076-67 U 1~! medium). The
enzymatic assays were applied in controtied conditions (37 °C
and pH = 5:§); and it was observed that more amylase was
excreted into the broth in cultures carried out at 32-35°C,
rather than at 28°C (Table 3). Huwever, since the pH
decreased to below 50 in cultures carried out at 32-35°C,
the amylases in thuse broths became reversibly inactivated in
sity. Therefore, starch consumption was lower in cultures
carried out at those temperatures than at 28 °C. Similarly,
it was observed that the activities of some cell-linked 2~
glucosiclases in other strains of Lact, acidophilus, were higher
at 37-55°C and pH of 5-0-65, decreasing notably beyond
those ranges (Champ et al. 1983; Li and Chan 1983). Only
one strain of this species has presented an extracellufar amyl-
ase, and it had a very low activity (Champ ez ol. 1983); uther
strains of Lact. actdophitus produced amylases linked to the
cell; therefure, the location and the activity produced by Lact.
acidephilus Hansen 1748 are uncommon findings. -

Results showed that the composition of the medium influ-
enced the amount of discetyt furmed by Ped. pentosaceus-
MITJ-10. It was observed that at 28 °C, the addition of 2%
(w/v) of yeast extract, 1% (w/v) of glucuse to the starch-
based medium,; favoured digcetyl production by this strain:
The composition of the medium influenced the
diacety! formed; since it was produced more in assays with
added ghicosat Similarly; diacetyl has been forimed in some;
fermented fogds thaf” included starch and. simple carbo-;
hydrates in If!é‘tﬁét!imn; the diacetyl concentration in dhukti
was 2-03 mg |~ (Jushi et al: 1989), while in soy-based yoghurt, §
it was B0 ug kg~ (Granata. and Morr-1996). Ifi com-based

fermented foods as kenkey (Halm et al: 1993) pozut, sour.

tof '

porridge (Escamilla ef af. 1996b), the presence of diacetyl was
also detected by sensory analysis.

It was surprisir{g that citrate was assimilated by Ped. pen-
tosacens MIT)~10; this compound was not signiticant for the
production of diacetyl. Previous research carried out with
milk and wine and other lactic acid bacteria concluded that
citrate functions as an slternate source of pyruvate, leading
to the biosynthesis of diacety! (Shimazu er4l. 1985; Cogan
1995; Cogain et . 1996; Escamilla et al. 19962). [t is possible
that free glucose could support the energy-related reactions
since more lactic acid was produced when glucose was added
to the systems; so, the slowly delivered starch by-products
could become indirect sources of diacetyl. The yeast extract
added to the growth medium (HI5-8-2%, w/v) significantly -
enhanced diacetyl production. Other factors that favoured
the accumulation of discety) in the axenic cultures of Ped.
pemtosacens MIT)-10 were the CaCO, (0-03%, w/ v) acting as
a pH buffer and a temperature of 28°C.

The strain of Ped. pentnsaceus MIT)-10 was able to con-
sume starch in different cultivation conditions; however, the
enzymatic assays carried out im vitra, either at 30 or 37°C,
revealed the absence of an extracellular amylase; this finding
allows us to assume that the amylase might be linked to the
cell. Among the pediococdi, only Ped. damnasus (Garvie 1986)
is recognized as 2 starch-utilizing species; nevertheless,
strains of Ped. p have occasionally been isolated
from natural sources of 2 starchy nature (FHalm eraf. 1993;
Merseburger ef al. (995; Olsen ef al. 1995). Starch utilization
by Ped. pentosaceus MYT]-10 was restrained by the addition
of glucese (1%, w/v), probably due to catabolite repression.

In mixed culture, the viable counts were as high as thuse
required in yoghurt (2 x 106 c.Cu. mi~', SECOFU), in spite
of the fact that starch-based media had lower nutritional
values than milk. The best temperature for celt growth was
32°C, indicating that Ped. pentosacens MITJ-10 probably
prevailed over Lact. acidophiluy Hansen 1748, since the opti-
mal growth temperatures were: 332 °C (Garvie 1986; Verde
et al. 1995) and 35-40°C (Kandler and Weiss 1986; Verde
et al. 1995), respectively. The lowest growth in mixed culture

. was obtained at 35°C, probably due to the inhibitory effect
of acidity, as occurred in another steaint of Ped. pentosacens
, (Rodriguez and Manca-de-Nadra 1995). Ped. peninsaceus
" MITJ-10ris able to produce a pseudo-catalase (Verde esal.
. 1995) that protects it against the possible formation of H,0,
by Lact. acidophilus Hansen 1748 (Kandler and Weiss 1986;
. Verde é1 al: 1995)-Therefore, this antagonistic effect did not
" occur in this System.s N
. i-Botht species are homofermenters, buz Lact. acidaphitus v..
1 particularly -2 flat-acid producer; therefure, most of the'
% AG.V. formed diring the mixed cultures may be attributed
", Jo the botism of Ped. pent -MITJ-10. The vveralk
Yontent of A.Q.V. accumulated in the mixed cubture carried
_ otit a6335G was 220-6 mg 1™, which 4 under the dcceptablis.

62000 Tié Soctety fr Apphed Microbeology, Jounalof Appled Mcrobiology 89, 000-00G:



s
:,’/

tevels of the butter-like aroma in starchy foods, as was indi-
cated by Joshi eral (1989) for dhokla (60S-6mg 1
some cheeses (9000 mg kg 'Y added with butter milk (Joshi
andd Thakar 1993).

Highest  diacetyl  concentration (13476 1) was
abtained at 327C, in spite of the fact that other hactic acid
bracteria have produced diacetylat 18-24 “C(Green and Alan-
an 1985 Fscamilla eral 199%u).
I'he mixed culture had a low final plLof 45 "The content aof

. or for

ning 1982; Yaday and Srjniv

diaceeyt produced was considerably higher than that obtained
in fermented dairy products (-5 18 mg ! B, but was within
the range (100- 30 mg kg~ Y recammended for processed
foads (Escamilla of al. 1996b).

It was conctuded that the conditions recommended for
dincetyl production by Ped. pertosacens MUTJ-10 iu axenic

cultures are: glucose, 1% (w/v); yeast extract, B:2%% (w/4)

and a temperature of 28 °C. Lact. acidophilus Tansen 1748 in
axenic cubure comsumed more starch at 28°C when 1%
(w/v) glucose and (-2% (w/v) veast extract were added to
the medium, but in the absence of citrate. Fhe low pH values
developed in some cultures exerted an inhibitory effect i stu
upon the extracellular amylase of Lact. acdophins Hansen
748, A temperature of 32°C in mixed culture was the opti-
mum lor activities related to energy changes, i.e. consumption
of reducing sugars, cel growth and production of lactic and
acetic acids, and diacetyl. The highest produaction of diacetyl
oceurred in mixed cultures.
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