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Producción de diacetilo y otros compuestos aromatizantes relacionados,  por 

bacterias lácticas en cultivos axénicos mixtos a base de maíz. 

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 fediococcus 

pentosaceus y Lacfobaci//us acidophilus  desarrollándose  en  un medio  semisólido  a 

base de maiz. El diacetilo  es el principal  componente  del aroma  a  mantequilla, 

complementándose con los ácidos grasos  volátiles  (A.G.V.). Se determinó el 

efecto de algunos factores  en la producción  de  diacetilo y consumo de almidón  en 

sistemas  modelos a base  de  almidón,  estructurados como  series  de  cultivos 

axénicos  con  dlseños factoriales  simplificados. Pd. pentosacem produjo 63.3 mg/l 

de  diacetilo y Lb. acidophilus consumió 26.6  gll de almidón  en medios  adicionados 

con glucosa,  extracto  de levadura y Caco3, a 28OC. En  cultivos mixtos en medios 

semisólidos  a base  de maíz, la máxima producción  de  diacetilo  (779.6 mg/Kg)  fue 

a  las  12 h. También se produjeron: lactato,  0.665 gIKg, y A.G.V. totales, 1 312 

mg/Kg.  Para el pretratamiento  de  maiz  se  seleccionaron: la  nixtamalización, 20 

min;  molienda y tamizado  por  malla 40; desengrasado; cocimiento,  25  min; y una 

relación  inicial Pd. pentosaceus / Lb. acidophilus, 3 : l .  Pd. pentosacem y Lb. 

acidophilus presentaron actividades amilolíticas  ligadas a sus paredes  celulares: 

47.3 y 6.16 UII,  respectivamente. Lb. acidophilus  tuvo además  una  actividad 

extracelular  de 4 187.3 UII. El producto  aromatizado  tiene  un interés  potencial  para 

la 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-Martinez2 and A. 

Tomasini-Campocosio' . 

I .  Dept.  Biotecnologia. Div. C.B.S. U. Iztapalapa.  Univ. Autónoma Metropolitana. 

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

The conditions  for  diacetyl production  with Pediococcus pentosaceus and 

Lactobacillus  acidophilus growing in a corn-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 gA, in cultures  with  added glucose,  yeast  extract  and 

Caco3, at 28OC. In corn-based  mixed  cultures, the  maximum  diacetyl  production 

(779.6  mglKg) was at 12 h. Lactate  and total V.F.A.  (0.665 g/Kg  and 1 312  mglKg, 

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: l .  f d .  penfosaceus 

and  Lb. acidophilus presented cell wall-linked amylolytic  activities, 47.3 and 6.16 

UII, respectively. Lb.  acidophilus had also  an extracellular  activity  of 4,187.3 UII. 

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



RESUMEN 

El principal  objetivo  del  trabajo fue  determinar  las condiciones  que  favorecen 

significativamente la producción  de  diacetilo en  un cultivo mixto de Pediococcus 

penfosaceus y Lactobacillus  acidophilus Hansen 1748, desarrollándose  en un  medio 

semisólido  a  base de maíz. Considerando  que el diacetilo es  el principal componente 

en el  complejo  aroma  a mantequilla, el producto  obtenido  podría 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 

almidón como  sistemas  modelos de  fermentación.  Estas series fueron estructuradas 

como  arreglos  ortogonales simplificados: L16, L8 y L8, respectivamente, de  acuerdo 

a la metodología de Taguchi. Se  determinaron los efectos  de  diversos factores de 

cultivo sobre los cambios de  concentración  de  almidón y diacetilo, y  sobre la 

actividad  amilolítica extracelular, a los 5 días  de  fermentación.  En los cultivos 

axénicos  de la la y 2a series, Pd. pentosaceus produjo más diacetilo (63.27 mg/l)  al 

añadir  glucosa,  extracto  de levadura y  CaC03,  a 28°C; pero el consumo  de  almidón 

fue mayor (18.4 911) en  ausencia de  glucosa. Lb. acidophilus no produjo  diacetilo, 

aunque  consumió  más  almidón (26.56 g/I)  a  28'72, con  adición  de Caco3, glucosa  y 

extracto de  levadura. Su actividad amilolítica  extracelular (10 077 UA) se  favoreció  a 



35°C. En los cultivos  mixtos  de  la 3a serie  se consumió  poco  almidón debido  al  bajo 

pH, no obstante, la concentración  de  diacetilo se incrementó a 135.76 mgll a  32°C. 

Posteriormente  se  llevaron  a cabo  dos  series  de  cultivos mixtos en medios 

semisólidos a  base de maíz  (humedad: 78%, aw 1 0.995), usando disetios  factoriales 

L.8 de Taguchi, y aplicando  las  condiciones previamente  seleccionadas. En la l a  serie 

se  evaluó el efecto  de  diversas condiciones  de  pretratamiento  de maíz  en  las 

producciones de diacetilo, del  ácido butírico y del ácido  láctico  por f d .  pentosaceus y 

Lb. acidophilus cultivados durante 5 dias, a 32°C. Las  condiciones  de pretratamiento 

de maíz  seleccionadas fueron.  nixtamalización  por 20 min; molienda y tamizado  para 

dar  un  tamaiio de partícula < 0.42 mm (malla 40); desengrasado con  hexano y 

cocimiento por 25 rnin.  En la 2” serie  se evaluaron  algunas condiciones  de  cultivo  en 

la producción de diacetilo. Las  condiciones seleccionadas fueron:  la  adición de 

extracto  de levadura y la inoculación con f d .  pentosaceus y Lb. acidophilus en una 

relaclón  de 3:l. Estas  condiclones produjeron  hasta 311.6 mglkg de  diacetilo,  359 

mg/Kg  de áado butírico y 2.28 g/Kg  de ácido láctico. En estos sistemas  complejos  de 

rnaiz no se  evaluó la actividad  amilolitica, pero el consumo de almidón  fue de  54.8 

Se llevó  a  cabo  otro  cultivo en  medio de maíz  en  las condiciones 

seleccionadas para  determinar los parámetros  cinéticos  del cultivo. Durante  las 120 h 

de cultivo predominaron  las  bacterias Iácticas, pero  como los medios de  cultivo no se 

esterilizaron, se observaron  también BaciNus spp. y Enterobacterias  nativas  que 

pudieron contribuir con el consumo de  almidón y la producción  de ácido  grasos 



volátiles (A.G.V.). El potencial eléctrico (Eh) y  el pH  estuvieron correlacionados ( i ?  = 

-0.9939), y sus  valores finales  fueron 154 mv y 4.48,  respectivamente. A las 12 h de 

cultivo se observ6 la concentracibn  maxima de  diacetilo,  779.5s  mglKg y su cinetica 

de  producción se txxrelacionó al crecimiento de las bacterias  lácticas (? = 0.9972). 

La velocidad  específica de crecimiento, p = 0.47 l /h ,  fue cnnsiderada mmP normal 

para las bacterias  Iácticas,  y la productividad  de  diacetilo  fue  de 47.6 ygw, I (gm&io 

h). En ese  períoa!o, los contenidos  de A.G.V. y de  ácido  láctico se consideraron 

bajos (1 312 mg/Kg y 0.67 g/Kg, respectivamente).  Despu4s, la cuenta  viable y el 

contenido de  diacetilo  disminuyeron y los A.G.V. y el ácido  láctico aumentaron;  por lo 

que el  mejor  período  de fermentacibn fue de 12 h. 

Para determinar in vitro la actividad amilolítica  de  extractos preparados con 

diferentes fracciones  celulares  se  realizaron cultivos  sumergidos  axénims  en medio 

de almidon  utilizando las condiciones de  cultivo  previamente seleccionadas.  Las 

actividades amilolíticas ligadas a  la pared  celular de Pd. penfosaceus y de Lb. 

acidophilus fueron de 47.32 y 6.16 U/I, respectivamente. Lb. acidophilus consumió 

almidón, 1.32 gll, y  mostró  una  actividad amilolítica  extracelular  de  4,187.3 UII, pero 

no produjo  diacetilo. Pd. pentmaceus consumió almidbn, 2.38 g/l y produjo  diacetilo, 

39.84 g/l. No hay antecedentes  de  producción de  amilasas  por Pd. pentosacem, y 

su producción  de  d'iacetilo  supera  por más  de 35 veces las de los productos  lácteos 

fermentados. 



ABSTRACT 

The main purpose of this work was to determine the significant  WnditiQnS  of 

cultivation that enhanced  the production of diacetyl  in  a mixed culture of fediococcus 

pentosaceus and Lactobacillus acidophilus Hansen 1748,  when  grown in  a corn- 

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 factorial 

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 Is' and 2"d series, f d .  pentosaceus 

produced more diacetyl (63.27 mg/l) with  added glumse, yeast extract and Caco3, at 

28"C, but it consumed  more starch  (18.4 g/l) in the absence of  glucose. Lb. 

acidophilus wasn't able to produced  diacetyl, but it consumed  more starch (26.56 g/l) 

at 28°C with CaC03,  glucose and yeast extract; however,  the extracellular amylolytic 

activity (1 O 077 U/l) was favoured at 35°C. Though little starch was  consumed in 
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rnlxed  cultures of  the 3rd series  due to the low  pH,  diacetyl  content was  increased to 

135.76  mgll, at  32°C. 

Later on, two series of mixed cultures were carried  out in semisolid corn-based 

media  (humidity: 78%,  aw 2 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 dlacetyl,  butyric acid  and 

lactic acid  by Pd. penfosaceus  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"d  series,  some 

cultural conditions  were evaluated upon  the production  of  diacetyl. Chosen 

conditions were:  the  addition  of  yeast  extract and  inoculation  with Pd. penfosaceus 

and Lb.  acidophilus in a 3:l ratio. These conditions  produced  31  1.6 mg/Kg of 

diacetyl,  359 mg/Kg  of butyric  acld and 2.28  g/Kg of lactic acid.  The  amylolytic activity 

was not evaluated in these  corn-based  complex systems,  though starch was 

consumed (54.8 glKg). 

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 (6 = -.0.9939),  and 



17 

their final values  were 154 mv and  4.48,  respectively. The  maximum diacetyl 

concentration was observed after 12 h of culture,  779.56 mglKg, and  the kinetics  of 

production correlated to kinetics of growth (? = 0.9972). The  specific  growth rate, 

p = 9.47 lh, was cQmmon for lactic acid  bacteria,  and  the productivity for diacetyl 

was 47.6 VgDia / (gmedium 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.G.V. 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  wa'll-linked  amylolytic activities of Pd. pentosaceus and Lb. acidophilus 

were  47.32 and 6.16 U/I, respectively. Lb. acidophilus consumed starch, 1.32 g/¡, and 

showd an extracellular  amylolytic activity of 4,187.3 U/I, but it was unable to produce 

diacetyl. Pd. pentosaceus consumed starch,  2.38 gll and produced  diacetyl,  39.84 

mg/l.  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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INTWODUCCIÓN 



Las  sustancias aromatizantes  son compuestos intermediarios empleados 

ampliamente en la industria  de los alimentos. Estos aditivos  pueden  ser producidos 

por  síntesis química o por procesos biotecnológicos. 

El  diacetilo  es uno de los componentes primordiales  del  aroma característico a 

mantequilla,  aunque tambien  están  presentes otros compuestos  volátiles con menm 

poder  aromatizante.  Algunos de los compuestos son: el acetaldehído, la acetona, la 

2-butanona, la lactona. los ácidos  grasos volátiles de cadena corta (A.G.V.) corno el 

acético, el propibnico y el butírico y sus ésteres (Cachon y Divies,  1993; Escamilla e f  

al., 199Sb; Furia y Bellanca, 1975). 

El diacetilo, así como los compuestos  de acompañamiento son  producidos  por 

determinadas  especies de los géneros Lactococcus y Leuconostoc. LEI biosíntesis 

de  este compuesto en los productos  lácteos y en los vinos  depende de la presencia 

de citrato, que es  metabolizado  por  las  bacterias lácticas  a  traves de diversas  rutas 

metabólicas, la más frecuente es la del metabolismo  del pifuvato  (Cogan, 1995; 

Cogain et al., 1996; Escamilla et al., 1996a;  Marshall,  1987).  Otras rutas  alternativas 

que  se hac  determinado  son a partir de la glucosa o del  acetaldehído, en las cuales 

no interviene el citrato (Cogan et a/. , 1989;  Escamilla et al., 199Sa). 
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La  producción  del diacetilo por las  bacterias lácticas se  ha estudiado 

principalmente  en los productos lácteos  (Klaver et a / ,  1992;  Marshall,  1987), y en 

menor  proporción, en bebidas alcohólicas  (Shimazu et al , 1985) y algunos  vegetales 

(Margalith,  1981). 

A la fecha  se  han realizado  algunos  avances en los procesos  biotecnológicos 

de producción  de diacetilo, como son: el desarrollo de cepas  tácticas mejoradas  de 

los géneros Lactococcus spp. o Leuconostoc spp.; el desarrollo  de  procesos 

fermentativos  en  medios a  base  de  leche,  que  pueden  llegar  a producir  hasta  12 - 18 

mg/l  de  diacetilo  (Klaver et a/., 1992); procesos  enzimátlcos para la conversión  de 

acetoína  en diacetilo, y métodos  de  extracción  de éste  último  después  de los 

procesos  biotecnológicos (Pszczola,  1994, SANOFI Bio-Industries,  1994).  Sin 

embargo,  aún  es  necesario avanzar en el  conoclmiento de estos procesos a fin de 

adquirir el control  completo de la producción  de diacetilo y de los compuestos  de 

acompañamiento  en el aroma a mantequilla. Los extractos y materiales 

aromatizados  obtenido  por estos  procesos biotecnológicos  imparten  un aroma 

complejo,  que  es  reconocido como 'natural', por lo que tiende a substituir  cada vez 

más  a las formulaciones aromáticas  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  no alcohólicas, 2.5; helados y nieves,  5.9, 

dulces,  21;  productos  horneados, 44, gelatinas y pudines,  19 y chicles, 35 (Escamilla 

et al., 1995b;  Furia y Bellaca,  1975) 
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Cuando  se  plantea la utilización de substratos  que  sustituyen la leche  en  las 

fermentaciones Iáctjcas, los criterios de selección principales  son: la selección  de 

cepas  con  capacidades enzimáticas  apropiadas  a  la  nueva composición; la 

disponibilidad de las  materias primas alternativas; la determinación  de  las 

condiciones  de  producción; la calidad  sanitaria  y  sensorial de los productos, y sobre 

todo, la factibilidad  económica  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  maíz,  para  obtener mayores  niveles  de los compuestos aromatizantes 

característicos  del aroma tipo mantequilla  que los reportados previamente, 

destacando al diacetilo 
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I .  GENERALIDADES 





1. GENERALIDADES 

FORMACI~N DE DIACETILO POR LAS BACTERIAS LÁCTICAS. 

BlOSiTESlS DEL  DIACETILO 

Se ha determinado que Lactococcus  lactis sp. lactis biovar. diacetilactis,  Leuconostoc 

cremoris,  Le.  lactis y otras  bacterias Iácticas,  producen diacetilo al consumir 

simultáneamente citrato y lactosa (o glucosa),  debido a que forman un exceso  de 

piruvato  que no se  destina  a la recuperación de NAD', sino que  se transforma en 

parte en diacetilo a  través de la ruta  de  descarboxilación oxidativa  del a-acetolactato, 

con gasto de tiamin-pirofosfato (TPP). Una  ruta  alternativa  es la que  parte del 

acetaldehído, por la vía  de la acetoína 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 fermentación maloláctica  de los vinos con Le. mesenteroides sp. 

lactosum también se produce diacetilo a expensas del  consumo de citrato (Wlbowo 

et al. 1985). En este sistema, la enzima citral0  liasa transforma al citrato en 



oxaloacetato,  luego  se  forman  piruvato y u-acetolactato hasta  llegar  al diacetilo, con 

gasto  de TPP (Shimazu et al., 1985). 

La Fig. 1 resume las rutas metabólicas conocidas  en la actualidad  para la 

producción  de  diacetilo por  las  bacterias lácticas  (Escamilla et al., 1996a) Existen 

indicios  de  que la  ruta  del  citrato  no es la única  que  da origen al diacetilo, pues 

Pediococcus.  cerevisiae es capaz de formar este  metabolito  sin  consumir  ácido 

cítrico en el vino (Wibowo ef  al., 1985). 

DEGRADACIóN DEL  DIACETILO. 

En  diversos alimentos se  ha observado una etapa  de incremento  en la concentración 

de  diacetilo,  que dura de 12 a 24 h, para  luego disminuir,  aún  cuando el crecimiento 

microbiano  continúe.  Esto se ha observado en la leche (Margalith,  1981),  en el ghee, 

alimento  hindú  de  grasa  de leche  (Yadav y Srinivasan, 1985) y en el Dhokla  (Joshi et 

a l ,  1989);  pero  en fermentaciones de masa de maíz (Escamilla et al., 1992) y en la 

col  agria  (Margalith,  1981), la  formación  de diacetilo se prolongó  durante varios días. 

La  degradación  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 

Iácticas,  transformando el diacetilo en  acetoína, y éste en  2,3-butanodiol  (Cogan et 

al., 1989;  Margalith,  1981;  Marshall,  1987). 
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Fig. 1. Rutas  metabólicas de producción de  diacetilo en las bacterias 
Iácticas (Cogan, 1995; Kempler, 1983; Margalith, 1981, Marshall, 1987; Shirnazu, 
1985) 
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Algunas moléculas energéticas y compuestos intermediarlos derivados del 

metabolismo de la glucosa en presencia de citrato por Le. lactis lnhlben la activldad 

de a-acetolactato sintetasa a pH neutro, ese efecto disminuye conforme el pH baja 

de 5.4. El  ATP tiene un efecto distinto, pues  la inhibición que causa a esa enzima se 

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

INFLUENCIA DE LOS FACTORES DE CULTIVO EN LA BlOSlNTESlS DEL 

DIACETILO. 

Los factores mas importantes que influyen en la producción del diacetilo por las 

bacterias lácticas son- 

C€PAS. Le. cremoris (antes Le. cifrovorum) y Lacf. lacfis sp. lacfis biovar 

diacefilacfis (antes Sfrepfococcus diacetylacfis) son las bacterias lácticas que forman 

los niveles más altos de diacetilo (0.5 y 20 mg/l) en los productos lácteos (Margalith 

1981; Marshall, 1987: Yadav y Srinivasan, 1985). Otras especies importantes son 

Lb. delbreuckil sp. bulgaricus (antes Lb. bulgaricus), Lb. helveficus, Sfrepfococcus 

salivarius sp. fhermophilus (antes St. thermophilus) y algunas cepas de Lacf. lactis 

sp. cremoris (Cogan  1995; Escamilla et al. 1996a; Klaver et al. 1992, Margalith, 1981 : 

Marshall 1987 y 1993; Tamime y Deeth, 1980). 

Las cepas que forman diacetilo como producto secundario durante la 

fermentación maloláctica en los vinos  son. Le. oenos, Le. mesenferoides, Le 



cremoris, Le. dextranlcum, Pd. cerevisiae, Pd pentosaceous, Lb. buchneri, Lb. 

plantarum, Lb. ferment;, Lb. delbrueckii, Lb. case;, Lb. brevis y Lb. hilgardii (Davis et 

al. 1985, Klaver et al. 1992). 

La concentración elevada de  inóculo  favorece la producción  de diacetilo 

debido  a  que la actividad  de  la diacetil reductasa se  contrarresta; este 

comportamiento se observó  en  el  ghee con  un 3 % de inóculo  (Yadav y Srinivasan, 

1985) y en la  leche  inoculada  con  un iniciador de alta concentración  de citlulas, en 

donde  se  produjo diacetilo de 8 - 8.4 mglKg  en solo 2  h de cultivo. En  cultivos 

lácticos  mixtos,  la  presencia de cepas de  acidificación  rápida favoreció también la 

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

C O M P O S / ~ / ~ N  QUiMCA DEL SUBSTRATO. El contenldo  de citrato  determina  el 

rendimiento  de diacetilo producido en la  leche o en el vino.  En  el  primer  alimento  se 

recomienda  suplementar  el  ácido  para incrementar  hasta  un 300 % la  producción de 

diacetilo (Bottaui y Vescovo  1969,  Harvey y Collms  1963,  Margallth,  1981).  En los 

vinos  tintos  por  otro  lado, se prefieren concentraciones 50 pg de  diacetilo,  pues su 

nota  aromática  elevada se considera síntoma  del  deterioro llamado 'picadura 

Iáctica'; por  esa razón  se recomienda  usar uvas  con  baja concentración  de  citrato, o 

aplicar  cepas malolácticas durante  la maduración  que sean  poco  activas en la 

producción  de diacetilo (Kunkee, 1967). 

El metabolismo  simultáneo  de citrato y glucosa estimula  el  crecimiento  de 

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



metabolltos secundarlos (Cogan,  1995). LC. lacfis en cultivo  por lotes  con  exceso  de 

glucosa  produce sólo tactato,  pero en un quimiostato  glucosa-limitante  con  aereación 

moderada,  produjo  también  acetoina + diacetilo  (Cogan et  a!, 1995). 

La  presencia  de CO;, (10%)  en la atmósfera  de  cultivos agitados  de  leche 

inoculada  con  poco  inóculo (0.1 %, v/v) de St. salivarius sp. thermophilus estimuló el 

crecimiento  microbiano, debido  a  su efecto como regulador  de  pH y redox, además 

de  formar  aromas a!  favorecer  el  metabolismo del  piruvato. El mismo  efecto lo dieron 

el  NaHC03 (50 - 60mM), o el ácido oléico y  sus  ésteres  como el Tween 80 y 85,  en 

nlveles  de O 1 %. Pero en cultivos con mayores  niveles  de inoculación (1 O h )  no se 

observó  ese  efecto  (Louaileche et al., 1993). 

La deflciencra  del  cofactor  ácido lipóico (ácido  tiótico o &ido DL-1,2-ditiolan-3 

pentanóico)  lnhibe la  formación de  ácido acético  en  la  ruta de  a-acetolactato y 

favorece la acumulación de  diacetilo (Cogan et al. 1989,  Kaneko et al., 1990);  pero 

er!  la via  del  acetaldehído y del  acetil-COA  se  requieren pequeñas  cantldades  de los 

ácidos  acétlco y lipóico para formar diacetilo  (Margalith, 1982) 

Los  iones Mg”. Coz+. Ba2’ y  Caz’  favorecen la producción  de  diacetilo y 

acetoina  via cltrato por Le. mesenteroides sp. lactosum, en  tanto  que 10s iones CU”, 

Fe”,  Fe3’,  Sn2’  y los compuestos orgánicos L-cistina  y acetaldehído. la inhibe. LC. 

/acts sp lacks formó  diacetllo  en caldo M.R.S. sin citrato y con  aereación,  cuando se 

adicionaron  iones Cu2’ o hernina  (Kaneko ef al., 1990). 



POTENCIAL REDOX Y O2 Estos  parámetros  han sido  poco  estudiados en los 

cultwos destinados  a  la producción  de diacetilo. Para  incrementar  el  aroma de la 

leche-mantequilla se recomienda realizar  un  cultivo aerobio,  además de saturar  el 

producto con  aire  antes  de  almacenarlo (Klaver et al., 1992,  Margalith,  1981).  La 

influencia de la aireación en la formación  de  diacetilo se  explica  por el efecto positivo 

de la elevación  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  aereación  moderada (1 vvm con 25% de aire) se inhibe la enzima 

piruvato - formato  liasa,  favoreciendo la blosíntesis del  diacetilo  y  de  la  acetoína,  sin 

afectar el  crecimiento  microbiano (Cogan et al., 1989). 

Se  ha  observado  que  el contenido  de diacetilo  disminuye  durante  la 

maduración prolongada  del  queso cheddar, ya  que  la  degradación de la proteína 

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 actlva la diacetil-reductasa, como  se  indicó  previamente. 

pH. El rango  de  pH  óptimo para la producción  de diacetilo  depende de las  cepas 

utilizadas; por  ejemplo,  para Leuconostoc spp. es  de  3.8 - 4.4 (Margalith, 1981), 

mientras  que para Lac. lactis sp. lactfs biovar. diacefilacbs es de 5.2 - 5.4 (Keenan ef 

al., 1966; Klaver et al., 1992). Estos valores  tienen su  origen en los óptimos  de  las 

principales enzimas  involucradas que  son: 6.0, 5.5, 5.7 y 5.7, para  la citrato liasa, 



acetolactato sintetasa, dtacetil reductasa y acetoina  reductasa, respectivamente 

(Mellerick y Cogan, 1981) 

El rango  de pH que orlgina la mayor producción de diacetilo  durante  la 

fermentación maloláctica del vino con Le. mesenteroides es de 3 5 - 3.8 (Cox y 

Henick, 1990), a  pesar de que la enzima citrato liasa sea más activa a un pH de 6 O 

(Shimazu et al., 1985). 

T€MP€RATURA.  Aunque la  temperatura  óptima de crecimiento de las bacterias 

Iácticas mesófilas  esté alrededor de los 30°C, la  de producción de diacetilo se  ha 

observado entre 18 - 24'C (Margalith, 1981; Yadav y Srinivasa, 1985) Las bactertas 

termófilas como Sf salwarus sp fhermophilus y Lb. delbreuckii sp bulgancus 

producen  apreciables cantidades a 40 - 42'C (Green y Manning, 1982; McGregor y 

White 1987: Tamime y Deeth. 1980) 

ACTlVlDAD D€ AGUA (aw). AI reducir  artlftcialmente  el aw de  la leche de 0.98 a O 87 

se determinó que tanto la membrana citoplásmica de LC. lactis sp lactis biovar 

diacetilactis, como los sistemas de producción de energía se afectaban, 

dsminuyendo su velocldad de crecmiento y sus mecanismos de formación de 

aromas (Bassit et al. 1993) Las bacterias malolácticas como Le.  mesenterodes sp 

lacfosum (antes Le. oenos)  (Davis et al.1985; Mangas et al.; 1993; Wibowo et al ,  

1985) y las de la salsa de soya, como Pd. halophilus (Kanbe y Uchida, 1987) están 

mejor adaptadas  a  niveles bajos  de aw, por lo que presentan una elevada actividad 

aún en valores muy reducidos de ese parámetro. 



ARTíCULOS DE REVISIóN. 

En el Anexo 4 se  presenta copia  de  dos articulos  de  revisión  bibliográfica  sobre el 

tema de  producción  de  diacetilo y  su relación  con los aromas en los alimentos 

fermentados, los cuales  fueron elaborados  por la estudiante de  doctorado y por los 

integrantes  del  Comité Tutorial. En  ellos  se  amplía la informacion  relacionada  con 

los antecedentes  generales  de  este trabajo.  Las referencias son las  siguientes: 

Escamilla  Hurtado,  M.L., Tomasini  Campocosio, A., Valdés Martinez, S. y Soiiano 

Santos, J. 1996a.  Diacetyl formation by lactic bacteria.  Rev.  Lat.-Amer. Microbiol. 

38 (2): 129-1 37. 

Escamilla  Hurtado, M.L.,  Tomasini  Campocosio, A, ,  Valdés Martinez, S. y Soriano 

Santos, J. 1996b. Importancia  del diacetilo en los aromas producidos  por 

fermentación Iáctica.  Tecnol.  Aliment. (Méx.).  31 (2): 16-22. 

ACTIVIDAD  AMlLOLiTlCA DE LAS BACTERIAS  LÁCTICAS 

Existe un número  limitado  de cepas  de bacterias lácticas capaces  de  hidrolizar 

almidón.  La mayor parte  de las  amilasas producidas por estas  bacterias  son 

extracelulares,  pero algunas  están ligadas a  la  célula.  Las actividades  amilolíticas 

observadas  son muy  variables,  0-17 - 240 O00 U/I (Champ et a/., 1983; Giraud et 

a/.,1993; Imam et al., 1991;  Olympia et al., 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 a-amilasa 

extracelular producida por Lb. cellobiosus. Li y Chan {I 983) observaron una actividad 

inducible de la cx-glucosidasa  intracelular de Lb. acidophilus. La a-amilasa 

extracelular de Lb. plantarum fue caracterizada por  Giraud et al (1993, 1994) y la 

glucoamilasa de Lb. amylovorus por  Imam (1991 ), por Olympia et a/. (1995) y por 

James et al. (1997). Estas enzimas son constitutivas,  pero su actividad puede 

incrementarse con inductores, como  la maltosa. Streptococcus bobis, Pediucoccus 

darnnosfis y algunas otras bacterias l6cticas  también han mostrado actividad 

amilolítica (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. penfosaceus han sido aisladas de maíz ensilado, demostrando  su 

capacjdad de utilizacion de ese substrato para  su desarrollo  (Coccocelli et al., 1991). 



It. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACIÓN 





I t .  ANTECEDENTES Y JUSTlFlCAClbN 

ANTECEDENTES 

PRODUCCIóN DE  DlACETlLO EN SUBSTRATOS AMILÁCEOS. 

La producción de  compuestos  aromatizantes  formados durante la fermentación 

láctica  de  substratos amiláceos ha  sido estudiada por Joshi et a/. (1989). Ellos 

detectaron un aroma tipo mantequilla en el  Dhokla, un alimento hindú  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 panificación, el contenido normal  de  diacetilo  es  de 44 

- 62.5 mglKg, aunque parte de este compuesto es  producido  por la levadura 

(Margalith,  1981). 

Han  habido algunos  intentos previos para  inducir  la formación  de aroma  a 

mantequilla por  fermentación  Iáctica en alimentos no convencionales  de tipo 

amiláceo.  Hofmann y  Marshall (1985)  produjeron ese  aroma en  un queso  crema 

parcialmente substituido  con  soya,  y  fermentado  con Lb. case; subsp. rhamnosus. 

Sin  embargo, Nsofor  y Chukwo (1 992) 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 tlpo lácteo con alta aceptabilidad  sensorial al 

fermentar maíz con  una flora láctica  heterogénea,  pero el aroma característlco del 

diacetilo estuvo  ausente. 

Escamilla y Mozqueda  (1992) realizaron  estudios  microbiológicos y 

bioquímicos relacionados con la fermentación que  se  establece  naturalmente en 

algunos alimentos tradicionales fermentados de  maíz. Estos alimentos son 

preparados y consumidos por diversas  etnias en  México  Se  estudió la fermentación 

láctica  del pozol,  que  es  una masa fermentada  de  maíz nixtamalizado, y también  la 

del  atole de  maíz agrio  (Escamilla ef al., 1993).  En ambos procesos  fermentativos se 

detectaron compuestos  aromatizantes  tipo  lácteo, encontrando un predominio 

aromático del ácido  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 acetoína  (Verde et al., 1995). 

Escamrlla y Olguín (1997) patentaron  un  proceso de elaboración  de un  alimento 

fermentado de  maíz con agradable  aroma tipo  lácteo, cuyo producto, también 

patentado, contiene  entre  otros volátiles, diacetilo y A.G V , como los ácldos a&trco, 

propiónico y butírico. Durante el desarrollo  de  este proceso se compararon varias 

alternativas  de  las condiciones  del proceso. Se realizó  un  estudio tecnológico 

comparativo, seleccionando la mejor alternativa.  Se  caracterizó el producto  con 

análisis bromatológicos,  cromatográficos,  de microbiológía  sanitaria y sensoriales. Se 

llevó  a cabo un estudio preliminar  de mercado  con distribución de muestras del 

alimento seleccionado en el Estado  de Tabasco, el cual  tuvo  buena  aceptabllidad. El 

estudio de prefactibilidad que  se  realizó (sin inversionista),  propuso  una  capacidad de 



la  planta  de  2  Tons/día. Considerando un proyecto de 5 años iniciando  en 1991, el 

valor presente  neto (VPN)  fue de 1.2  x IO5 U.S.D. y la tasa  interna  de  retorno  resultó 

de  (TIR) 31.2%., con lo que  se concluyó  que el proyecto era  presumiblemente viable, 

en el nivel de  estudio,  que era preliminar. Se observó también  que la fermentación 

sólida  de más de 3  días en  condiciones  de fermentación no optimizadas, 

frecuentemente  incrementaba la producción  de  ácido  butírico a un nivel que impartía 

a  la  masa  una nota aromática nauseabunda ( Escamilla et al.,  1992). 

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIóN DE LAS CEPAS UTILIZADAS 

Se aislaron  en medios  selectivos aproximadamente 60 cwpas de bacterias  lácticas de 

diversos  alimentos; ya sea  de tipo  amiláceo  (Escamilla y  Mozqueda,  1992;  Escamilla 

et a/.,  1993), o bebidas  alcohólicas  (Verde et al., 1995). 

Las cepas aisladas  y  otras de la colección ATCC  se  sometieron  a un proceso 

de  selección  para obtener una  cepa  de la familia Sfrepfococcaceae y una de 

Lactobacillaceae  que produjeran diacetilo  ylo  hidrolizaran almidón.  La  actividad 

amilolítica  se determinó  cualitativamente  por  acidificación de  caldos,  con  almidón 

como única  fuente  de carbono,  y por  desarrollo  de  halos de hidrólisis en  placas  de 

agar  almidón.  La producción de diacetilo + acetoína se  detectó  cualitativamente con 

la reacción  de Voges - Proskauer en  caldos  con  medio MRVP (rojo de  metilo - Voges 

Proskauer). 

De las  cepas nativas  se  seleccionó la que produjo  más  diacetilo. Esta cepa se 

caracterizó  fenotípicamente, determinando  que pertenecía  a la especie de 



fedrococcus pentosaceus y  además  que podía hidrolizar ligeramente al almidón 

(Verde et al., 1995). El Manual de Bergey’s  indica  que ninguna  especie  del género 

fediococcus es patógena  para las plantas o los animales (Garvie,  1986) 

De la  familia Lactobacillaceae se  seleccionó  a LactobaciNus  acidophilus 1748 

de la colección ATCC por haber  formado el mayor halo  de hidrólisis en placas de 

almidón  entre las 100 cepas  evaluadas.  Esta  cepa  no produjo  diacetilo  (Verde et al., 

1995). Además,  esta cepa  tiene propiedades probióticas,  pues  es capaz de 

establecerse  en el tracto  gastrointestinal  para  formar parte  de la flora microbiana 

deseable (Nahaisi, 1986). 

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

acrdophilus amilasa (+) y diacetilo (-). 

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  reacción’  pueden formarse en un proceso 

microbiológico controlado, de cuyas  reacciones  resulta una gama  muy  grande  de 

compuestos químicos,  algunos de ellos  en  concentraciones traza. En contraste, la 

formulación con  aromatizantes  artificiales resulta costosa  y por  lo mismo,  limitada  a 

un pequeño número  de  compuestos  (Lindsay 1966, Margalith  1981, Sandine et al., 



1972).  La ventaja insustituible  de los 'aromas de  reacción'  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 aromática tipo mantequilla es  sin duda  el 

diacetilo, o 2,3-butanodiona  (CH&OCOCH3), pero se  complementa con  una mezcla 

compleja  de otros  metabolitos,  como el acetaldehído, la acetoína, el acetaldehído, los 

ácidos grasos  volátiles  (A.G.V.), el 2,3-butanodiol, etc. (Cachon  y Divies, 1993). 

El diacetilo  llega  a  formar parte  de la formulación  de un alimento  por distintas 

vías, pero  en  ningún caso debe  sobrepasar  una concentración final de  10  glKg 

(Smith, 1990). El diacetilo  puede  formarse directamente  durante los procesos 

fermentativos en el yoghurt,  la mantequilla, la leche-mantequilla, los 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  vía es la adición 

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  biotecnológicos.  Primero  se 

realiza  una fermentación de  medios a base de  leche  con cepas modificadas, 

produciendo hasta 18  mg/l  de  diacetilo  (Klaver et al., 1992),  después se aplican 

tratamientos  enzimáticos y se separan los volátiles.  Los  extractos  obtenidos  se 

dosifican  en los alimentos en  una  proporción de I-3% (Escamilla et al., 1996b; 

Pszczola, 1994; SANOFI, 1999).  Otra  posible vía de adición de  diacetilo son los 

espesantes  que sirven de  vehículo  para los aromas. En muchos  procesos 

industriales de  alimentos se permite la substitución parcial de las materias primas  de 



alto  costo o de  poca disponibllidad,  como la leche, por extensores  como el almidón o 

almidones  modificados. El Codex  Alimentarius  (Smith,  1990) menciona las 

especificaciones y restricciones del uso de los espesantes en la divisón de aditivos 

alimentarios, Estos espesantes  encapsulan a los aromas,  protegiéndolos de  pérdidas 

durante los procesos térmicos,  además de incidir en la textura  del producto 

alimenticio  (Hippleheuser,  1995). 

Diversos  alimentos se benefician de los aromatizantes  con  nota  a mantequilla, 

como son: postres,  helados, bebidas  enriquecidas  atoles,  leches  fermentadas  como 

el yoghurt  y otros, quesos,  productos  de repostería,  botanas, cereales de  desayuno, 

etc. (Furia y Bellaca, 1975;  Hippleheuser,  1995;  Merory,,  1968;  Pszczola,  1994). 

Los países  altamente tecnificados  son los que  han desarrollado la tecnología 

involucrada en la producción de los aromatizantes con nota  a mantequilla. 

controlando por Io tanto su comercialización (Escamilla et al., 1996b). Anualmente 

México importa 2000 Tons de  aromatizantes con notas tipo lácteo incluyendo al 

diacetilo, pues  este compuesto  no se produce en México (Escamilla et al., 1996b, 

INEGI, 1986).  La F .DA-  GRAS regula en de los Estados  Unidos  de  América el uso 

de  este aditivo no tóxico  con el No. 2370 de  registro  en F.E.M.A. (Furia y Bellanca, 

19754, permitiendo su utilizacibn en  ciertos  aromatizantes  artificiales,  como las  notas 

tipo  mantequilla, queso,  caramelo,  café,  fresa  y  leche  malteada,  entre  otros (Furia y 

Bellanca 1975, Merory 1958). 

A la fecha se han caracterizado  diversos  cultivos  productores  de diacetilo  con 

bacterias  lácticas (Lactococcus spp. o Leuconostos spp.)  utilizando substratos 

lácteos (Cogan, 1995; Marshall, 1993). Se ha observado que el diacetilo se origina 



principalmente  del  ácido citrico,  y  que las  rutas  bioquimicas involucradas varían  de 

especie  a especie  microbiana. Sin  embargo, los cultivos  con bacterias amilotíticas  en 

medios sin ácido cítrico, no se  han  caracterizado para la producción  de diacetilo. En 

estos casos, los carbohidratos son las  posibles  fuentes para la biosíntesis  del 

diacetilo. 

En este  trabajo  se  ha seleccionado al maíz  como  substrato alternativo a la 

leche. Se propone  estudiar las  condiciones de cultivo  para producir  una  pasta 

aromatizada  por  fermentación, con nota  tipo  mantequilla.  El maíz es  el  cereal  de 

mayor producción  en  México  (en 1998  se produjeron 18 476 miles de Tons. (INEGI, 

1999), además  de  ser un ingrediente  común en la industria alimentaria,  ya sea como 

materia prima o como extensor.  El  maíz con germen es  un substrato complejo  que 

contiene los nutrientes necesarios  para el crecimiento de las bacterias  lácticas 

amiloliticas  (Adeyemi y Beckley,  1986; Mercier et al., 1992). Se reahzó la 

nixtamalización al maíz  por ser un  procedimiento  que eleva el valor nutritivo de la 

materia  prima  (Lbpez y Segurahaúregui, 1986), además  de  que hace más accesible 

el substrato a los microorganismos  inoculados. 

Aunque la población nativa  del maíz sometido  a  fermentación natural  puede 

ser asaroza  (Adegoke y  Babalola,  1988; Akingbala et al., 1987;  Fields et al., 1981, 

Wacher et al., 1993), el contenido de bacterias  potencialmente  patógenas puede ser 

reducida por  procesos  de limpieza y calentamiento del maíz.  También contribuye la 

actividad  antimicrobiana  de las  bacterias  Iácticas. En  este trabajo no  se  determinó 

esta actividad  en  las  cepas inoculadas, Pd. pentosaceus y Lb. acidophilus, pero la 

disminución de las  cuentas de  las  bacterias patógenas durante  las fermentaciones 



heterogéneas  en maíz,  se ha atribuido  frecuentemente  a la acción  de  las bacterias 

láctlcas  (Adegoke y Babalola,  1988;  Escamilla y Olguin, 1997;  Hounhouigan  et al., 

1993;  Olsen et al., 1995). Diversas  cepas  de  Lb.  acidophilus  y de Pd. pentosacem 

son  capaces de  producir  varios  antibióticos no prohibidos  por la S.S:A. y con 

comprobada eficiencia  contra  microorganismos  patógenos (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,l979). Se  seleccionó un cultivo  mixto de  cada  una de ellas  en 

este  trabajo  por estos  motivos.  También se consideraron  sus propiedades 

amiloliticas y/o de producción de diacetilo  (Verde et al., 1995) y el hecho  de que  sean 

inocuas  (Garvie, 1986;  Kandler  y  Weiss, 1986). 

Se  propone  una  presentación semisólida de la pasta porque  es un medio  con 

alta  actividad  de agua (% 2 0.995) que no inhibe la fermentación. Mercier et al. 

(1  992)  realizó  un cultivo  sumergido  a base  de maíz  con una  humedad aproximada de 

95.5%,  para determinar  la cinética  de producción  de  ácido láctico por  la bacteria 

amilolitica  Lb amylophilus. Ellos indicaron  que la falta de  homogeneidad y la 

sedimentaaón del  medio  dificultaron los análisis  e impidieron determinar los 

parámetros cinéticos  buscados. El nivel de humedad utilizado  en el presente trabajo 

(78%)  es apropiado  para  que  el  producto no presente sinéresis  (separación de 

sólidos y líquidos); este  valor  se  seleccionó  en  ensayos previos.  Además,  un medio 

semisólido ahorra  espacio  durante  el  proceso  y  el  almacenamiento en  relación  con 



uno líquido, y en  caso  de destinar el producto a la deshidratación, la carga  de  agua a 

retirar también  es menor. 

Se  prefiere  una textura fina  de la pasta  de maíz para que no altere con 

partículas  grandes la sensación  gustativa de  tipo táctil,  cuando  se integre  en la 

formulación de otros alimentos. 

Se  seleccionó la herramienta estadística diseñada por  Taguchi (Ross, 1989) 

porque  permite  aplicar tratamientos  estadísticos  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  número  de 

experimentos.  Las  matrices diseñadas  por  Taguchi  están  estructuradas con sólo una 

parte de todas las posibles combinaciones de los factores, pero  manteniendo  un 

arreglo  ortogonal (A.O.), es decir, equilibrado. El método es muy flexible, pues 

permite  que el investigador proponga con cierta libertad el diseño  experimental 

específico  que  resuelve  las incógnitas  del  trabajo,  siempre  y  cuando se  sigan  ciertas 

reglas  de  diseño y tratamiento  estadístico. El A.O. seleccionado entre  una gama de 

matrices  depende del  número  de los factores y  niveles que se deseen  evaluar; éstos 

se  proponen  considerando la  experiencia en el campo de  investigación. 

Con  este método se pueden  evaluar  hasta un número  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,  además  proporciona las  combinaciones  específicas de los experimentos 

apropiadas  para esa  aproximación. El nivel de  resolución  del A.O. propuesto va  a 

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



los efectos de los factores e  interacciones  cuando se tiene  aproximadamente una 

saturación  de % de la matriz  con los factores. El otro  extremo  es la resolución de los 

efectos sólo de los factores  sin interacciones,  cuando  la matriz está  saturada. 

Generalmente  se utilizan en  este método  matrices  semisaturadas o saturadas. 

Este  método ha  permitido desde 1959 una  considerable  reducción en el costo 

de los experimentos en  el  área  de investigación  y  sobre  todo, en las plantas 

industriales.  Su  aplicación  es  frecuente en  las  áreas de: Tecnología  alimentaria, 

mecánica,  química, ingeniería 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 áreas biológicas. Sin embargo, el método 

no se  ha utilizado ampliamente en el  área de la Biotecnología,  por lo que se 

considera  novedosa  su aplmción en este  trabajo. 

La  pasta  semisólida  de  maíz  propuesta  pretende  ser  una presentación 

alternativa y novedosa a las presentaciones  de  aromatizantes  a  mantequilla  que  ya 

se encuentran en el mercado.  Este  producto  podría  ser  refrigerado  y utilizado 

directamente para aprovechar la viabilidad  de los microorganismos  probióticos, o ser 

tratada posteriormente con procesos enzimáticos,  de  extracción  de volátiles, de 

deshidratación o de extrusión. La  caracterización de esta  pasta y el  desarrollo 

tecnológico  serían los pasos  naturales que  seguirían aeste trabajo. 
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Ill. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL. 

Incrementar la producción de diacetilo y producir un contenido aceptable de ácidos 

grasos volátiles (A.G.V.), en cultivos Iácticos en medios a base de almidón y de  maíz, 

determinando los principales efectos de los factores de cultivo. Además, contribuir al 

conocimiento de los principales parámetros cinéticos de esos cultivos, a fin de 

obtener una materia prima a base de maíz 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 

producción de  diacetilo y en  la utilización de almidón en cultivos modelos, 

axénicos y mixtos  de Pediococcus pentosaceus y Lactobacillus  acidophilus, 

desarrollándose en  medios líquidos a base de almidón. 



2. Selecclonar las condiciones  de  las  operaciones  de  pretratamlento  de  maíz y 

las de un cultivo  semisóhdo,  para  aumentar el rendimiento  de  diacetilo y 

formar niveles de A.G.V. apropiados  para un aroma tipo mantequilla 

3, Caracterizar los parámetros  cinéticos  más  importantes  para  la  producclón  de 

diacetilo en un cultivo  mixto  en  medio  semisólido  a base de  maíz. 

4, Localizar y cuantificar  las  actividades de las enzimas  amilolíticas  producidas 

por Pd. penfosaceus y Lb acidophlus. 

5, Comprobar  que la metodología estadística de  Taguchi  es  una  herramienta 

válida y apropiada para disefiar  experimentos y analizar  resultados  de 

investigaclones en el área  de  la Biotecnología, donde  no  es  frecuente 

utilizarla. 
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IV. HIP~TESIS 

Es posible orientar  la  fermentación  táctica de un medio semisólido de maíz para 

incrementar  el  contenido de diacetilo,  formar niveles apropiados de ácidos grasos 

volátiles, y producir un perfil  aromático  tipo  mantequlilla,  por medio de la selección de 

las condiciones de pretratamiento de  maíz y de fermentación más  apropiadas. 
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v. MATERIALES Y MÉTODOS 

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

CEPAS. 

Se utilizaron dos cepas de bacterias Iácticas: una de Pediococcus penfosaceus 

(MITJ-IO), aislada de  sidra mexicana y caracterizada fenotípicamente (Verde et al., 

1995), y una  de Lactobacillus  acidophilus No. 1748 de la colección CHR - Hansen. 

Ambas cepas son inocuas (Garvie, 1986; Kandler y Weiss, 1986)) y capaces  de 

crecer en  medio de almidón, pero sólo Pd. penfosaceus produce  diacetilo  en medios 

de  glucosa o de almidón. 
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Fig. 2 Experimentos realizados en este trabajo 
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MEDIOS DE CULTIVO. 

MEDIOS PARA CONSERVACIóN Y PARA CUENTA  VIABLE. 

Se  prepararon tubos con medio  de agar  micro/inóculo - almidón (MIA), con la 

siguiente composición en g/l de  agua  destilada: caldo  de  micro/inóculo (Merck), 18.5; 

almidón soluble, 5; agar, 15, y solución  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 OC durante  15 min.  La esterilidad se verificó después 

de incubar a 35OC por 24 h. Este  medio  también se utilizó en  las  placas para  cuenta 

viable  de bacterias Iácticas, aunque  en  ese  caso, el  medio fue adicionado con verde 

de bromocresol (50 mg/l), como indicador  de acidez. 

MEDIO PARA  LOS INÓCULOS. 

Medio de almidón. Se  prepararon  matraces Erlenmeyer de  125 ml, con 50 ml del 

caldo siguiente (g/l de H20 destilada): glucosa, 5; almidón soluble,lO; peptona de 

caseína, 2; extracto de  levadura, 2; CaC03, 0.3; K2HP04, 0.2; MgS04 .7H20, 0.1, y 

solución de vitaminas y minerales, 5 ml. El  pH del  medio  se  ajustó a 6.5. Los 

matraces  se  esterilizaron  en  autoclave  a 121OC por 15 min  y  se  realizó la prueba  de 

esterilidad. 



MEDIO BASAL PARA  LOS  CULTIVOS EN ALMIDóN EN LAS SERIES 

FACTORIALES. 

Los  caldos de almidón tuvieron  una  composición  semejante al medio  de los inóculos. 

Las concentraciones  de glucosa,  almidón,  extracto de levadura  y Caco3 se  ajustaron 

de  acuerdo al diseño experimental de cada  serie,  que se  indican  en el  inciso 

correspondiente.  En la 3a serie  de  almidón, la concentración  de almidón soluble  fue 

de 5 911. 

Se  prepararon matraces  Erlenmeyer  de 250 ml con  100 ml de  cada medio,  con 

pH  de 6.5. Los medios se esterilizaron en autoclave  a 121OC durante 15 min y se  les 

aplicó la prueba  de esterilidad. 

MEDIO BASAL  PARA  LOS  CULTIVOS EN MAíZ. 

Se prepararon masas de maíz  nixtamalizado de consistencia semisólida  (humedad: 

78%) como medios  de cultivo en  las series  factoriales de  maíz.  Se utilizó maíz blanco 

(Zea mais) tipo pozolero  con  germen. El maíz utilizados  tuvo dimensiones 

aproximadas de  1.6 x 10.6 mm,  se adquirió en la Central de  Abastos  de la  Ciudad de 

México, D.F.,  con procedencia  del  Estado de México 

La cal utilizada  en la  nixtamalización,  Ca(OH)2  era comercial,  de grado 

alimenticio. La Fig. 3 muestra el diagrama  general  del proceso  con  maíz, como 

materia prima 



I Pesado de maíz 1 
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Fig. 3 Diagrama general de la  preparaci6n de los medios de maíz 
y de los cultivos semisólidos. 
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11  Diacetllo y AG.V. 



Las  condiciones  de  pretratamlento  de  maíz fueron las  siguientes. 

7. Pesado y lmpieza. Se pesó  el  maíz,  se limpió manualmente  y se lavó  con  agua 

destilada. 

2. Nixfamalización (N). Se utilizó  agua destilada y cal;  cuyas proporciones  en 

relaci6n  con peso  de  maíz fueron  de 1.5:1 y 0.035:1, respectivamente.  La 

nixtamalización se inició calentando  a presión atmosférica el agua  de cal  en una 

olla de  aluminio  hasta  alcanzar los 8OOC; después  se  agregó  el maíz y se  siguió 

calentando, agitando  constantemente. Los tiempos  de ebullición  fueron  de 5 y 20 

min,  según el caso en  la l a  serie de maíz. En la 2a serie de maíz  se  calentó 

durante 5 min. 

3. Lavado y escurrido. Se  drenó  el  agua de cal en  un escurridor.  Luego  se  eliminó  el 

pericarpio y  el  exceso  de  cal  con  lavados de agua  destilada,  dejando  escurrir  el 

nixtamal. 

4. Molienda hDmeda. El nixtamal  húmedo se  pesó y se molló en  tres ciclos  en un 

mollno manual  de  tornillo  para  nixtarnal (ATLAS). 

5. Secado. Se  determinó  la  humedad  en  muestras de harina  con la técnica que se 

describe  posteriormente.  Este  dato  sirvió  como base  de cálculo  para  ajustar  la 

humedad  del  harina  posteriormente. En una estufa  a 60" C se  deshidrató  el 

harlna  hasta obtener 8% de  humedad. 

6. Molienda seca y tamizado. El  harina de  nixtamal se molló en  tres  ciclos  en  un 

molino  de aspas  Braun  Multipractic 2001, tamizándola  cada  vez. En la l a  serie de 

maíz  se  obtuvo 50% de  harina de partícula  gruesa,  con  tamaño de  partícula entre 



0.42 - 0.84 mm (< malla # 20 y > malla # 40). El  resto fue  harina  de partícula fina, 

que sí atravesó la malla # 40. En la 2a serie  de maíz se utilizó sólo partícula fina. 

7. Desengrasado. Se realizó  una  extracción parcial de la grasa del  harina de 

nixtamal,  introduciendo lotes  de 500 g de harina y hexano en una  proporción  de 

1 :I, en matraz de 1 O00 ml. El matraz  se  calentó a 68" C durante 4  h con perlas  de 

ebullición, usando un sistema de reflujo. Después se decantó el hexano  con la 

grasa, y se evaporó  el resto  de  disolvente a 60°C. En la la serie de maíz,  esta 

operación se  realizó  a la mitad  del  harina solamente; y en la 2a serie  se 

desengrasó  todo. 

8. Cocimiento. Los lotes de harina  se  cubrieron y se enfriaron a  4°C  mientras  se 

realizaba la determinación de  humedad  en unas  muestras.  Después  se  adicionó 

agua  destilada  estéril  para  ajustar la humedad de  todos los lotes  a 70%. Las 

masas se mezclaron y se  'cocieron directamente en una olla de aluminio, 

moviendo  constantemente.  La mitad  de los lotes  de la la serie de maíz  se  coció 

durante 25 min y la otra  mitad  durante 55 min. En  la 2a serie, el cocimiento fue  de 

25 min.  Después,  la  humedad de  las  masas  cocidas se  volvió  a  ajustar  por  peso  a 

70%, con agua  destilada estéril. 

9. formulación y amasado. Los  medios  fueron adicionadas con 0.03 g CaCOdKg de 

masa. En la la serie de maíz se  ariadió 0.2 g extracto de  levadura I Kg  de masa 

a  a todas las  masas. En la 2a serie  de  maíz,  se agregó este ingrediente sólo a la 

mitad  del medio, en la concentración mencionada. La humedad se ajustó en 

todos los medios  a 78% con agua destilada  estéril.En la la serie de maíz  se 

inocularon los lotes de masas  preparadas con  diferentes  pretratamiento y 



después se ajustó  la  humedad  de cada  uno a 78% con agua  destilada estéril. 

Cada  lote  se  mezcló  (amasado) con  utensilios  estériles  en la campana de flujo 

laminar,  antes  de  distribuir en  frascos. En la 2” serie se  ajustó la humedad  de 

cada lote a nivel ligeramente  inferior,  se mezclaron  por separado y se  inocularon 

después  de  llenar  cada  frasco, de  acuerdo al  diseño  experimental.  La  humedad 

final, considerando el agua  añadida en el inóculo fue también de  78%. 

DISEÑOS  EXPERIMENTALES Y ANALISIS ESTADíSTICOS. 

DISENOS EXPERIMENTALES DE  LAS  SERIES  DE ALMIDóN. 

Se realizaron tres  series de cultivos  sumergidos en  medio de  almidón,  diseñadas 

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 acetaldehído,  el  consumo  de 

almidón y la  producción de amilasa extracelular. Los cambios ocasionados  a los 5 

dias  de fermentación  en  cada  variable  de respuesta  (valor final - valor  inicial)  fueron 

los datos  evaluados  en los Arreglos  ortogonales (A.O.) Las  dos  primeras  series 

consistieron en cultivos  axénicos,  apllcando  los  mismos  tratamientos a cada cepa 

Iáctica: Pd. pentosaceus y Lb. acidophilus.  La 3” serle  fue  de cultivos  axénicos 

mixtos, con  las mismas  cepas.  Los cultivos  (experimentos) de  la l a  serie  se 

realizaron por  triplicado y los de  las otras series,  por  dupllcado. Los resultados  de  las 



series  se analizaron con los procedimlentos  estadísticos  que se describen en el 

Anexo 1 

En la la serie se evaluaron los efectos  de  factores reconocidos  como 

compuestos y condiciones  ambientales que  influyen  en las bacterias lácticas  para 

producir  consumir  almidón, para incrementar  su actividad  amilolitica y para producir 

diacetilo. También se evaluó la posibilidad  de  producir acetaldehído  a partir de 

treonina (Marshall, 1993). Los seis factores seleccionados  fueron: citrato, 

temperatura, glucosa, CaC03, 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  tenía  menos 

relación  con la  producción  de diacetilo. La gráfica lineal de la Fig. 4 muestra las 

interacciones  bifactoriales  propuestas para  esta serie; de la cual se deriva el A.O. 

L16 del  Cuadro 2. 



Cuadro No. 1 
Factores evaluados en la la sene 
de cultivos axénicos en almidón 

Factores Niv 
1 

A Citrato O 
B temperatura 28 
C glucosa O 
D Caco3 O 
E Ext. levadura 0.05 
F treonina O 

Unidades 

1 0  % 
o 02 % 
o 2  % 
O. 1 
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7 m F treonina 
2 

14 10 
citrato A C glucosa- E extracto 

de levadura 

8 

Fig. 4 Gráfica  lineal L16 para la 1” serie  de 
cultivos  axénicos  en  almidón 
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Los factores y niveles evaluados en  la 2a serte fueron: A, Caco3 (0.01 y 

0.03%); y B, temperatura  (28" y 35°C). Estos factores y su interacción se asignaron 

a las columnas del  A.O. L 8  del Cuadro 3. Las variables de respuesta evaluadas en 

esta serie fueron: el consumo  de almidón, el cambio en la actividad amilolítica 

extracelular y la producción de diacetilo. 

En la serie de almidón (cultivos mixtos)  se evaluó el efecto de la 

temperatura  a  tres  ni.veles: 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 almidón y la producción de diacetilo 

DISEÑOS EXPERIMENTALES DE LAS SERIES  DE MAiZ 

Después de haber definido los principales parámetros de composición y ambientales 

en un sistema modelo a base de almidón soluble, se realizaron dos series de cultivos 

en medios semisólidos a base de maíz nixtamalizado, también  con diseños EFFE de 

Taguchi (Ross, 1989). Los cultivos en medio de maíz fueron todos heterogéneos. 

pues la masa de maíz no estéril sirvió como medio donde  se inocularon las  dos 

cepas estudiadas. La fermentación duró 5 dias y cada cultivo se realizó por 

duplicado. Se analizaron estadisticamente las producciones de dtacetilo y de ácido 

láctico en la fermentación (final - inicial). 





Cuadro 4 
Asignación  de factores e  interacciones  a  las  columnas del 
arreglo ortogonal L9 de Taguchi  en la serie de almidón 

error 

Factor A $1 
3’ 
3”’ 

28 2 2 2 
28 3 3 3 
32 1 2 3 
32 2 3 1 
32 3 1 2 
35 1 3 2 
35 2 1 3 
35 3 2 1 



En la 1” serie se estimaron los efectos de algunas operaclones de 

pretratamtento del maíz para determinar la composlción del medio de cultivo mas 

aproptado para la fermentación Se evaluaron cuatro factores. molienda y 

tamizado,  tiempo  de  nixtarnalización,  cocimiento  del  harina y desengrasado. 

Las variables de respuesta evaluadas fueron el  consumo de almidón y las 

producciones de ácido láctico, ácido butírico y diacetilo. Cada factor se evaluó en 

dos niveles de variación (Cuadro 5). También se determinó el efecto de  tres 

interacclones bifactoriales. El factor D (desengrasado) se consideró independiente 

(sin tnteracción) por no  haber encontrado evidencia en la literatura sobre su efecto  en 

la producción de diacetilo o de ácido láctico, aunque  era más claro que podría tnflulr 

en la producción de ácido butírico 

En la gráfica lineal de la Fig. 5 se presenta el diseño propuesto para la l a  

serte. mostrando la relación entre los factores e interacctones evaluadas En el 

Cuadro 6 ,  se presenta el A.O. L8 correspondiente. 



Cuadro No. 5 
Factores evaluados en !a la serie de cultivos sernis4lidos en maíz 

FACTORES UNIDADES NIVELES 

1 2 

A Molienda + tamizado 

si no D Desengrasado 

min 55 25 C Cocimiento de la harina 

min 20 5 B Tiempo de nixtamalización 

> malla 40b < malla 40” 

a) Tamaiío de partícula de harina: c 0.42 mm 
b) Tamaño de partícula de harina: > 0.42 mm (malla No. 40) y c 0.82 mm (malla No. 20) 



1 
A Molienda + tamizado 

7 
D  Desengrasado 

2 4 Coclmlento 
Nixtamalización B C de  la harina 

Fig. 5 Gráfica  lineal L8 para la 1’ serie de 
cultivos semisólidos  en maíz 



Experi- 
mento 

No. 

Cuadro 6 
Asignacidn de factores e interacciones a las columnas del 

" 

I Tamaño d e  partícula d e  harina: < 0.42 mrn 
, Tamaño d e  partícula d e  harina: > O 42 mm y < 0.82 rnm (malla 20). 

arreglo ortogonal L8 de Taguchi  en la la sene de maíz 

Factores e interaccibn  asignadas a cada columna del  arreglo ortogonal 

Molienda + Nixtama- coci- Desen- 
Tamizado  lización  miento  grasado 

(rnin) (min) 

A B AXB C AXC BxC D 

1 2 3 4 5 6 7 

< malla 40" 5 1 25 1 1 no 

< malla 40" 5 1 55 2 2 si 

< malla 40" 20 2 25 1 2 si 

< malla 40" 20 2 55 2 1 no 

> malla 40b 5 2 25 2 1 si 

> malla 40b 5 2 55 1 2 no 

> malla 40b 20 1 25 2 2 no 

> malla 40b 20 1 55 1 1 si 



La 2a  serle  de  maíz tuvo como objetivo determinar la Influencia de algunos 

factores de carácter microbiológico en la fermentación, usando el medio de  cultivo 

seleccionado en la l a  serie. Los factores evaluados en la 2” serie fueron. extracto 

de levadura,  relación  inicial  de  cepas y tamafio del  inóculo, cada uno  en  dos 

niveles (Cuadro 7) .  Las variable  de respuesta fue la producción de diacetilo. Para 

analizar los factores e interacciones, se propuso la gráfica lineal de la Fig. 6 y el 

A.O. L8 del Cuadro 8. 

CONSERVACIóN DE CEPAS. 

Para conservación a corto plazo, se  sembró cada cepa en tubos con medio  de 

conservación, sembrando por estría y piquete. Los tubos se Incubaron a 32°C 

durante 48 - 72 h y después se refrigeraron a 4°C 

Para conservación a largo plazo, se prepararon cultivos superficiales  en 

placas con medio  de  conservación (sin indicador de acidez) y se incubaron a 32°C 

por 48 -72 h. Las células se transfirieron asépticamente a viales que contenían 1 ml 

de un medio  de conservación estéril (caldo de inóculo, 70% y glicerol, 30%); se 

suspendieron, se congelaron rápidamente a - 40°C y se conservaron a -18°C. 
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Cuadro No. 7 
Factores  evaluados  en  la 2a serie de cultivos sernisólidos en maíz 

FACTORES NIVELES 
1 2 

A Extracto de levadura ( OYó ) 

3: 1 1:l B Relación  inicial  de cepas: 

0.2 O 

Pd. penfosaceus /Lb. acidophilus 

C Concentración inicial de biomasa 2~ lo6 2~ 105 



1 Extracto  de 

7 
m error 

Relación 2 4 Conc  inicial 
entre  cepas B C de biomasa 

Fig. 6 Gráfica lineal L8 para la 2” serie de 
cultivos semisólidos en  maíz 



Cuadro 8 
Asignaci6n  de  factores e interacciones a las columnas del 

arreglo ortogonal L8 de  Taguchi  en la Za sene  de maiz 

Factores e  interacción asignadas a cada  columna del arreglo ortogonal 

Experi- 
levadura  de  cepas  inicial  de error mento 
Extracto  Relaci6n  Conc. 

biomasa 

No. 

P.) (U.F.C./ml) 
- 

A B AXB C AXC BxC 

1 2 3 4 5 6  7 

O 1:l 1 2x1 0’ 1 1  1 

O 1:l 1 2X1O6 2  2  2 

O 3: 1 2 2x1 0’ 1 2  2 

O 3:l 2 2X1O6 2 1 1 

0.2 1 : l  2 2x10’ 2 I 2 

0.2 1 : l  2 2x1 os 1 2  1 

0.2 3: 1 1 2x10’ 2 2 1 

0.2 3: 1 1 2X1O6 1 1  2 



CONDICIONES DE  CULTIVO EN LAS SERIES FACTORIALES. 

Todos los procedimientos  que requerían condiclones aséptlcas se  realizaron en un 

cuarto  estéril  con  campana  de  flujo  laminar  VECO  GHFL-A12. 

CULTIVO  DE  LOS INQOCULOS 

Se utilizó el  caldo de almidón  para los inóculos  de las series  de almidón y para los 

inóculos de la la  serie de maíz.  Los matraces  con  medio se inocularon  con  asadas 

cargadas  de cultivos axénicos  de conservación de Pd. pentosaceus o de L b .  

acidophilus y se incubaron a 32°C  durante 48 h, agitando  a 120 r p.m. 

En la  2a  serie de maíz, el diseño experimental  requería  de  iniciar  la 

fermentación  con  rnóculos  axénicos  en  concentraciones  específicas,  por lo que se 

realizaron con  anticipación  cultivos axénicos  en medio de glucosa  para  caracterizar 

las  curvas  de  crecimiento  (Anexo 3). Posteriormente  se  realizaron cultivos  axénicos 

que fueron utilizados  como inóculos  en las  masas de maíz,  cuantificando  la 

concentración  de  bacterias  lácticas  añadida  (Anexo 3). 

CULTIVOS  EN  LAS  SERIES DE ALMIDóN 

El diagrama  de los cultivos en almidón  se presenta  en la Fig 7 



Preparación de 
medios 

Preparación  de 
inóculos  axénicos 

lncubación de 
cultivos 

1 

Análisis4 i 

Fig. 7 Diagrama general  de los cultivos axénicos y mixtos 
a base de almidón 

Cuenta  viable 
Volumen 

Acido láctlco 
Carbohldratos totales 

Azúcares  reductores 
Diacetilo, Acid0 cítrlco y acetaldehido par  espectrofatometria 
Cromatografia dlacetilo y A G v 

pH 



Se  reallzaron  tres  series  con  diseAo factorial, usando  matraces  Erlenmeyer 

con 100 m1 de  caldo  de almidón c/u. La  incubactón  duró 5 días,  agltando a 120 

r.p.m. Las  series l a  y 2a se realizaron con cultlvos axénicos  de  cada  cepa  en  caldo 

de  almidón ( f d .  penfosaceus o Lb. acidophilus) En  estos  casos, los caldos  se 

inocularon con 1% (v/v) del inóculo axénrco  correspondiente,  y se cultivaron en las 

condiciones indicadas en  los  diseños  experimentales. Como en la 3a serie sólo se  iba 

a evaluar el  efecto  de la temperatura de  incubación, se utilizó siempre  el  medio  de 

almidón  con la  composici6n seleccionada  en la serie  precedente. Los cultivos  mixtos 

se  inlciaron añadiendo 8.5% de cada inóculo 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 MAíZ 

Se  utilizaron medios  semisólidos de  harina de maíz  nixtamalizado con una humedad 

ajustada de 78%, de acuerdo  a la metodología indlcada  en la Fig. 3. La  composición 

porcentual de  esta  harina  corresponde  a  la típica de  nixtamal,  cuya  composición  en 

base seca  contiene:  extracto  etéreo, 5.57; proteína cruda, 10.92; cenizas, 1.82; fibra 

cruda, 1.51, y extracto libre de nitrógeno; 80 18 (Carrillo-Pérez et al., 1989). Se 

llevaron a  cabo  dos  series de  cultivos mixtos usando diseños  factoriales. 

En la l a  serie, los lotes  de masa preparadas  en diferentes  condiciones  segun 

el diseño del  Cuadro 6 se inocularon  con 0.5% (vlp) de cada inóculo  axénico ( f d .  

p @ o t v u s  ó Lb. acidophilus) en  caldo de almidón, antes de ajustar  la humedad.. 
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Las masas  se distribuyeron  en porciones de 100 g  en frascos  de  plástico  de 125 ml y 

con  tapón  de  rosca. En la 2a serie, la humedad  de cada  lote  de masa se  ajustó al 

nivel indicado antes  de  inocular. Después,  las  masas se  distribuyeron  en  porciones 

de 100 g en los frascos  de  plástico y se inocularon  con inóculos axenicos preparados 

en  caldo de glucosa,  calculando el volumen de las alícuotas  según el disefío  del 

Cuadro 8. La  mitad  de los frascos  de cada lote en las dos series se tomaron  para el 

tiempo O días  (muestra inicial), y el resto de los frascos se  incubaron a 32OC durante 

5 días  (muestras finales). 

Los cultivos en medio  de  maíz no eran axenicos,  pero se  prepararon  en 

condiciones  asépticas y con agua y utensilios  estériles. 

PREPARACIdN DE MUESTRAS. 

Las muestras  fueron  las mismas  unidades  de  fermentación  (matraces con  caldos o 

frascos  con masas) de t = O ó 5 dias. Los cultivos  de la la  serie de  almidón se 

realizaron  por triplicado, y los del resto de las series fue  por duplicado. Salvo  que  se 

indique  una  variación, los análisis  de  cada  unidad de fermentación se  realizaron por 

duplicado, por lo tanto,  cada  dato analítico de la la serie  de almidón se  refiere al 

promedio  de  seis  réplicas; mientras que  en las  demás series  de almidón o de maíz, 

cada muestra se  refiere a cuatro. Se calculó la media ( x ), la desviación  estándar (S) 

y el coeficiente  de  variación [C.V.= ( x / S ) x 1001 de  cada uno de los parámetros 

analíticos al inicio y  al final de cada  fermentación.  Para presentar la dispersión  de los 
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datos de manera  resumida  se  calculó  el promedio de los coeficientes de variactón 

( C. V .  de cada parámetro, en  cada  serie 

PREPARACIóN DE MUESTRAS DE CULTIVOS EN ALMIDON 

La  Fig. 7 muestra el diagrama de  preparación  de  muestras seguido en los cultivos de 

almidón. Se midió el volumen de los caldos  en  cada matraz y el pH. De cada  matraz 

se  tomó una alícuota  de 30 ml y se  congeló a .-18"C para  determinar  posteriormente 

el contenido de carbohidratos totales. El resto del  caldo se centrifugo en frascos  de 

250 ml en una  centrífuga  Beckman  J2-MI, con  rotor  de ángulo fijo JA-14, a una 

velocidad de 5000 r p.m (3836 x g) por 30 mmutos,  a 4°C. Se recuperó el 

sobrenadante y se centrifugó de nuevo para clartfrcarlo mejor. El sobrenadante final 

se congeló  a -1 8"C, en fracciones. 

Para  realizar los análisis del caldo  clarificado se  descongelaba la fracción 

respectiva  dejándola en el  refrigerador  a 4"C, por una  noche. Se determinaron los 

contenidos  de:  azúcares reductores, ácido láctico, diacetilo y A.G.V. (ácidos acético, 

propiónico y butírico). En los caldos clarificados de  la 1" serie se determinaron 

también  las  concentraciones de ácido cítrico y acetaldehído, y en los de  las  series l a  

y 2a, las  actividades  amilolíticas  extracelulares En la 3a serie  se  cuantificaron las 

bacterias  Iácticas  viables en los in6culos axénicos y en los caldos  finales de la serie, 

por lo que  se  tomaron muestras asépticamente antes  de realizar  cualquier  otra 

determinación. 



PREPARACIóN DE  MUESTRAS DE CULTIVOS EN MAíZ 

El diagrama  de la preparación  de muestras de  maíz 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 análisis  químicos:  carbohidratos  totales, azúcares 

reductores, ácido láctico, A.G.V. y diacetilo. En la 2a serie de maíz  se realizó además 

la cuenta  viable de  bacterias Iácticas, por lo que  después de mezclar la masa de 

cada  frasco, se tomaron las muestras asépticamente. En el resto  de la masa  se midió 

el pH y la actividad  de agua ( a ~ )  antes  de  congelar la masa.  Luego  se procedió a 

realizar los análisis, como  en la la serie. 

MÉTODOS DE ANALISIS MICROBIOLÓGICOS. 

DETERMlNAClON DE LAS CUENTAS VIABLES DE BACTERIAS  LÁCTICAS. 

Se  pesó exactamente 1 .O0 g de masa  por  duplicado, y se dispersó en  una  solucion 

diluyente estéril  de fosfatos,  preparando diluciones de IO-' - IO5. Alícuotas de 0.1 ml 

de las  suspensiones se  dispersaron  por duplicado  en la superficie de placas  del 

medio  de  conservación  (con  indicador  de acidez).  Las placas  se incubaron  a 32"C, 

durante 48 - 72 h. El número  de  colonias  se contó  con un aparato  cuenta colonias 



(Sol-Bat HRT-50-60), la producclón de  acidez se  confirmó  por el cambio  de  color  del 

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

MÉTODOS DE ANALISIS FiSlCOS, QUiMlCOS Y ENZIMÁTICOS. 

Los análisis químicos de  cada  muestra se realizaron por  duplicado.  En  las  técnicas 

espectrofotométricas, las  curvas estándares de 5 puntos  se  determinaron  por 

triplicado (? > 0.99), leyendo  en  un espectrofotómetro  JENWAY  modelo 6105 

U.V.Nis. 

DETERMINACIóN DE HUMEDAD 

Se  deshidrataron  muestras de 5.0 g de las  masas  de  nixtamal o de  harina  que  se 

habia desengrasado,  calentando a 90°C hasta alcanzar un peso  constante.  Se 

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

MEDICIONES DE VOLúMENES Y DE  PESOS 

Se midieron los  volúmenes de los caldos de cultivos de almidón  con  probetas  de 

dimensiones apropiadas.  Para la medición y transferencia de volúmenes pequefios  y 

exactos  se  utilizaron las  micropipetas automáticas:  Oxford@  Sampler  Sistem de 



volumen  ajustable de 10 - 50 pl; Brand TranssferpetteO de volumen fijo de 50 1.11, y 

GilsonO P500 de volumen variable  de O - 5 O00 pl. 

Las mediciones de los pesos de  maíz,  harinas,  masas y frascos  se  realizaron 

con una  balanza digital OHAUS, modelo  GT4800.  Los  pesos de los reactivos para los 

análisis  químicos se midieron con una  balanza analítica  SAUTER GmbH D-7470. 

DETERMINACIóN DEL  pH. 

Se midió el pH  en las muestras  líquidas y sólidas con un potenciómetro  Conductronic 

pH 20 

DETERMINACIóN DE ACTIVIDAD DE AGUA (aw) DE  LAS MASAS DE MAíZ 

Se  tomaron  muestras de masa  aproximadamente de 5 g y se alocaron en  celdas 

especiales  que  se  introdujeron  en un aparato  AQUA-LAB  CX-2 Decagon  Devices Inc. 

que había sido calibrado con  agua  desionizada y con una  solución saturada  de NaCI. 

La actividad  de agua de cada  muestra y su temperatura de  equilibrio se leyeron 

directamente. 



CUANTIFICACJÓN DE CARSOHIDRATOS  TOTALES 

Los carbohidratos  totales se  determinaron  con el reactivo  de antrona  (White y 

Kennedy,  1986).  La  curva estándar  se preparó con  glucosa en un rango  de O - 50 

pg y se  leyó la absorbancia  a 625 nm.  Las  muestras de caldo de  almidón sin 

centrifugar se descongelaron calentándolas en  bario  maría a 6OoC por 30 min, y las 

de  maíz dejándola  en el refrigerador  a  4"C,  por una  noche. Se  tomó 1 ml  de  caldo  (a 

20°C) o 1 gramo  de masa; se prepararon  diluciones  apropiadas  y se  desarrolló el 

color para  cuantificar los carbohidratos  totales de las  muestras,  empleando una  curva 

estándar 

CUANTIFICACIÓN DE ÁCIDO LÁCTICO. 

Se preparó  una  curva estándar  de lactato de litio, equivalente  a O - 50 pg/ml  de  ácido 

láctico, siguiendo el procedimiento de Barnett  (1951).  Se  desarrolló el color  con p- 

hidroxibifenilo y CuS04, la absorbancia se  leyó a 560 nm. 

Se  descongelaron las  muestras  y  se  tomaron 0.5 - 2.0 ml de los caldos 

clarificados  de  almidón y 0.5 - 2.0 g  de  las  masas de maíz, dependiendo del 

contenido  esperado  del ácido.  Las  muestras fueron diluidas  apropiadamente con 

agua destilada y  se clarificaron con  Ca(QH)2  antes de determinar  la concentración de 

ácido  láctico  empleando una  curva  estándar. 



CUANTIFICACIÓN  DE AZúCARES REDUCTORES. 

La concentración  de  azúcares  reductores  de la curva estándar  de glucosa (O - 1000 

vg/ml) se determinó  con el reactivo  ácido  3,5-dinitrosalicílico (D.N.S.), de  acuerdo al 

procedimiento descrito por  Miller (1 959). 

Se descongelaron  las  muestras y se tomó 1.0 ml  de los caldos  clarificados  de 

almidón ó 2.0 g de  las masas de maíz.  Las  muestras  se  diluyeron con  agua  destilada 

apropiadamente para  cuantificación los azúcares  reductores  con  una curva estándar. 

ANALISIS ESPECTROFOTOMÉTRICOS PARA CUANTIFICAR ACID0 CíTRICO, 

ACETALDEHiDO Y DIACETILO. 

Los contenidos  de citrato y de  acetaldehído  se cuantificaron sólo en la l a  serie  de 

almidón. La cuantificación  de  diacetilo por  espectrofotometría se realizó  en la l a  y 2a 

series de  almidón. 

La cuantificación  de ácido cítrico se  realizó  de  acuerdo al método 57 del 

A.O.A.C.  (1980),  con los reactivos  piridina y  anhídrido  acético.  Se  preparó la curva 

estándar  en un rango  de O - 200 pglml  de ácido  cítrico y se leyó la absorbancia  a 

428  nm. Alícuotas  de 1.0 ml de  caldo centrifugado de almidón  se diluyeron 

apropiadamente y fueron tratadas con ácido  tricloroacético para  precipitar  las 

proteínas. El  contenido  de ácido cítrico se  determinó  con  una  curva estándar. 



Para  analizar el  acetaldehido se realizó  una  curva  estandar en  un rango de 

concentración  de O - 100 pg/ml.  El color se  desarrolló  con nitroprusiato de  sodio  y 

piperidina, y se leyó a 570 nm,  de  acuerdo  al  método  de  Rebelein (Amerine y  Ough, 

1980). Se  analizaron muestras  de 1 .O ml de caldo  centrifugado de  almidón diluido 

apropiadamente,  con una  curva  estándar. 

El  diacetilo  fue determinado  por el método de Voges-Proskauer  (McFaddin, 

1980), modificado con  el  fin  de  prevenir la oxidación de  acetoína. La  principal 

modificación  consistió  en utilizar  una  solución  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 estándar  de  diacetilo  tuvo una concentración  de O - 60 pg/ml. A un 

tubo de  ensayo de 13 x 100 mm se  adicionó 1 ml  de  la solución de diacetilo 

correspondiente, 1 ml  de  agua  desionizada, 2 ml del  reactivo de a-naftol y 2 ml  del 

reactivo  de KOH, mezclando  suavemente  después de cada adición Se  taparon los 

tubos y se  dejaron reposar en la  obscuridad por 15 min. Se leyó la absorbancia a 530 

nm  Se utilizó 1 ml de cada  caldo  clarificado  de  almidón  de  las series la y 2a para 

realizar  este análisis. 



CUANTIFICACIÓN DE DlACETlLO Y DE LOS ÁCIDOS GRASOS VOLÁTILES 

(ACÉTICO,  PROPtÓNlCO Y BUTIRICO) POR CROMATOGRAFiA GASEOSA. 

Se  analizaron los compuestos  volátiles por  cromatografía gaseosa  en todos los 

cultivos, menos en  la la serie  de almidón. Se  empleó un cromatógrafo  de gases 

analítico Hewlet-Packard, modelo  5890, con detector de  ionización de  flama y un 

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

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

80"C, ti = 2  min, T2 = 150°C, t2 = 6 min, R = 10"C/min, N2 = 5 ml/min;  detector, Toe = 

220°C, tEq = 3 min,  Aten. = 1.0, H2 = 20 - 30 mllmin, aire = 200 - 300 ml/min; 

integrador,  Prog. 5, Aten. = 1 .O, Vel. carta = 1  cmlmin, TFinal = 1 O min. 

Se prepararon soluciones  estándares mixtas  con  diacetilo,  ácido  acético,  ácido 

propiónico y  ácido butírico, en concentraciones  entre  1 y 10 mM / I de  cada 

componente  (Anexo 2). Se inyectaron 0.3 pl de  cada  solución  estándar  mixta al 

cromatógrafo  por quintuplicado,  para obtener  las  curvas estándares. 

Alícuotas  de  1  ml de los caldos clarificados de  almidón se mezclaron con  25 pI 

de la solución  de  HCI en  un vial de 2 rnl. Los  viales  se centrifugaron durante 30 min, 

a 5000 r.p.m. (3836 x g)  y 4"C,  en  una centrifuga  Beckman,  J2-M1, utilizando el rotor 

J~-14  y adaptadores especiales  para viales. El sobrenadante  se  vertió en otro vial de 

2 ml y se  guardó en  congelacion a -1 8°C  durante un día.  Las muestras  se inyectaron 

por duplicado  (0.3 P I )  al cromatógrafo. Entre  muestra y muestra se inyectaba 0.1 pl 

de  ácido fórrnico concentrado  (Baker Analyzed, 88%) para  acidificar la columna. Se 



calculó la concentración  de los cuatro volátiles en  las muestras con ayuda de! 

integrador. 

Se pesaron  porciones  de 1  g de masa  de  maíz en tubos de centrifuga  de 50 

ml; se adicionaron 4 ml de  agua desionizada  y se cubrieron los tubos con parafilm. 

La suspensión  se mezcló con un vortex  Lab-Line  Instruments  Super  Mixer  y  luego se 

centrifugó  durante 30 min a 3000  r.p.m.  (919.66 x g)  en  una centrifuga de mesa 

Solbat,  J-12,  a temperatura  ambiente. Se  tomó 1 ml del sobrenadante  y  se  vertió en 

un vial de 2 ml, al cual se le adicionaron 25 pI de la solución de HCI. Los  viales  se 

centrifugaron durante 30  min, a 5000 r.p.rn. (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 transfirió a otro vial de 2 ml y se guardaron en congelación a 2°C. 

Las  muestras  se prepararon  por duplicado un día  antes del análisis en el 

cromatógrafo,  siguiendo el procedimiento descrito  para las muestras de almidón 

DETERMINACIóN DE LAS  ACTIVIDADES  AMILOLiTlCAS  EXTRACELULARES 

Se  determinó la actividad  de  las amilasas  extracelulares en las  series la y de 

almidón, mediante el análisis de los azúcares  reductores  liberados  despues del 

ensayo  enzimático. 

La hidrólisis enzlmática se llevó a  cabo con un método que  es modificación de 

los utilizados  por Champ et a/, (1 983); Li y  Chan  (1983),  y  Sen  y  Chakrabarty (1 984). 



Se adicionaron 0.7 ml de  una  solución buffer de  fosfatos 0.05 M con  pH 5.5 

(Anexo 2) a un tubo de ensayo; después se  vertieron 2 ml de la solución de almidón 

en el  mismo buffer  (Anexo 2) y 1.5 ml de la solución  enzimática  (caldo clarificado). 

Después de mezclar,  la solución se incubó  en  batio maría por 10 min, a 37OC para 

Lb. acidophilus y  a 3OoC para Pd. penfosaceus. La  reacción  enzimática se 

interrumpió adicionando 0.3 m1 de  una  solución fría de NaOH 2 M y  enfriando en  un 

baAo de hielo.  La cuantificación  de los azúcares liberados se  llevó a  cabo  vertiendo I 

ml de la mezcla de  reacción  en  otro tubo de ensayo,  desarrollando  color  con el 

reactivo de D.N.S. (Miller, 1959).  Se  preparó una  curva  estándar  siguiendo la 

metodología  descrita,  con la única  diferencia  de que se substituyó el caldo clarificado 

por  una serie de soluciones estándares  de glucosa  con  concentraciones de O - 4.5 

mg/ml  en el mismo buffer  (Anexo 2). Después del  ensayo  enzimático  se  determinó la 

concentración de  glucosa conforme al método de  D.N.S. (Miller, 1959),  obteniendo 

un  rango  de concentración  de glucosa  en la  curva  estándar de O - 300 pg/ml. 

Una unidad  de  actividad  enzimática (U) fue definida  como la cantidad de 

enzima  requerida para liberar  1 .O pmol  de azúcares  reductores  (como  glucosa)  por 

minuto, bajo  las  condiciones indicadas anteriormente. 



CINÉTICA DE CULTIVOS MIXTOS EN  MEDIO  DE  MAíZ. 

CONDICIONES DE CULTIVO Y ANALISIS. 

Después de  haber  identificado las  condiciones de fermentación  láctica  mixta  más 

recomendables  para  producir diacetilo en  un medio  a base  de maíz,  se realizó una 

serie  de  cultivos para  determinar  la  cinética de producción de  este volátil  y de  otros 

parámetros  importantes. 

Se realizó  primero  un cultivo  reproduciendo el medio y las condiciones 

ambientales  fijadas  en la serie de maíz,  siguiendo  el  procedimiento  de la Fig. 3. La 

masa de maíz nixtamalizado no  estéril  se  inoculó  con Pd.  pentosaceus y Lb. 

acidophilus en  una  relación de 3:1, dando  una  cuenta de 2 x IO6 U.F.C./g  de masa 

en el  tiempo cero.  El cultivo se incubó  a  32"C,  muestreando  cada 12 h,  y  se 

interrumpió al  completar 200  h. Como sus resultados  indicaron que los cambios  más 

importantes  ocurrieron  en los primeros  días, se diseñó el 2"  cultivo muestreando los 

dos primeros  dias  cada 3 h,  y  luego  abriendo los periodos de  muestre0 de 6 a 12 h, 

interrumpiendo a las 120 h. Ambos cultivos se realizaron por duplicado. 

Se obtuvo el perfil químico y microbiológico  de  la  fermentación  tomando 

muestras por  duplicado. En  cada  muestra se determinaron los siguientes parámetros- 

cuentas viables; pH, redox;  carbohidratos  totales,  azúcares reductores, ácido láctico, 

A.G.V. y diacetilo. La  mayor  parte  de los análisis se realizaron conforme  a la 

metodologia  descrita. aclarando  cuando se haya  realizado  algún  cambio.  Como 



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

conjuntaron,  pues representaban al mismo  sistema fermentativo. 

CUENTAS  VIABLES. 

La metodología de  cuenta viable de bacterias  lácticas  descrita  previamente fue 

aplicada en los inóculos axénicos y en  cada  muestra de maíz, 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 fermentación, mostraron  desarrollo 

de  otros  grupos  microbianos. Estos grupos  microbianos  provenientes  de la masa 

también se contaron,  considerando  su morfología  colonial  diferencial,  su morfología 

microscópica con  tinción  de Gram y la prueba de la enzima catalasa  (McFaddin, 

1980). 

DETERMINACIóN DE  POTENCIAL  ELÉCTRICO (Eho)  DE LAS MASAS DE MAíZ 

Después de medir el pH  de las  masas y antes de congelarlas (Fig. 3) se determinó el 

potencial  eléctrico  (Eh);  para lo cual se calibró el potenciómetro Conductronic pH 20 

a un valor  estándar, Eho= O 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, estándar para 

E.E.U.U.A.A.  Éste  se  introdujo  en cada  muestra y se dejó  reposar  durante 5 min 



aproximadamente, hasta obtener  una  lectura  estable en la  escala de  potencial 

eléctrico  absoluto  (mv). 

CULTIVOS  PARA  DETERMINAR  LAS  ACTIVIDADES Y LOCALlZAClÓN DE LAS 

AMILASAS  EN LAS CÉLULAS. 

CONDICIONES DE CULTIVO 

Se realizó  un  cultivo  axénico  de cada  cepa en caldo de almidón (por duplicado) con 

el objetivo  de  recuperar  células y  diferenciar  las  actividades de las  amilasas: 

extracelulares, ligadas a la pared celular  y  a  la  fracción  intra-citoplásmica. 

La composiaón del  medio  fue  similar  a  la usada para  el inóculo,  pero 

reduciendo la concentración de  almidón  soluble  a 5 g/l, para  disminuir la 

concentractón de  almidón residual en la  fermentación. Se prepararon matraces 

Erlenmeyer de 250 ml  con  160 ml  del  medio,  se esterilizaron en  autoclave  y se les 

aplicó  la prueba de esterilidad, como se indicó  previamente. 

Se inocularon 6 matraces con 1% (vlv) de  su respectivo inóculo, 4 de  ellos  se 

incubaron  a 28"C, agitando a  120 r.p.m. durante 5 días 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). 



MUESTRE0 Y CENTRIFUGACIÓN 

Se tomaron asépticamente  alícuotas  de los caldos finales para  determinar la cuenta 

viable de  bacterias Iácticas, siguiendo los  procedimientos  descritos  previamente. 

Después se midieron los volúmenes  y el pH  de los caldos iniciales y  finales; de  ellos 

se  separó una  fracción de  30 ml  que se  congeló  a -18°C para el análisis posterior de 

carbohidratos totales. El resto  de cada  caldo  se  centrifugó en  dos ciclos 

consecutivos, usando  las  condiciones indicadas  previamente. El sobrenadante se 

recuperó  y  congeló para  realizar  luego los  análisis químicos y  el  ensayo  de la 

amilasa  extracelular. 

Para  purificar las  células  de  cada muestra, el sedimento de centrifugación de 

cada muestra final se dispersó  en 10 ml de buffer de  fosfatos 0.05 M (pH=5.5). La 

suspensión se recolectó  en  tubos  de 50 ml  y  se  centrifugó  con un rotor JA-~O, a 5000 

r.p.m.  (3024 x g), por 30 minutos y 4°C. AI decantar  el buffer, se le realizó una  prueba 

de presencia de  almidón  con el reactivo de  yodo - lugol. Este ciclo de lavado de 

células y prueba  de  yodo se repitió 3 veces  más,  hasta  que  la reacción al yodo fue 

negativa. Se  determinó entonces el peso total de biomasa  húmeda por muestra. Los 

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

RUPTURA  DE CÉLULAS 

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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introducldo  en  un  bario  de hielo  con sal, a 0°C. Se realizó la  ruptura de las  células 

mediante 4 ciclos de maceración de 10 min  c/u,  interrumpiendo para arrastrar la 

muestra al fondo  del  tubo y hacer  más  uniforme  el  proceso. La  ruptura total de las 

células se  verificC, observando  muestras  al  microscopio óptico. La suspensión  se 

transfirió cuantitativamente  a un vial de 2 ml y se aforó  a 1.5 ml con buffer  de fosfatos 

0.2 M (pH 5.5). Los viales  se  centrifugaron  a  10 O00 r.p.m. (15 344 x g)  durante 30 

min y 4"C,  en  una centrifuga  Beckman, J2-M1, con  rotor JA-14 y adaptadores 

especiales para  viales. 

El sobrenadante  (fracción  intracelular) se separó  del  sedimento (&lulas 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 resuspendió  en 1.5 ml del 

buffer  en el  vial, y se centrifugó para lavado  de  células  por  cuatro ciclos, en  las 

mismas  condiciones. El sedimento  final  (fragmentos de  pared y membrana 

citoplásmica) se transfirió cuantitativamente  a un tubo  volumétrico de 5 ml, y se aforó 

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

DETERMINACIÓN DE  LAS  ACTIVIDADES  AMILOLíTICAS. 

La actividad amilolítica  extracelular  fue  determinada en los caldos de  cultivo 

clarificados  de acuerdo  al  procedimiento  descrito previamente. Los ensayos 

enzimáticos de  las  amilasas  relacionadas con la estructura celular  también  tuvieron 

dos  etapas, la hidrólisis y  la  cuantificación  de los azúcares liberados. 



La hidrólisis se  llevó  a  cabo  modificando  las técnicas  propuestas por Li y  Chan 

(1 983);  Sen y  Chakrabarty (1984); Shimazu et a/. (1985). Se adicionó a un tubo de 

ensayo 1 ml  de  una  solución de almidón en buffer de  fosfatos 0.2 M (Anexo 2), y 

luego 1 ml  de la fuente  enzimática (solución intracelular o suspensión  de sedimentos 

de  células rotas). Después  de  agitar, la mezcla  se  incubó en  baño  maría durante 10 

min, a 37OC para Lb. acidophilus, y a 3OoC para Pd. pentosaceus. La reacción  se 

interrumpio adicionando 0.2 ml de una  solución fria de NaOH 2 M y enfriando  en  un 

baño  de hielo. La  cuantificación de los azúcares  liberados se  llevó a  cabo con el 

método  de D.N.S. (Miller,  1959) en 1 ml de la mezcla. Se  preparó  una  curva estándar 

de la misma  manera, pero se substituyó  la  fuente de enzima por una  solución 

estándar de  glucosa en buffer de  fosfatos 0.2 M (Anexo 2), a fin de  tener  un rango de 

concentración de  glucosa  de O - 1.1  mg/ml.  En la etapa de desarrollo de  color,  la 

curva  tuvo un  rango  de  concentración de O - 500 pg/ml. Los  datos  de azúcares 

reductores liberados  en  las  mezclas de reacción  se corrigieron  para el cultivo de 

origen, utilizando los datos  de concentración  de biomasa  húmeda  y de  cuenta viable. 

Las determinaciones de  las curvas  estándares se  realizaron por triplicado y las 

de  las  muestras por  duplicado. 

Una unidad  de  actividad  enzimática (U) fue  definida  como la cantidad  de 

enzima requerida  para  liberar  1 pmol  de azúcares  reductores (como glucosa)  por 

minuto, bajo  las  condiciones  indicadas  anteriormente 



ANALISIS QUíMICOS. 

En el caldo de  cultivo  que no se centrifugó se analizó  el  contenido de carbohidratos 

totales, y en el caldo clarificado se analizaron los siguientes  parámetros: lactato, 

azúcares reductores, A.G.V. y diacetilo. 



VI. RESULTADOS Y DISCUSIóN 



VI. RESULTADOS Y DISCUSIóN 

CULTIVOS EN MEDIOS A BASE  DE ALMIDON. 

la  SERIE. 

El objetivo de este  experimento  fue  determinar el efecto  de  algunos  factores 

nutrimentales y ambientales: A. citrato; B: temperatura; C: glucosa; D: CACO3; E: 

extracto  de  levadura; F: treonina, y  algunas  de  sus  interacciones  (Cuadro 1 y Fig. 4), 

en el consumo  de  almidón, en la  actividad  amilolítica  extracelular y en la  producción  de 

diacetilo.  Esta  serie  fue  realizada  simultaneamente  con  cultivos  axknicos  sumergidos  a 

base  de  almidón  (medio basal, gll de H20 destilada: almidón soluble,lO; peptona de 

caseína, 2; K2HP04, 0.2; MgSO, .7H20, 0.1 y solución  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 diseiió experimental 

se muestra  en la gráfica  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 16 experimentos  correspondrentes  a  cada microc:sanisrno fueron  realizados 

por  triplicado Se determinaron los slgurentes  parámetros  al  inicio  y  al  frnal  de  cada 

fermentación  por  duplicado:  pH,  concentraciones  de  ácido  láctico,  ácido  cítrico, 

carbohidratos  totales,  azúcares  reductores,  ácido  acético,  ácido  propibnico,  ácido 

butírico  y  diacetilo.  También se calculó  el  contenido  de  almidón en cada  muestra 

substrayendo el dato de azúcares  reductores al de  carbohidratos  totales. El error 

experimental  se  calculó  con  los  coeficientes  de  variación  (C.V.)  de los datos  iniciales  y 

finales por separado,  de  cada  cultivo.  Con  estos  valores  se  calcularon  los  valores 

promedio  por  parámetro ( C V ), para  poder  presentarlos  de  manera  resumida. 

También  se  determinaron los cambios  origmados  por  la  fermentación,  considerando la 

diferencia  entre el valor  promedio  final  e  inicial 

Cultivos eon Pd. pentosaceus En  el  Cuadro 9 se presenta  una  sinopsis de los 

resultados  experimentales  más  importantes  de  la l a  serie  de  cultivos en almidón,  con 

Pd. pentosaceus. En  cada  parámetro  se  considera  la  media  de los valores  iniciales de la 

sene,  el  rango  observado  en los valores  finales  y  el  cambio  mas  notable  después  de  la 

fermentación De todos  los coeficientes  de  variación C. v. calculados  en los 

parámetros analíticos. sólo el correspondiente al diacetilo sobrepasó el valor  máximo 

recomendable (IO%),  debido a que se empleó el método fotocolorimétrico. Esto se 

debe  a  que  hay  una  variacrón relativa mayor  cuando  las concentraciones  de 

diacetilo son  muy bajas, como ocurrió en las muestras iniciales. 
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Los datos  finales  de pH variaron  notablemente  dentro  de  la  misma  serie,  debido 

al  efecto  de  la composiaón del medio, puesto que los mayores descensos se 

observaron en los cultivos con glucosa afiadida, pero sin cltrato (Cuadro 2). Los 

experimentos  que  contenían  citrato en ausencia de glucosa, presentaron  un  incremento 

de pH al  término  de la  fermentación,  debido  al consumo de  este ácido. Por otro lado,  no 

se observó  diferencia de regulación  interna  del pH por  el C a c o 3  en los niveles 

utllizados,  por lo que se consideró  conveniente  ampliar  el  rango de concentración  de 

este  componente en la  serie  siguiente. El experimento  que  presentó  la  mayor 

disminución  de pH inició  sin  citrato,  pero  con glucosa y  extracto de levadura, y se incubó 

a una temperatura de 28°C. 

Se observó un consumo  moderado  de  citrato en todos los experimentos  con  nivel 

2,  siendo  ligeramente más pronunciado  en  aquellos  incubados  a 35°C. El experimento 

que  presentó el mayor  consumo  de  citrato  fue  el  que  no  contenía glucosa ni  extracto de 

levadura, y se Incubó  a 35°C. 

El valor más alto de ácido  láctico  determmado en la  serie  fue 1.71 gll, valor 

pequeño si se compara  con los observados  usualmente  en  las  fermentaciones  lácticas 

de  medios  con azúcares simples (9 - 12 g/l). Este resultado  indica  que los carbohidratos 

complejos (de menor  eficiencia)  fueron los prlnclpales  proveedores de energía  para f d .  

pentosaceus. Como era de esperarse, la  presencia de glucosa y  extracto  de  levadura 

(como fuente  de  factores  de  crecimiento),  incrementaron  la produccbn del áado Iáctlco, 

pero el Caco3  no  tuvo  un  efecto  notable en los niveles  utlllzados. La mayor  producclón 



de  este  ácido  se  observó  en  el  experimento  con presenaa de  glucosa y extracto de 

levadura,  Incubando  a 35°C y  sln  cltrato 

Se determinaron por separado los contenidos  de  carbohrdratos  totales y los de 

azúcares  reductores,  a fin de poder  calcular los posibles consumos de  carbohidratos 

no - reductores,  considerados en este  trabajo  como  consumo  de  almidón in situ, lo que 

denotaría  la  capacidad  hidrolítica  de Po' pentosaceus. Los  experimentos  que  no  tuvieron 

glucosa  desde el inicio presentaron  generalmente un consumo  mayor  de  carbohidratos 

totales;  entre ellos, el  más  notable  fue  incubado a 35"C, además  de  tener citrato  y 

extracto  de  levadura. En cuanto  al  contenido  de los azúcares  reductores,  se  observaron 

cambios  generalmente  pequeños  después  de  la  fermentación, ya  sea de  incremento o 

decremento  en  sus  valores,  debido  a  que se presentaron  simultáneamente  un  consumo 

y una producción  por hldróllsls del  almidón.  Se observó que en  aquellos  experrmentos 

que  contenían  lnlclalmente  glucosa y que  se incubaron  a 35OC, se presentó una 

disminución  mayor  de  azúcares  reductores. El cultivo  que  tuvo  el  descenso  más  notable 

de  azucares  reductores,  además  de  cumplir  con  estas  condiciones,  tuvo  presencra de 

cltrato y extracto  de  levadura 

Aunque fd .  pentosaceus si consumió almidón in situ (carbohidratos  totales 

menos  azúcares reductores). no se detectó  actividad  amilolitica  extracelular en el 

ensayo  enzimático. Esto fue  interpretado  como un Indicio  de  que  la  amilasa  de Pd. 

penfosaceus responsable  de  la  hldrólisis  del  almidón  en  la  fermentación  pudiera  estar 

ligada  a  la pared celular. y  no  libre en el caldo.  Para  evaluar el efecto  de ios factores  e 

interacclones del diseño  en  el consumo de  almidón in situ como  variable de  respuesta, 



se aplicó  un  análisis  estadístico  siguiendo  la  metodología  de  Taguchi  (Ross, 1989); los 

valores  de  consumo  de a l m ~ n  por  experimento se presentan  en el Cuadro 10. El 

análisis  de  varianza  y  el  cálculo  de  contribuciones  porcentuales  del  Cuadro  11 

mostraron  que el factor  con  mayor  efecto  significativo  sobre  el  consumo  de  almidón  fue 

la  glucosa  y en menor  grado,  la  interacción de este  factor  con  el Caco3. Los  valores 

promedio  de  la  variable  de  respuesta  (consumo  de  almidón)  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 Caco3 en su nivel  alto. El resultados de la 

ecuación de estimacion  de  medias  indica el valor  estimado  de  la  variable  de  respuesta 

que  se  obtendria en las  condiciones de cultivo  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 mglKg (Escamilla et al., 1996b). AI  término  de  la  fermentación 

en  estos  experimentos  pudo  percibirse un olor muy  leve  tipo  mantequilla en los caldos, 

así como una  ligera  formación  de  burbujas. El experimento  que  acumuló  más diacetilo 

tuvo  presencia de  glucosa  y  de extracto  de  levadura, y presentó un contenido  final 

de  8.31  mgll, que  está  dentro del  rango  del  observado  en los productos  lácteos 

fermentados (2.7 - 18  mgll)  (Escamilla et al., 1996b). 



Exp. 

No. 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

) U l I . 1  
y ceni 

Cuadro 10 
Variables de respuesta para los análisis  estadísticos  de la 
la serie de cultivos  en  almidón.  Valores  finales - iniciales 

Factores 

:It O. Temp 28, Glu. O ,  Tr O, 
: aC03  O, E 3  Lev O 05 

:it O, Temp.  28, Glu. O,  Tr O 
;aCCh  0.02. Ex  Lev O 2 

:it O, Temp 28,  Glu 1.0, Tr 
1 1, C a C 0 3  O. Ex  Lev O 05 

:it. O, Temp 28 ,  Glu 1 O, Tr 
) 1, CaC03 O 02. Ex  Lev O 2 

:it O, Temp  35, Glu O, Tr 
1 1, CaC03 O, Ex.  Lev O 2 

:It O, Temp  35, Glu O i r  
1 1, C a c o 3  O 02,  Ex  Lev O 05 

:It O, Temp 35, Glu 1 O, 
r r  O. CaC03 O. Ex  Lev O 2 

:It O, Temp 35, Glu 1 O ,  
Tr O, C a C 0 3  O 02,  Ex  Lev O 05 

zit O 1, Temp  28, Glu O 
Tr O 1, CaC03 O, Ex  Lev O 05 

;It O 1, Temp  28, Glu O 
Tr O 1, CaC03  0 .02,  Ex  Lev O 2 

:It 0.1, Temp  28. Glu 1 O 
Tr O, CaC03 O, Ex  Lev O 05 

:it O 1. Temp  28, Glu 1 O 
T i  O, CaCGj  O 02,  Ex  Lev O 2 

3 O 1, Temp  35, Glu O, 
Tr O. CaC03 O. Ex Lev O2 

Clt O 1, Temp 35, Glu O ,  
Tr O, CaC03 O 02 ,  Ex.Lev  0.05 

Clt O 1, Temp  35, Glu 1.0 
Tr O 1, CaCG3 O, Ex  Lev O 2 

Cit O 1. Temp  35, Glu 1 O Tr 
O 1, C a C 0 3 0 . 0 2 ,  Ex  Lev 0.05 

tntidad de enzima  que  libera ' 
ugado; a 37"C, pH= 5.5. 

Pd. penfosaceus 

- 7.37 

- 9.23 

- 1.90 

1.45 

- 13.17 

- 14 50 

- 7 14 

2.13 

- 9 42 

-16.69 

- 18 39 

-0 29 

- 17  34 

- 13 74 

- 4 31 

- 2.97 

1.31 

4.47 

4.25 

5.89 

2 04 

O 32 

2 46 

2.13 

0.86 

4.74 

3.23 

5 o1 

1.55 

o 77 

7.77 

0.70 

mol de glucosa/min, por cac 

I 

1 
la I 

Lb. acidophilus 

Almidón  Act. 
Amil. 

( gll ) ( u I I)a) 

- 1.81 

- 12.02 

- 21.38 

- 26.13 

- 13.54 

- 1.11 

- 7 91 

- 2.83 

- 0.04 

- 1.98 

- 26.56 

- 25.39 

- 2 o1 

- 1 21 

- 1.66 

- 1.89 

O 

O 

272.8 

2,608.3 

O 

O 

6,092.8 

5,620 

O 

O 

1,026.2 

3,230 

O 

O 

385.6 

232.2 

itro de caldo 
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Cuadro 11 
Análisis  de  varianza y contribución porcentual del consumo  de  almidón in 
situ en la la sene  de  cultivos  en  almidón con Pd. penfosaceus (A.O. L16) 

Columna : factor 

2 : B=Temp. 

3 : A x B  

4 : C=Gluc. 

5 : A x C  

6 : B x C  

7 : F=Treo. 

8 : D=CaCO, 

9 : A x D  

10 : E=Ex.Lev 

1 1  : error' 

1 2 : C x D  

13: error" 

14: C x  E 
15: error"' 

€?mor directo 

P factores Signif. 

P residual 

g./. = grados de l i  

g. 1. - 
1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

4 

1 

1 

1 

15 

3 

7 

iad 

Varianza 

42.801 

7.090 

34.02 1 

247.91 3 

O. 006 

28.732 

7.749 

20.149 

11.238 

0.031 

7.381 

62.660 

12.955 

34.566 

62.390 

27.575 

13.943 
___- 

F 
calculada 

1.552 

0.257 

1.234 

8.990 

0.0002 

1 .O42 

0,281 

0.731 

0.407 

0.001 

2.272 

1.253 

F clerror 
ionfundidc 

3.070 

2.440 

17.780 

2.061 

1.445 

0.806 

4.494 

2.479 

iignifican- 
:¡a, factor 

:ontribu- 
:ión P (%: 

75.3 

15.7 

1 O0 

91 

9.0 
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12.68 

6.77 

4.81 

1 
10.73 

Glu (0%) Glu (1%) GlulCaC03 (1) GlulCaC03 (2) 

Factores significativos (nivel) 

Fig. 8 Factores  significativos  para  el  consumo de 
almidón por Pd. pentosaceus. la serie  de  almidón 
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Cuadro 12 
Ecuación de estimación de medias del consumo  de  almidón in situ 

en la la serie de cultivos en almidón con Pd. penfosaceus 

p ( c l , C - D 2 ) =  12.68 + 10.73 - 1  (11.70) 

( cl, C-D2) = 11  70 Almidón consumido in situ, g/¡ 
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Para  esclarecer  cuales fueron los factores  que  Influyeron  de  manera 

slgnrficativa en la producclón de dlacetllo (Cuadro I O ) ,  se  aplcaron el análisis de 

varianza y el cálculo de  contribución porcentual de Taguchi que  se muestra en  el 

Cuadro 13. Se observa que  el  extracto  de levadura y la glucosa fueron altamente 

signiftcatwos, y que  la  temperatura lo fue  un poco  menos. Los valores promedlo  de  la 

variable  de respuesta (producción  de  diacetilo)  calculados con los resultados  de los 

experimentos  de mda nivel de los factores  significativos se muestran en la Fig. 9. El 

Cuadro 14  indicb  que los niveles  altos de glucosa y extracto de levadura fueron los mas 

recomendables, mientras  que  la  temperatura  baja  fue  la seleccionada. Adicionalmente, 

en la ecuacrcin de estirnacrón de  medias  se calculó  la  producción de diacetilo  teórica 

que se obtendría  en  una  fermentación  con  las  condiciones recomendadas en  este 

análrsts  estadistico 

El hecho de  que  fuera el consumo de glucosa y no  el  de  citrato  el que favoreció la 

acumulación de diacetilo  fue sorprendente,  pues en investigaciones previas en las 

que se utilizaron  substratos  como leche y vinos, el  citrato había  sido  considerado el 

precursor principal de  la biosintesis del diacetilo  por  las bacterias  lácticas (Cogan, 

1995,  Cogain et al., 1995; Escamilla et al., 1996a; Margalith, 1981;  Marshall,  1987). 

Una htpótesis  que  deriva de la observación del  presente sistema,  consiste en que 

mientras Pd pentosaceus consumía la glucosa libre rapidamente como fuente  de 

carbono y energia, el  almrdón que hidrolizó lentamente, funcionaba  como una  fuente 

alterna, y tal vez poco regulada de un exceso de piruvato, del cual  pudo derivar  el 

diacetilo. 



Cuadro  13 
Ani%iisis de varianza de la produccidn  de  diacetilo en la la serie  de 

cultivos  en  almidón con Pd. penfosaceus (A.O. L16) 

:uente variaci6n 
:alumna : factor 

1 :A= Citrato 

2 : B= Temp. 

3 : A x B  

4 : GGluc. 

5 : A x C  

6 : B x C  

7 : F=Treo. 

8 : D=CaC03 

9 : A x D  

10 : E=EX Lev 

11 : error' 

2 : CxD 

13: error" 

14: C x E 

15: error'" 

TOTAL: 

mor dirmto 

~rror confundido 

- 

P factores Signif. 

P residual 

9.1. 
- 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

15 

3 

11 

___ 

- 

Varianza 

O. 18% 

9.020 

2.187 

14.788 

0.306 

0.117 

1.989 

o. 020 

1 ,527 

25.930 

2.786 

4.520 

4.258 

o. 102 

3.157 

3 400 

1.51  3 

F 

calculada 

0.055 

2.653 

0.643 

4.349 

0.090 

0.034 

0.585 

0.006 

0.4492 

7.626 

1  .329 

0.030 

F ci error 
Zonfundidc 

5.9633 

9.776 

17 142 

2.988 

iignifican- 
;¡a, factor 

~~ ~~ 

* Temp. 

m Glue. 

M Ex. Lev 

Zontribu- 
:i6n P (%: 

15.1 

26.7 

49.1 

1 O0 

98.9 

9.1 

FTb' (1,  11) = 3.23, a= 0.1. 
FTb" (1.  11) = 4.84. a = 0.05. 
FTb** (1, 11) = 9.65, (Y. = 0.01 
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4.24 

L 2.01 

L 

Ext. Lev. Ext. Lev. Glu (0%) Glu (1%) T (28'C) T (35OC) 
(0.05%) (0.2%) 

Factores significativos (nivel) 

Fig. 9 Factores  significativos  para la producción  de 

diacetilo  por Pd. pentosaceus. la serie  de  almidón 



Cuadro 14 
Ecuación de  estimación  de medias de la producción  de  diacetilo 

en la la serie  de  cultivos  en  almidón  con Pd, pentosaceus 

g./. = grados de libertad 

p (E2,C2,81) = E 2  + c 2  81 - g.1. ( !-LTot) 

p (E2,C*,B?) = 4.24 + 3.93 + 3.72 - 2 (2.97) 

(E2.CZ.Bl) = 89 5.94 

cI E2,C2,B1) = 5.95 Diacetilo producido, mg/l 



Los requerimientos de clertos factores de  creclmiento por las  bacterras 

Iáctlcas para su desarrollo han sldo ampliamente publicadas, sln embargo, el efecto 

de los mlsmos  sobre la formación del diacetilo no se conocía. El análisis estadistlco 

de esta serie  de cultivos demostró que el enrlquecimiento del medio con el extracto 

de  levadura fue definitivo en  la biosíntesis del diacetilo. La temperatura  de 28°C 

seleccionada era la esperada, pues además  de coincidir con  la óptima  de 

crecimlento de esta cepa, informes previos de  cultivos  en leche con otras  bacterias 

Iácticas, indicaron que las temperaturas  bajas fueron preferibles a las altas  para la 

producción  de diacetilo (Escamilla et al., 1996a;  Klaver et al., 1992;  Yadav y 

Srinivasan, 1985). 

Culfwos con Lb. acidophilus. Con  respecto a los cultivos  axénicos con Lb acidophilus, 

se detectó en ellos un olor con nota ligeramente  afrutada,  que  recordaba al acetato 

de etilo, pero no se  observó evoluclón de gas. En el  Cuadro 15 se presenta  un 

resumen  de los análisis químlcos realizados en estos cultivos. Los valores  de C .  V 

mostraron  un error experimental  muy bajo 

También con este mlcroorganismo, la presencla  de  glucosa  favoreció la 

dismlnución del pH del caldo, particularmente en el experimento  que  se  incubó  con 

extracto de  levadura y en  ausencla de CaCO,, a 35°C Esta  temperatura 

corresponde a la óptima  de  crecimiento  de la cepa (Kandler y Weiss, 1986). 
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El ácido cítrico fue metabolrzado llgeramente por Lb. acidophlus solamente 

para crecimiento microbiano, puesto que no se presentó la formación  del diacetllo, a 

pesar de que en pruebas cualitativas prellminares la bacteria había mostrado una 

ligera generación del  volátil en medio de  almidón.  Del mismo modo,  se  ha observado 

el consumo del ácido sin formar aromas por  otras bacterias lácticas (Cogan et al., 

1989; Escamilla et al., 1996a). Se observó  que tanto  el  extracto de levadura, como  la 

temperatura de 35"C, incrementaron  el consumo de ácido cítrico. Entre todos los 

cultivos, la  mayor  disminución de citrato se presentó en el experimento  que además 

de lo ya indicado, no  tenía ni glucosa ni C a c o 3 .  

La producción de ácido láctico por Lb. acidophilus se favoreció por los niveles 

altos  de glucosa, extracto de levadura, cltrato y T: 35°C. Lb. acidophius produjo 

mayor cantidad de ácido láctico  que Pd. pentosaceus. 

En todas  las  fermentaciones con Lb. aodophdus se presentó consumo de 

carbohrdratos  totales; en varias  de ellas el consumo fue  mayor al observado en los 

cultivos con Pd. pentosaceus. Los mayores cambios con el bacilo se presentaron 

cuando se añadió glucosa inicialmente y se usó una temperatura  de 28OC. 

En ningún caso  se observó acumulación de azúcares reductores al  fmal  de  la 

fermentación; por  lo  que se consideró que los carbohidratos simples generados por 

la  hldrólists del almidón, fueron consumidos Inmediatamente. El expenmento  que 

tuvo la disminución mas  notable  de la  serie se incubó a 35°C y tenía los niveles altos 

de glucosa y extracto  de levadura. 



Los valores  calculados  de almidón indicaron  que Lb. acidophilus hidrolizó y 

consumió almidón  para  su  reproducción in situ en  todos los experimentos Estos 

cambios  de  concentración  de almidón (Cuadro IO)  fueron generalmente mayores 

que los observados  con Pd. penfosaceus. Los experimentos  que presentaron un  alto 

consumo de  carbohidratos  totales  tuvieron  un alto  consumo de  almidón 

(carbohidratos  no  reductores), lo que corrobora la capacidad hidrolítica de  esta 

cepa.  Se  aplicó un análisis  estadístico  de  Taguchi al consumo  de almidón in situ; el 

análisis  de  varianza y el cálculo de contribuciones porcentuales (Cuadro 16) 

mostraron  que la influencia  de la glucosa y de la temperatura fueron  tan  fuertes,  que 

aún  su  interacción  fue significativa. Otro factor importante,  aunque en menor grado, 

fue el extracto  de  levadura. Los  valores  promedio de la  variable  de  respuesta  (consumo 

de  almidón)  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 selección 

de los mejores niveles: temperatura  de 28"C, y los niveles  altos  de  glucosa (1%) y 

extracto  de  levadura (0.2%). La  ecuación de  estimación de  medias calculada  con 

esos  resultados  indica la concentracrón teórica  de  diacetilo que  se obtendría si se 

realizara  un  cultivo  con  las  condiciones  seleccionadas. 



Cuadro 16 
Análisis  de  varianza  del  consumo de almidón in situ en la la sene 

de  cultivos  en  almidón  con Lb. acidophilos (A.O. L16) 

'uente variaciór 
:alumna : factol 

1 : A=Citrato 

2 : B=Temp. 

3 : A x B  

4 : C=Gluc. 

5 : A x C  

6 : B x C  

7 : F=Treon. 

8 : D=CaCo3 

9 : A x D  

10 : E=EX Lev. 

11 : error' 

2 : CxD 

13:  error" 

14: C x E 
15: error"' 

TOTAL: 

error directo 

error confundido 

P factores Signif. 

P residual 

./ = grados de 11 

g. 1. - 
1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

15 

3 

9 

" 

Varianza 

42.21 1 

432.182 

7.904 

400.480 

26.260 

475.262 

9.036 

0.334 

0.471 

71.428 

60.606 

0.002 

O. 988 

17.969 

4.71 5 

22.103 

11.336 

F 
:alculada 

1.910 

19.553 

O. 358 

18.119 

1.188 

21.502 

0.409 

0.01 5 

o 021 

3.23 

o O001 

0.813 

F cl  error 
:onfundido 

0.697 

35.327 

35.327 

2.316 

41.924 

6 301 

Significan- 
:ia y factol 

***Temp. 

*"Glut. 

***T xGlu. 

**Ex.' Lev. 

2ontribu- 
:ión, P(% 

30.5 

28.2 

33.6 

4.4 

1 O0 

96.7 

3.3 
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Cuadro 17 
Ecuación de estimación de medias del consumo de almidón in situ 

en  la f a  sene  de  cultivos  en  almidón con Lb. acidophilus 

Factores 

Significativos 

B x C T I Gluc. 

B Temp. 

C Glucosa 

E Ext. Lev. 

Media 

Medias ( g/l ) Niveles 9.1. 

Nivel 1 Nivel 2 (n-1) 

3.77  14.67 

7.10 11.33 

N-2:  1 % 4.21 14.22 

N-1: 28 "C 14.41  4.02 

N-2:T 28"C, GIu 1 Yo 

N-2:  0.2 % 

13.66  3 

~ ( 8 ~ 2 .  BI.  c 2 .   E Z )  = 14.67 +1441+ 14.22 + 11 33 - 3  (13.66) 

(B-C2. E1 C2, E 2 )  = 54.63 - 40.97 

p ( B - c 2 .  B 1 .  c2. E 2 )  = 13.66 Almidón  consumido 
in situ, g// 



Con excepc-ibn de! nive! de temperatura,  no es sorprendente que !os otros dos 

factores intervengan activamente en e! desarro!!~ de Lb. acid~phi/us. Puede 

considerarse que e! nive! a!to de temperatura (35"C), por ser  e! bptimo para e! 

desarro!!o esta cepa, favorecib e! consumo directo de !a g!ucosa  para formar actdo 

!8ctico y disminuir e! pH; pero aún no hay evidencias que aclaren  por  qué esa 

temperatura no fue  tamhien !a mejor para e! consumo de a!midbn in &I, ya que !os 

es?udios de Li y Chan (1983) indicaron que !a amilasa ex!race!u!ar de una cepa de 

Lb. acid~philus tenla una temperatura bptima de 37"C, en ensayos realizedos i.0 

vltm 

También SP evaluó la tnfluencia de !os fac!ores de fermentación en !a amilasa 

extvace!u!ar de Lb. acidophilus, determinando su actividad en un ensayo realizado !.o 

~ i f m  para evitar !a interferencia de !as cB!u!as. Se uti!izb e! -!do centrifugado de !os 

cu!tivos como fuente de !a enzima no purificada. Los resu!tados indicsron que 

so!amente !os sobenadantes de Ins cu!tivos adicionados mn g!umsa inicia!mente 

presentaron  actividad ami!o!Wca. En u~a!quiera de esos asos ,  !as actividades fueron 

relativamente bajas si se comparar! mn !as presentadas por hongos o baderias de otros 

36neros La muestra  que present6 !a mayor adividad ami!o!i!ica en este ensayo, 

provino de un cu!!ivo con glucosa y exttrac-to de !evadura, sin citrato e incubado a 

35°C 



La variable  de respuesta  conslderada aqui  fue el cambio  de  actlvldad 

amllolítrca  extracelular  por  efecto  de  la  fermentación (Cuadro 10). Se realizó un 

análisis estadístico de acuerdo  a  la metodología de Taguchi. El analisis de varianza 

y el de  contribución porcentual (Cuadro 18) señalaron a la glucosa, al  citrato y a la 

treonina  como los factores  más  significativos. La interacción  del  citrato con la 

temperatura  tuvo  un  efecto  ligeramente  superior a la  que  ejerció  el  citrato sólo, mientras 

que  la  interacción  de  este  factor con la glucosa tuvo  el  mismo  nivel de  signifkancia  que 

el  citrato solo. El extracto de levadura no  afectó  significativamente,  mientras  que  la 

glucosa mostró  una contribución porcentual mucho  más elevada que cualquier otro 

factor. Los valores  promedlo  de  la  variable  de  respuesta  (cambio  en  la  actividad 

amilolítica)  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  amilolítica  extracelular  de Lb. 

acidophilus, que fueron. la  presencla de glucosa,  la  ausencia de citrato y de  treonlna 

y la  temperatura  de 35°C en  rnteracción con la ausencia de citrato.. A partir  de  la 

ecuación de estimación de medias se determinó  el cambio de  actividad  amilolítlca 

predicha, cuando se utilizan  las condiciones de  cultlvo seleccionadas. Es poslble 

que  la adición de áado cítrlco y de treonlna  orientan hacia rutas metabolicas 

distintas a las  de utilización de carbohldratos. 



Cuadro 18 
Análisis de varianza del cambio de actividad amilolítica extracelular 

en la la sene  de  cultivos  en  almidón con Lb. acidophilus (A.O. L16) 

'uente variaciór 
:alumna : facto1 

1 : A=Citrato 

2 : 6=Ternp. 

3 : A x B  

4 : C=Gluc. 

5 : A x C  

6 : B x C  

7 : F=Treon 

8 : D=CaC03 

9 : A x D  

IO : E=EX Lev 

I1 error' 

2 : CxD 

13: error" 

14: C x E 

15: error'" 

TOTAL: 

?rror directo 

?rror confundido 

' factores  Signif. 

' residual 

~ _ _ -  

0.1 = arados  de  libel 

- 
g, 1. 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

15 

3 

10 

tad 

Vananza 

5.91 x106 

1.69 x1 O6 

9.72 x106 

~ ~~ 

2.37 x107 

5.91  x106 

1.69 x1 O6 

9.72  x106 

9.57  x105 

2.20 ~ 1 0 '  

1.67 x1 O6 

I 27  x104 

9.57 XIO' 

2.20  x103 

1.67  x1 O6 

I .27 XI o4 

F 
calculada 

1.98  x1 O' 

5.64 ~ 1 0 '  

3.25 x108 

7.93 XlO' 

1.98 xl0' 

5.64 ~ 1 0 '  

3.25  x10' 

3.20  x107 

7.37 x104 

5.58 ~ 1 0 '  

3,20 x107 

5.58 x107 

F cl  error 
:onfundidc 

6.826 

11.235 

27.383 

6.826 

11.235 

Significan 
cia,  factor 

**Citrate 

***Citr x T 

***Glut. 

"Citr x Glu 

***Treon 

Contribu- 
:i6n P (YO: 

9.2 

16.1 

41.5 

9.2 

16 1 

1 O0 
"___ 

92.1 

7.9 
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Cuadro 19 
Ecuación de estimación de medias del cambio de  actividad amilolitica 

extracelular en la la serie  de  cultivos  en  almidón con Lb. acidophilus 

Factores Medias ( U I I ) 

Significativos Nivel 1 Nivel 2 

C Glucosa O 2433.49 

A x B Citr. / T 437.36 1996.13 

F Treonina 1514.92 892.17 

A Citrato 1824.24 609.25 

A x C Citr  JGluc 609.25 1824.24 

I Media I 1214.10 
g.1. = grados  de libertad 

4 

Niveles 

N-2:  1 % 

N-2:  Citr O%, T 
35OC 

N-I: 0 YO 

N-l. O Yo 

N-2: Citr O%, Glu 
1 Yo 



Conclusiones. El análisis estadístico de  Taguchi aplicado  en la l a  serie de  almidón 

se resume en el Cuadro 20. En  base a estos  resultados,  se puede  concluir  que  la 

presencia  de  glucosa  favoreció  a Pd. pentosaceus para  producir  diacetilo,  y en el caso 

de Lb. acidophilus, favoreció  la  actividad  amilolítica  y  el  consumo  de  almidón.  Sin 

embargo, la glucosa  ejerció  un  efecto  negativo  en  el  consumo  de  almidón  por Pd. 

pentosaceus. La  presencia  del  extracto  de  levadura  fue  importante  para  la  formación  de 

diacetilo  por Pd. pentosaceus y  para el consumo de almidón in  situ por Lb. acidophilus., 

pero no favoreció la actividad  de  la  enzima  extracelular  del  bacilo.  La  temperatura  de 

28OC orientó  a  una  mayor  producción de diacetilo  en  el  pediococo,  y  a  un  mejor 

consumo  de  almidón  por el lactobacilo.  La  adicion  de  citrato y la treonina  afectó 

negativamente  la  actividad  amilolitica  extracelular de Lb, acidophilus, por lo que  se 

consideró  conveniente  no  utilizar  esos  compuestos  en  las  series  posteriores.  Por otro 

lado, el nivel  alto  de  temperatura (35OC) incrementó  el  consumo  de  glucosa  de Lb. 

acidophilus con  la  subsecuente  producción  de  ácido  láctico,  y  también  favoreció  la 

producción  de  amilasas  extracelulares,  pero  no  el  consumo  de  almidón in  situ. Como  la 

temperatura  influyó  de  distinta  manera en las  variables  de  respuesta  estudiadas,  era 

necesario  evaluarla  de  nuevo  en  una  segunda  serie  de  cultivos  axenicos,  pero 

disminuyendo los efectos  de otros factores  que  podrían  interferir.  Tampoco  el  efecto de 

la  adición  de Caco3 fue muy claro,  pues solo apareció en la interacción  con la glucosa 

para el consumo  de  almidón  por Pd. pentosaceus, por lo que  se  decidió  evaluar  de 

nuevo  este  factor  en  la  siguiente  serie,  pero  usando  una  concentración  más  alta, 



Cuadro 20 
Resumen del anAlisis estadístico de la 1' sene de cultivos en almidón 

Factores e 

interacciones 

significativas 

Slucosa ( % ) 

Temp. ("C ) 

Ext. Lev ( % ) 

%ato ( % ) 

rreonina ( % ) 

Tem./Glu ("C,%) 

rem./Citr ("C,%) 

I¡ 

Niveles seleccionados (a) (b) para 

Pd. pentosaceus 

Consumo  de Producción  de 

11.70 gll 5.95 mgll ') 
almidón in situ, diacetilo, 

1 (28.2) ** 

28 (30.5) m 

0.2 (4 4) ** 

- 
- 

28 / 1 (336) *** 

- 
- 
- 

Lb. acidophilus 

Consumo  de Cambio  Activ. 
almidón in situ, amilolítica, 

13.66 gllc) 4737 u I I ') 
1 (41.5)- 

- 
- 

O (9 2) ** 

0 (16 1) *** 

- 
35 / 0 (16  1) 

I 

o / 1 (92)  

31u/CaC03 (% ,%) O I0.02 (15.7) * - 
:itr./Glu. (% ,%) I -  - 
a) Contribuciones porcentuales al efecto total, %. 
b) Niveles de  significancia: *P < 0.1; *P < 0.05, "P < 0.01. 
c) Valores  teóricos  calculados con las  ecuaciones de estimación  de  medias 



El hecho  de  que  las  condiciones  que  favorecían  el  consumo  de  almidón  por L b .  

acidophilus fueran  diferentes  a  las  que  favorecían su actividad  amilolítica  extracelular, 

dio origen  al  estudio  de  localización  de  las  amilasas  en  distintas  fracciones  celulares  que 

se  presenta al final  de  este  trabajo,  para  determinar  si  había  producción  de  otras 

amilasas.  También  se  llevó  a  cabo  ese  estudio  para  justificar  la  capacidad  de  utilización 

de almidón  por fd.  penfosaceus, cepa  que no produce  amilasas  extracelulares. 

SERIE 

Esta  serie  fue  realizada  con la mayoría  de  las  condiciones  de  cultivo  seleccionadas  en  la 

primera,  pero  evaluando los dos  factores  cuyo  nivel  óptimo no habia  sido  definido  aún. 

Los cultivos se realizaron  en  medio  de  almidón (medio basal, gll de H20 destilada: 

almidón  soluble,lO; glucosa, I O ;  peptona  de caseína, 2; extracto  de  levadura, 2; 

K,HPO,, 0.2; MgS04*7H20, 0.1 y solución  de vitaminas  y  minerales, 5 ml.;  pH = 6.5) 

Los factores  evaluados  fueron: Factor A: Caco3 (0.01 y 0.03%); y Factor 6: 

temperatura (28 y 35°C). Se realizaron  cultivos  axénicos  para  cada  cepa  con el diseño 

del A.O. L8 de  Taguchi (Ross, 1989) que se  observa  en  el  Cuadro 3. Cuando  se  evalúa 

un sistema  con  dos  factores  y  una  interacción como el  presente,  Taguchi  recomienda  la 

utilización  del  arreglo  ortogonal  L8  (desglosando  las  réplicas  de los experimentos),  en 

lugar  del L4 (promediando los resultados);  pues  sin  realizar más  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 



almidón  para  ambas  cepas,  la  producción  de  diacetilo  por Pd. pentosaceus y la 

producción de amilasa  extracelular  por Lb. acidophilus. A partir de esta  serie,  todos los 

cultivos  fueron  realizados por duplicado.  La  dispersión  de los datos  (error  experimental) 

se  presenta de manera  resumida en cada  parámetro  con  los  valores  promedio de los 

coeficientes de variación ( C. V ). 

Cultivos con Pd. pentosaceus. Un  resumen  de los parámetros  analizados en los cultivos 

de fd .  pentosaceus en la  2a  serie se  presenta en el  Cuadro 21,  en donde  se  observan 

valores  de c. V .  aceptables (< 1 O) en  todos los parámetros.  La  producción de lactato 

no  fue muy elevada  y su mayor  producción  se  observó  en  el  experimento  con Caco3: 

0.03% y T: 35°C;  sin  embargo,  estas  condiciones  no  fueron  las  mejores  para  la 

disminución de pH,  que  se  observó  con Caco3: 0.01% y T: 35°C. Estos resultados 

indican  que  el  efecto  regulador  que  brindó  el  nivel  alto  de Caco3 previno  que el cultivo 

se inhibiera  rápidamente por la  caída  del  pH.  Por  otro  lado, los consumos  de 

carbohidratos  (totales,  reductores  y  almidón) se  vieron  más favorecidos al tener  los  dos 

factores en sus  niveles  bajos: Caco3, O 01% y T, 28°C;  ya  que  al  término de la 

fermentación en estas  condiciones los cultivos  tuvieron  contenidos  de  carbohidratos 

residuales  aproximadamente de un 50% de los iniciales. 



Cuadro 21 
Resumen  de los datos  analiticos de  la 2a serie de cultivos 

en  almidon  con Pd. penfosaceus 

Parámetros 

analizados 

PH 

Ac.  láctico (gll) 

Carb. Tot. (gA) 

Azúc. Red. (gll) 

Almidon"' (gll) 

Dlacetilob' (mgll) 

Iniciales 

Mín. I Máx. ) 

6.29  6.30 

0.74  0.83 

18.02 

4.69 

13.33 

36.65 

I&. Tot. - AzÚc. 

Finales 

~ Mín. I Máx. ) 

4.24  4.90 

0.75  2.13 

8.85  10.58 

1.73  1.86 

6.77  8.74 

$2.74  98.91 

led. en c I expe 

T 

rin 

O. 94 

1.41 

3.74 

4.90 

" 

9.53 

nento 

Ma 

valor 
(Fin-In¡) 

- 2.04 

1.30 

- 9.17 

- 2.96 

- 6.56 

63.27 

i 
i 

)r  cambiod) 

rC Exp.  Factor 

Temp. 35 

b) Determinado  por  cromatografía gas / líquido 
c) Promedio  de los coeficiente  de  variación por  parárnetro.  Cada experimento  incial o final se 

calculó por C. V.= (Desv.  Est./Prom.) 100. 
d) Datos  del  experimento  que presentó  el mayor  cambio en la  sene, después  de  la  fermentación 



Para  determinar  si  hubo un efecto  significativo  de los factores  en  el  consumo  de 

almidón  por  este  microorganismo, se  apliccj un análisis  estadístico  de  Taguchi (Ross, 

1989).  La  variable de respuesta  en  este  caso  (consumo  de  almidón) se  muestra en el 

Cuadro 22. El análisis  de varianza  del  Cuadro  23  confirmó  que  el  consumo  de  almidón 

por Pd. pentosacem, no se  vio  influenciado  significativamente (P > 0.1) por los factores 

estudiados. 

En  esta  serie, el diacetilo se  determinó  tanto  por el método  fotocolorimétrico, 

como  por el de cromatografia  gas - líquido  (C.G.L.)  y  como  el  coeficiente  de  variación 

con el segundo  método  fue  sensiblemente  menor  (Cuadros  21),  se  seleccionó éste 

último.  La  producción de diacetilo  mejoró  notablemente en esta  serie  de  experimentos, 

pues se presentaron  contenidos Cercanos a los 1 O0 mg/l,  que  equivalen  a  cinco  veces el 

observado en el  queso  cottage  (Dacremont  y  Vickers,  1994;  Escamilla et al., 1996b). El 

experimento  que  formó  más  diacetilo  fue  el  que  tenía Caco3: 0.03% y T: 28T.  Los 

valores  de  producción de diacetilo  que  constituyeron la variable  de  respuesta  para el 

análisis  estadístico 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 anidisis estadísticos de  la 

serie de cultivos  en  almidón.  Valores finales - iniciales 

Exp. Factor Lb. acidophilus Pd. pentosaceus 

No. Almidón Act.  Amil. Almidón Diacetilo 
Extracel. 

( 1 ( mgll 1 ( 1 ( u 1 

1 

- 3.53 O - 5.50 52.01 Caco3 0, Temp. 28 1' 

- 4.27 O - 7.61 62.1 1 Caco3 0, Temp. 28 

2 - 2.72  1,073.7 - 4.96 10.28 Caco3 0, Temp. 35 

2' - 3.86 1,177.3 - 4.52 3.91 Caco3  O, Temp. 35 

3 

- 5.18 O -5.38 66.37 Caco3 0.03. Temp. 28 3' 

- 4.14 O - 4.78 60.17 Caco3 0.03, Temp. 28 

4 - 5.42  1,433.4 - 4.61  42.33 Caco3 0.03, Temp. 35 

4' - 4.54  1,520.3 - 4.57 42.33 Caco3 0.03,  TemP.35 

a) U / I: Cantidad  de  enzima que libera 1 pmol de  glucosdrnin, por cada  litro  de 
caldo  fermentado y centrifugado; a 37"C, pH= 5.5. 



Cuadro 23 

Análisis de  varianza  del consumo de  almid6n in  situ en la 2a serie 
de cultivos en almid6n con Pd. pentosaceus (A.O. L8) 

bente variaciór 
:olurnna : facto1 

1 : A=CaC03 

2 : B=Temp. 

3 :  A x B  

4 : error' 

5 : error" 

6 : error"' 

7 : error"" 

TOTAL: 

arror directo 

arror confundido 
I 
g./, = grados de li 

9.1. Varianza 

1 

2.653 1 

1 ,335 

0.674 5 

0.623 4 

7 

0.668 1 

0.131 1 

1.1970 1 

0.494 1 

0.879 1 

rtad 

F 
calculada 

2.144 

4,262 

1.412 

0.794 

1.923 

o 211 

1 ,072 

1.981 No son 



El análisis  de  vartanza y el cálculo de  contribuaón  porcentual  mostrados  en el 

Cuadro 24 indicaron  que  tanto  el Caco3, como la  temperatura  fueron  fuertemente 

significativos  para  la  producción de diacetilo. Los valores  promedio  de  la  variable  de 

respuesta  (producción  de  diacetilo)  calculados  con los resultados  de los experimentos 

de  cada  nivel  de los factores  significativos se muestran  en la Fig. 12. La máxima 

producción  de  diacetilo  se  obtuvo con 28°C y Caco3: 0.03%, de  acuerdo  a los datos 

indicados en el Cuadro 25. Aplicando los valores  de  diacetilo  producido  en  esos  niveles 

a la ecuacion de  estimación de medias, se obtuvo el valor  estimado  de  producción  de 

diacetilo. 
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Cuadro 24 
AnAlisis de varianza de la producción de diacetilo en la 2 serie 

de  cultivos en almidón  con Pd. pentosaceus (A.O. L8) m Columna : factor Varianza 

: A=CaCo3 1 

2 : B=Temp. 1 

3 :  A x B  1 

4 :  error 1 

5 : error 1 

6 I error 1 

7 : error 1 

TOTAL: 7 

error directo 

"" 

P factores Signif. 

858.879 

2513.436 

421.439 

13.180 

64.214 

O. 760 

12.328 

554.891 

22.620 

P residual 

g.1. = grados de libertad 
FTb- (114) = 7.71, u = O 05. 
FTb- (1/4) = 21 20, u = O O1 

F Significan- Contribu 
calculada Cia,  factor  ci6n P (% 

37.969 "CaC03 20.20 

111.113 "Temp, 63.9 

18.631 *"CaC03/T 8.7 

O. 583 

I I 'O0 
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Fig. 12 Factores significativos para la producción  de 
diacetilo por Pd. pentosaceus. Za serie de almidón 



Cuadro 25 
Ecuación de estimación de medias de la producción de diacetilo 

en la sene de cultivos  en  almidón  con Pd. pentosaceus 

Factores Medias (rngll) 

B Temp. 60.16 24.71 

Media 42 44 
g./. = grados de libertad 

N-2: 0.03 % 

N-1: 28 O@ X 0.01 Yo 

2 1  

p ( M ,  61, A - B ~  )= 77 78  Diacetilo producido, rngll 



Cultivos con Lb. acidophilus. En el Cuadro 26 se  presenta un resumen  de los resultados 

analíticos de los cultivos con Lb. acidophilus. Los  bajos  niveles  de C. V .  indican  que el 

error  experimental fue aceptable.  La  mayoría  de los parámetros  evaluados  mostraron 

cambios  similares  entre  experimentos,  con  excepción  de la actividad  amilolitica, que 

varió  notablemente.  Como  la  producción de ácido  láctico  fue  intensa,  la  disminución  del 

pH  también lo fue,  sobre todo en el experimento  que se consumió  mas  almidón  durante 

la  fermentación,  que  fue el cultivo  realizado  a  28°C  y Caco3 de 0.01%. Para  determinar 

si los factores  evaluados  influyeron en  el consumo  de  almidón  (Cuadro 14) se  aplicC, el 

análisis  estadístico  de  Taguchi (Ross, 1989). 

El  análisis de  variama y el cálculo de la  contribución  porcentual  del  Cuadro 27 

mostraron  que  solamente  la  presencia de Caco3 influyó  significativamente. Los valores 

promedio  de la variable de respuesta  (consumo de almidón)  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 ecuación de estimación  de  medias indid el  promedio  del 

alrnidan  consumido en los experimentos con el nivel seleccionado 



Parámetros 

analizados 

PH 

Ac. láctico (gA) 

Carb.  Tot. (gA) 

4zúc Red. (g/l) 

Almidón"' (gll) 

Activ.  Amil. 
Extracel. 
8 )  Valor  calculad( 

Cuadro 26 
Resumen de los datos analíticos de  la 2a serie de 

cultivos en almidón con Lb. acidophilus 

Iniciales 

Mín. I Máx.) 

6.36  6.37 

0.15  0.23 

I6 44 17.95 

5.09 5.72 

9.72  11.35 

O 18.17 

;arb. Tot. - A; 

Finales 

( Mín. I Máx. ) 

4.22  4.75 

1.32  2.98 

9.40  10.89 

1.95  3.23 

7.45 8.29 

38.72  3,204.43 

- 

- 
IC. Red. en c / experimento 

c. v.=' 
( " / I  - 
0.64 

8.09 

6.49 

3.86 

" 

4.22 

- 

Mayor  cambio 

valor # Exp.  Factor 

-2.13 1 C a c o 3  O, 

2.75 1 Caco3 O, 

Temp.  28 

Temp.  28 

- 8-03 3 Caco3  0.03, 
Temp.  28 

- 3  77 3 CaCO, 0.03, 

- 3.90 I caco3  O, 

3,204.43 4 Caco3 0.03, 

Temp.  28 

Temp. 28 

Temp. 35 

bj U / I: Cantidad  de  enzima  que libera 1 pmol de  glucosa/min, por cada  litro  de  caldo  fermentado 

c) Promedio  de los coeficiente  de  variación por parámetro. Cada experimento  inicial o final se 

d) Datos  del  experimento  que presentó el mayor  cambio  en  la  serie  después  de  la  fermentación 

y centrifugado; a 37"C, pH= 5.5. 

calculó por C. V.= (Desv. Est./Prom.) 100. 
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Cuadro 27 
Andlisis de  varianza del consumo de  almidón in sifu en la 2a sene 

de cultivos en almidón  con Lb. acidophilus (A.O. L8) 

uente variacidn 
:olumna : factor g.~.  

1 : A=CaCO3 1 

2 : B=Temp. 

' residual 

' factores Signif. 

6 ?nor confundido 

4 xror directo 

7 IOTAL: 

1 7 : error 

1 6 : error 

1 5 : error 

1 4 :  error 

1 3 :  A x B  

1 

, l .  = grados  de  libertad 
(1/6) = 13.70, a -0.01 

3.983 

0.218 

0.526 

0.031 

0.019 

0.001 

0.934 

16.154 

0.883 

2.133 

O. 127 

0.079 

0.005 

3.789 

13.81 5 

iignifícan. 
:¡a,  factor 

~ 

"CaC03 

Contribu- 
5611 P (%) 

56.6 

1 O0 

56.6 

43.4 
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3.48 

I 
4.89 

CaC03 (0.01%) CaC03 (0.03%) 

Factor  significativo  (nivel) 

Fig. 13 Factor  significativo para el consumo  de 
almidón  por Lb. acidophilus. 2a serie de almidón 



Cuadro 28 
Ecuación  de  estimaci6n de medias del consumo de  almidón in situ 

en la 2erie de cultivos  en  almidón con Lb. acidophilus 

Factores Nivel g.1. Medias ( gll ) 

Significativos 

N-2: 0.03 % -3.48 - 4.89 A CaC03 

(n-1) Nivel 1 NivelP2 

Media O -4.19 

P ( A ~ )  = A2 - 9.1. ( P T ~ .  ) 
- 

( , q  = 4.89 - O (-4.19) 

p = 4.89 Almidón consumido in situ, g/l 



La actividad  amilolítica  extracelular in vitro se incrementó  únicamente cuando se 

fermentó a 35OC (Cuadro 22). El análisis estadístico  de Taguchi (Ross, 1989) aplicado 

corroboró esta observación pues el  análisis  de  varianza  dio una alta  significancta a la 

temperatura, mientras  que su contribución  porcentual  explicó cerca del 400% de  la 

variación de la  actividad  amilolítica  dentro  de  la  serie (Cuadro 29). Los valores 

promedio de la variable  de respuesta (cambio en la  actividad  amilolítica) calculados con 

los resultados de los experimentos de cada nivel de los factores  significativos se 

muestran en la Fig. 14. Después de calcular  la ecuación de medias (Cuadro 30) se 

seleccionó la  temperatura de 35OC como la mejor para incrementar  la  actividad 

amilolítica  extracelular  durante  la  fermentación,  de acuerdo al  valor  teórico calculado. 

Conclusiones. El resumen del análisis estadístico  de  la 2a serie de  experimentos  en el 

Cuadro 31 incluye los datos de  ambos  microorganismos. Queda claro  que  el  nivel  alto 

del C a c o 3  fue  el  mas  recomendable para las  dos bacterias; sin embargo, las  mejores 

temperaturas  para la producción  de  diacetilo  por Pd. penfosaceus y para la  actividad 

amilolitica  de Lb. acidophilus  fueron  diferentes. Es evidente  que  la  temperatura  óptima 

deberá definirse  en  el  cultivo  mixto de  la  siguiente  serie (3a). 
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Cuadro 29 
Análisis de varianza del cambio de actividad  amilolitica  extracelular 

en  la 2a sene de cultivos  en  almidón con Lb. acidophilos (A.O. L8) 

Fuente variación 
Columna : facto1 

1 : A=CaCo3 

2 : B=Temp. 

3 :  A x 6  

4 :  error 

5 : error 

6 : error 

7 : error 

TOTAL: 

error directo 

error confundido 

P factores  Signif. 

P residual 

- 

g. 1. 

- 
tad 0.1 = aradas  de lil " 

be1 
FTb" (1/6) = 13.70, a = 0.01 

Varianza 

0.242 

55.986 

O. 162 

0.045 

o. O04 
0.001 

O. 007 

0.01 4 

0.077 

F 
:alculada 

17.236 

3983.637 

14 S02 

3.197 

O. 263 

0.065 

0.475 

F cl error 
:onfundido 

730.105 

iignifican. 
:¡a,  factor 

*** Temp. 

:ontribu. 
:i6n P (% 

99.2 

1 O0 

99.2 

0.8 
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Fig. 14 Factor  significativo  para  el  cambio de  actividad 

amilolítica por Lb. acidophilus. 2” serie de  almidón 



Cuadro 30 
Ecuación  de estimación de medias del cambio de actividad amilolítica 
extracelular en la 2'sene de  cultivos  en  almidón  con Lb. acidophilus 

Factores Medias ( U I I ) g./. Nivel 

Significativos 

N-2: 35 "C O 1 301.2 B Temp. 

(n-1) Nivel 1 Nivel 2 

Media O 650.6 
g./. = grados  de  libertad 
U = Unidad:  cantidad  de  enzima  que  libera 1 pmol  glucosa / min (37°C. pH=5.5) 

(82) = 1 301.2 U I I Act. amilasa extracelular 



Cuadro 31 
Resumen del análisis estadístico  de  la sene de  cultivos  en  almidón 

Temp. ("C ) 28 (63.9) *** - 35 (99.2) *** 

CaC03 ( % ) 0.03 (20 2) *** 0.03 (56 6 )  *** - 
T / Caco3  ("C, "/.I 28 0.01 (8 7)  ** - - 

a) Contribuciones  porcentuales  al  efecto  total, %. 
b) Niveles  de  significancia: *P < 0.1; **P < 0.05, ***P < 0.01 
c) Valores  teóricos  calculados  con  las  ecuaciones  de  estimacion  de  medias. 



AI comparar los resultados de esta  serie  con  la  precedente,  destaca  que en 

general  la  brecha  entre los valores  finales  máximos  y  mínimos entre experimentos 

disminuyó,  debido  a  la  presencia de glucosa  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 

producción  de  diacetilo  y  de  ácido  láctico  mejoraron en esta serie a  pesar de que  el 

consumo  de  carbohidratos fue menor; lo que  indica que  fue más  eficiente  la 

transformación de los substratos en productos  y en consecuencia, la acidificación  más 

acelerada  del  caldo  pudo  interrumpir  la  fermentación sin completar el consumo  de 

almidón. 

3a SERIE. 

Cultivo mixto de  Pd.  penfosaceus y Lb. acidophilus. En  estos  cultivos  se  utilizaron los 

parámetros  seleccionados  en  las  dos  series  anteriores,  pero  se llevaron a  cabo  cultivos 

axénicos  mixtos en medio de almidón,  inoculando  con f d .  pentosaceus y Lb. 

acidophilus. El medio  de cultivo  tuvo la siguiente composición  en  toda la serie, en g/l 

de H20 destilada:  almidón soluble, 5; glucosa, 10; peptona  de  caseína, 2;  extracto 

de  levadura, 2; Caco3, 0.3; K2HP04, 0.2;  MgS04 .7H20, O. 1 y solución  de vitaminas 

y minerales, 5 ml.;  pH = 6.5). El objetivo  principal  fue  determinar el efecto  de 

la temperatura (Factor A) en la producción de diacetilo en los cultivos  mixtos. Los 

cultivos se  realizaron  durante 5 días  a  tres  niveles  de  temperatura: 28, 32 y 35OC, cada 

uno por  duplicado. Los dos  niveles  de  temperatura  estudiados en los  cultivos  axénicos 



de  almidón  tuvieron  efectos  que  variaban  según la cepa y la variable de respuesta,  por 

lo que no se  pudo  seleccionar  para  este  cultivo  mixto un solo valor  de  temperatura  de 

incubación. Por io tanto,  se  añadió un tercer  nivel  intermedio  a los otros  dos  evaluados 

previamente.  Se  analizaron los siguientes  parámetros al inicio y final de la fermentación: 

pH, ácido láctico, carbohidratos  (totales y reductores), diacetilo y A.G.V. También se 

determinaron  las  cuentas  viables  de los inóculos  axénicos y las  de los cultivos  finales 

mixtos. La baja dispersión de los resultados de los análisis químicos y biolágicos  (error 

experimental)  se  verificó  con los valores  promedio de los coeficientes de variación  por 

parámetro ( C .  V.). El análisis  estadístico  con un solo factor  nos  permite determinar 

si el efecto  de éste es  realmente  significativo o solo aparenta serlo, además de 

seleccionar con  validez el mejor nivel. Se aplicaron  tratamientos  estadísticos  de 

Taguchi (Ross, 1989) para  evaluar  el  efecto  de  la  temperatura  en  el  consumo  de 

almidón y en la  producción de diacetilo  con un A.O. L9 (Cuadro 4). Este  diseño  requeria 

tres  datos  por  cada  nivel  evaluado;  como los cultivos se realizaron  por  duplicado 

solamente,  para  el  tercer  valor  se  consideró el valor  promedio de las  variables  de 

respuesta  de  cada  experimento. 

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



Cuadro 32 
Resumen de los datos analíticos de la serie de cultivos de almidón. 

Cultivos mixtos con Pd. pentosaceus y Lb. acidophilus 

Parámetros 

Analizados 

PH 

Ac.  láctico (94 

Carb. Tot. (g/l) 

Azúc.  Red. ( g m  

Almidón"' (94 

Ác.  aceticob'  (mg/I) 

Ác.propionicob' (rng/l) 

Ác.  butíricob' (rng/I) 

Diacetilob)  (mg/I) 

Cuenta  viable 
U.F.C./ml) x I O '  

I Valor  calculado:  Carb. T 

I" 

- 

( 

al 
b) Determinado  por  cromatografía gas / líquido. 
c) La composición  inicial fue  común a los tres cultivos 

- 
.. 

6.73 

O 

9.91 

4.83 

5.07 

50.58 

57.13 

31.31 

76.06 

O. 103d' 

. - AzÚc. 

Finales 

(Mín. / Máx.) 

4.58 4.69 

2.56 3.08 

7.11 7.91 

2.07 3.13 

4.78  5.04 

79.42 105.25 

59.95 67.22 

34.15 40.12 

117.88 134.76 

0.15 1.28 

b) Determinado  por  cromatografía gas / líquido 
c) La composición  inicial fue  común a los tres cultivos 

.. 

- 
c. 

("/ . I  

- 
0.32 

4.10 

1.10 

2.51 
" 

14.00 

2.64 

1.53 

9.87 

5.45 

Mayor  cambio" 

valor 
(Fin.- hi.) 

- 2.15 

3.08 

- 2.80 

- 2.76 

- 0.29 

54.67 

10.09 

8.81 

58.72 

1.18 

!# Exp.  Factor 

A 

("C) 

3 35 

2 32 

2 32 

2 32 

1 28 

2 32 

3 35 

1 28 

2 32 

2 32 

d) Valor  calculado  considerando las cuentas de los inóculos  axénicos y la  dilución  al  inocular. 
e) Promedio  de los coeficiente de variación  por parárnetro. Cada experimento  inicial o final  se 

9 Datos  del  experimento  que presentó el mayor  cambio en la  serie  después de  la  fermentación 
calculó  por: C. V.= (Desv.  Est.lProrn.) 100. 



Se observó  una  drástica  disminución  de los valores  de pH en los cultivos  mixtos, 

siendo  la  mayor  a 35OC (-2.15). Los valores  finales de  pH  de esta  serie  fueron  similares 

a los observados  previamente  en los cultivos  axénicos  más  activos.  La  producción  de 

ácido  láctico  también  fue  intensa  pero en este  caso, el mayor  cambio (3.08 @I) ocurrió  a 

32OC, siendo  el  valor  más  elevado  de  las  tres  series. 

La  concentración de almidón  soluble en el medio de cultivo  utilizado  aquí  fue de 

5 @I, debido  a  que  se  deseaba  disminuir los contenidos  residuales;  sin  embargo, los 

consumos de almidón  fueron  más  bajos  de lo esperado  (Cuadro  33). Se  observó  que  en 

los cultivos  que  presentaron  una  mayor  producción de ácido  láctico (a 32 y 35OC), el 

consumo de almidón se inhibió más,  por lo que la temperatura más favorable  para el 

consumo  de  almidón  en los cultivos  mixtos  resultó  ser  la de 28OC. 

Ya en la 2a serie  se  había  determinado  que  la  temperatura no influía 

significativamente  en los consumos  de  almidón In situ por  ambas  bacterias,  siempre  y 

cuando  se  tuviera  un  control  suficiente  de  pH,  gracias  al  efecto  del Caco3, pero en los 

cultivos  mixtos la capacidad  de  regulación fue sobrepasada  por el exceso  de  ácido 

producido,  con lo que  la  notable  disminución del  pH pudo  influir  en  el  parco  consumo  de 

almidón  en  las  tres  temperaturas,  pues  las  amilasas  de  las  bacterias  lácticas  suelen 

inhibirse  a  valores  de  pH  menores  a 5.0 (Champ et al., 1983;  Giraud et al., 1993; Li y 

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



Cuadro 33 
Variables de respuesta para los análisis estadísticos 
de la 3a serie  de  cultivos de almidón. Cultivos  mixtos 

con Pd. pentosaceus y Lb. acidophilus 

No. 

1 

1’ 

1 ” 

2 

2’ 

2” 

3 

3’ 

3” 

Temp Diacetilo Almiddn 

(“C) ( mgll 1 ( g/l 1 
28 

39.86 - 0.290 28 

42.73 - 0.281 28 

45.16 - 0.300 

44.02 - 0.184 35 

46.90 - O. 176 35 

53.43 - 0.192 35 

62.00 - 0.370 32 

64.88 - O. 034 32 

56.78 - O. 036 32 



No obstante, los datos  de  consumo  de  almidón in situ (Cuadro  33)  fueron 

considerados  como  una  variable  de  respuesta en el análisis  estadístico  de  Taguchi.  En 

base  al  análisis de varianza  y  al  cálculo de contribuciones  porcentuales  del  Cuadro 3 4 ,  

se deduce  que  la  temperatura sí influyó  significativamente en el consumo  de  almidón in 

situ. Los valores  promedio  de  la  variable  de  respuesta  (consumo  de  almidón)  calculados 

con los resultados de los experimentos de los niveles del factor  significativo se muestran 

en la Fig. 15. La  temperatura  de 28OC fue la que favoreció el mayor  cambio  de  esta 

variable  (Cuadro 35), es  decir  que  a  esa  temperatura  se inhibió menos el consumo  del 

almidón.  La  ecuación  de  estimación de medias ind id  el valor  estimados  de  almidón 

consumido  en  ese  nivel. 

Se  calcularon  las  concentraciones  iniciales de bacterias en el cultivo  principal, en 

base a  las  cuentas  viables  determinadas en los inóculos  axénlcos,  y el tamaiio  del 

inóculo  utilizado (0.5% de dcepa), para Pd. penfosaceus, fue de 9.46 x I O 5  y  para L b .  

acidophilus de 8.89 x IO4 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  morfología  colonial  de  las  dos  bacterias: 

colonias  puntiformes,  borde  entero,  lisas,  brillantes  y  formando un halo  de  acidificación 

pequeño,  observable  gracias  al  indicador  verde de bromo - cresol El mejor  incremento 

se presentó  a 32OC, 1.18 x IO7 U.F.C./ml, es  decir  aproxirnadarnente 1.5 veces  mayor 

que  el menor  presentado  a 35OC, por lo tanto  se  deduce  que  el  crecimiento  microbiano 

tarnbien  fue  influenciado  por  la  temperatura 
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Cuadro 34 
Análisis de varianza del consumo de almidón in situ en la 

3a serie  de  cultivos de  almidón.  Cultivos  mixtos  con 
Pd. pentosaceus y Lb. acidophilus (14.0. L9) 

Fuente variación 
Cia,  factor calculada Vaflanza g.1. : factor 
Significan- F 

1 : A=Ternp. 

0.392 1.90E-5 2 4 : error 

0.411  1.99E-5 2 3 : error 

2.197  1.06E-4 2 2 : error 

Temp. 101 1.745 4.90E-2 2 

TOTAL: 

4.85E-5 6 error directo 

8 

P factores Signif. 

P residual 

g./. = grados de  libertad 
FT~*** (216) = 10.9, CL = 0.01 

Contribu- 
cidn P (%) 

99.704 

1 O0 

99.704 

0.296 
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Fig. 15 Factor significativo  para  el  consumo de 
almidón  en  cultivos  mixtos. 3a serie  de  almidón 



Cuadro 35 
Ecuación de estimación de  medias  del consumo  de  almidón in situ en 

la serie  de cultivos sumergidos de  almidón. Cultivos  mixtos 
con Pd. pentosaceus y Lb. acidophilus 

Factores Nivel g. 1. Medias ( gll ) 

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 (n-1) 

A Temp. N-1: 28°C - 0.290 - 0.036 - 0.183 

Media -O. 170 O 
g./. = grados de libertad 



Rodriguez y Manca (1 995a)  encontraron  que  el crecmento de f d .  penfosaceus 

fue  inhibido  por  la  producción  excesiva de acidez y de  peróxldo  de  hidrogeno (H202) de 

un  lactobacilo,  en  el  presente  trabajo es poco  probable  que el H 2 0 2  formado  por Lb. 

acidophilus hubiera  inhibido  al  pediococo ya que  este  último  produce  una 

pseudocatalasa  que  descompone  a los peróxldos,  pero  la  excesiva  acidez si pudo 

inhibirlo. 

Era  importante  conocer los contenidos de los A.G.V.  porque en un perfil de  nota 

aromática  tipo  mantequilla, éstos deben  existir, pero no  deben  sobrepasar los niveles  de 

aceptación  sensorial.  Con  las  tres  temperaturas  de  cultivo  se  produjo  más  ácido  acético 

que los otros  dos  A.G.V  (Cuadro 32). La  mayor  producción  de  ácido  propiónico  se 

observó  a 35OC, mientras  que  para  el ácido butirico  fue  a 28OC 

Se  observó  una  relación  metabólica  entre  varios  parámetros,  pues  la  mejor 

temperatura  para  la  producción  del  ácido  acético  (32°C)  fue  la  que  produjo  más  diacetilo 

y  crecimiento  microbiano  (Cuadro 32) Otras  cepas  de Pd. penfosaceus no son  capaces 

de  producir  ácido aGtico (Rodriguez y Manca,  1995b) y algunas lo forman en  un nivel 

muy bajo,  40  mg/l  (Rodriguez y Manca,  1994). 

Joshi et a/. (1989) determinaron que  en Dhokla,  que  es un alimento  fermentado 

indú  a  base  de  cereales  y  leche con aroma  tipo  mantequilla,  el  contenido  de A.G.V. que 

resultó  más  aceptable  sensorialmente  fue de 605.6 mgll,  valor muy superior  al  máximo 

acumulado  en la serie  presente (200.6 mg/l  a 35OC) Algunas  bacterias  lácticas  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 



presentaron los quesos  con 9,000 mglKg de A.G.V., mientras  que  el  rechazo  por los 

panelistas  ocurrió  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 ácido  acético si 

sobrepasó  el IO%, debido  a  que el método  analítico  dio  resultados  más  variables  a 

concentraciones  bajas  del  ácido,  como  las  observadas en las  muestras  iniciales. 

A pesar de  que el consumo de los carbohidratos  y el crecimiento  microbiano 

fueron  bajos,  la  formación de diacetilo  fue más  elevada  que en la  serie  (Cuadro  21). 

La  mayor  producción se observó  a 32OC, 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 análisis  estadistico de Taguchi (Ross, 

1989), con el A.O. L9 del  Cuadro 4. El análisis de varianza  y  el  cálculo 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  (producción  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 más  efectivo  para  la  producción de diacetilo  fue  el de 

32OC, y  con  la  ecuación  de  estimación  de  medias  se  calculó  la  producción de diacetilo 

en  ese  nivel. 



Cuadro 36 
Análisis  de  varianza  de la  producción de diacetilo  en la 

3a sene  de  cultivos  en  almidón. Cultivos  mixtos  con 
Pd. pentosaceus y Lb. acidophilus (A.O. L9). 

g./. = grados de libertad 
Fib”*  (2/6) = 10.9, a = 0.01 

F 
calculada 

17.489 

0.585 

1.208 

1.208 
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42.59 

61.22 

48.12 

T (28°C) T (32OC) T (35OC) 

Factor  significativo  (nivel) 

Fig.  16  Factor  significativo  para la producción de 
diacetilo en  cultivos  mixtos. 3a serie de almidón 



Cuadro 37 
Ecuación de  estimación  de medias de la  producción  de diacetilo en la 

Pd. pentosaceus y Lb. acidophilus 
sene  de  cultivos  sumergidos  en  almidón. Cultivos  mixtos COR 

g.l = grados de libertad 



En estos  cultlvos  mixtos,  la  mejor  temperatura  de  producción de diacetilo  fue 

ligeramente  superior al rango  óptimo de crecimiento  de Pd. pentosaceus,  que  está  entre 

28 - 30% (Garvie, 1986); lo que  es  peculiar,  pues  otras  bacterias  lácticas  mesofílicas 

han producido  mayores  cantidades de diacetilo  entre 18 y 24OC en cultivos  axénicos 

(Escamilla et al.,  1996a;  Green  y  Manning,  1982;  Yadav  y  Srinivasan,  1985). 

El  tipo  de  substrato  también  tiene  influencia  en la producción  de  diacetilo  por fd. 

penfosaceus,  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  proteólisis, la producción  de  diacetilo ha sido  muy  pobre o 

nula (Martins et al.,  1979;  Tzanetakis et al., 1991;  Vafopoulou et al., 1990).  Por otro lado, 

en los estudios de caracterización de la  cepa  utilizada  en  el  presente  trabajo,  se  observó 

una  formación de diacetilo  nula o muy  débil  cuando  se  utilizaron  glucosa o almidon, 

como fuentes  únicas de carbono  (Verde et al., 1995),  pero  al  conjuntar  ambas en el 

mismo  medio de cultivo, Pd. penfosaceus produjo  niveles más elevados  de  diacetilo. De 

manera  similar,  la  producción  de  este  compuesto  se ha observado en las 

fermentaciones  lácticas  mixtas  de  otros  productos  amiláceos 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  maíz,  como el pozo1 y el atole 

de  maíz  agrio,  que  presentaron  una  nota  aromática  a  mantequilla  detectada  por  medio 

del  análisis  sensorial  (Olguín et al., 1988); o en productos  tipo  yoghurt  a base  de soya, 

con  un contenido  máximo  de  diacetilo  de  80  pg/Kg  que  fue 3 8 veces  la  del  yoghurt 

normal  (Granata y Morr,  1996). 



En el sistema  mixto,  la  temperatura de 32OC favoreció  las  variables  relacionadas 

directamente  con el consumo  de  glucosa,  como  son  las  cuentas  viables y los 

rendimientos  de los ácidos  láctico  y  acético, y probablemente,  la  producción  de  diacetilo. 

También se  observó en este caso  que la acidez acumulada  no inhibió la síntesis  de 

diacetilo, como lo hizo con el consumo  de  almidón. 

. El  diacetilo formado por  fermentación  láctica  alcanza normalmente un  nivel  de 

0.5 a 20 mg/Kg en los productos  lácteos,  nivel muy  superior  a su  umbral  de 

detección olfativa, que  varía entre 5 y 50 pglkg,  dependiendo  del  alimento  en el que 

se  encuentre y de la sensibilidad  del  jurado  Por  otro lado,  la aromatización artificial 

con  nota  tipo mantequilla que  se  aplica a diversos alimentos (reposteria,  botanas, 

confitería,  productos lácteos 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 al., 19966). La  concentración alcanzada a 

32OC en el cultivo mixto  de este  trabajo, 134.76 mgll, se ubicó dentro del rango 

mencionado 

Conclusiones. Se  determinó  con estos cultivos  mixtos  que  la mejor  temperatura  para  la 

formación  del  diacetilo  fue de 32OC Los consumos  de  glucosa y los rendimientos  de 

cuentas  viables,  de  ácido  láctico, de ácido  acético  y de  diacetilo  respondieron  a  las 

temperaturas  de  incubación  con  tendencias  similares,  indicando  que  hay  una  relación 

metabólica  entre  ellos,  aunque  la  producción  de  diacetilo  no  dependió  únicamente  del 

consumo de glucosa,  sino  que  también  del  consumo  de  almidón. 
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En los tres  cultivos  mixtos  se  obtuvleron  niveles  elevados  de  acldez  que 

originaron  menores  consumos  de  almidón  en  comparación a los observados  en los 

cultivos  axénicos,  pero los rendimientos  de  diacetilo  fueron  superiores en los cultivos 

mixtos. 

Los elevados  niveles  de  diacetilo formados en  estos  cultivos  mixtos, justifican 

el interés  de  determinar algunos factores  de  preparación y fermentación de  una 

materia  prima  amilácea con  nota  aromática tipo  mantequilla,  que  en un futuro pueda 

ser  usada  (previo  desarrollo  tecnológico)  en la formulación  de  varios alimentos 

procesados. 

ARTíCULO DE INVESTIGACIóN 

Derivado de los  resultados  de  estas  series  de  cultivos en medio a base  de  almidón se 

preparó un artículo  de  investigación,  que  ha  sido  aceptado  para  publicación, la cual 

probablemente  corresponderá  al No. 2 del  año  2000,  según el último  comunicado 

recibido  del  editor.  La  copia  de la prueba  de  galera  se  muestra  en el Anexo 4. La 

referencia es la  siguiente: 

Escarnilla, 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 fediococcus penfosaceus and  Lactobacillus acidophilus in 

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



DETERMINACI~N DE LAS CONDICIONES DE CULTIVO EN MEDIOS 

SEMISÓLIDOS  A  BASE  DE  MAíZ. 

l a  SERIE.  EFECTO  DE LAS OPERACIONES  DE  PRETRATAMIENTO  DE  MAíZ. 

Se llevaron  a cabo cultivos  lácticos  mixtos en medios  a base de maíz con el  objetivo  de 

producir  diacetilo en concentraciones  superiores  las  que se obtienen en los cultivos 

realizados  a  nivel  comercial en leche (13 -18 mgll) También se consideró  importante 

controlar la  producción de ácido  láctico 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  (ácido 

láctlco: 2 - 5 gll; A.G.V.: 20 - 1 800 mglKg) 

La l a  serie se realizó  para  determinar  la  influencia de las  condiciones  de 

pretratamiento de maíz en la  producción de diacetilo. A.G V y ácido  láctico. Las 

operaciones  de  pretratamiento de maíz evaluadas fueron. molienda y tamizado, 

tiempo  de  nixtamalización,  cocimiento  del  harina y desengrasado (Cuadro 5) 

Estas condiclones  fueron  introducidas en el A . 0  L8 de Taguchi (Ross,1989) que se 

muestra  en  el Cuadro 6, de  acuerdo al diseño de la  gráflca hea l  de  la Fig. 5. 

Los cultivos  semisólidos se Inocularon con Pd penfosaceus y Lb. acidophilus, de 

acuerdo  a  la  metodologia  indlcada en el  capítulo  correspondiente Los experlmentos se 

realizaron  por  duplicado, usando las  distintas masas preparadas  como  medios  de 

cultivo Las condiciones de fermentación  fueron  las  que se establecieron en los sistemas 
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a base  de  almidón,  como  las  concentraciones  de  extracto  de  levadura: O2 % y de 

Caco3: 0.03 %, incubando a 32OC. En este  caso se decidió  no  adicionar  glucosa. Se 

analizaron los siguientes  parámetros  al inicio y final de  cada  fermentación,  por 

duplicado: peso, pH, concentraciones  de  carbohidratos  totales, de azúcares  reductores, 

de diacetilo y de los ácidos:  láctico, acético, propiónico y butírico. Se calcularon los 

coeficientes de variación (C.V.) al inicio y al final de  cada  cultivo.  Después  se  calcularon 

los valores  medios  por  parámetro ( 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  parámetro). 

La consistencia  semisólida  que  se  obtuvo en los productos  fermentados  se 

seleccionó  considerando  varios criterios: la  posibilidad  de  obtener  mayores 

concentraciones  de  compuestos  aromatizantes,  consistencia  más  homogénea y menor 

volumen  que en un cultivo  sumergido. Se consideró  que  las  suspensiones  diluidas de 

harina  de  maíz  (cocidas o no)  tienden a precipitar  (Mercier et al., 1992); que los 

nutrientes  son  más  accesibles a los microorganismos  que  en  un  cultivo  sólido, y 

finalmente,  que  la  apariencia  del  producto  es  apropiada  ingrediente  aromatizado  en  la 

industria  alimentaria. 

El resumen  de los resultados  analíticos  se  presenta  en  el  Cuadro 38. LOS 

coeficientes de variación calculados con los parámetros analíticos indicaron que los 

análisis fueron aceptables (C.V. < I O ) .  
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Se observó disminución en el contenido de carbohidratos totales y de 

azúcares reductores en todos los experimentos durante la fermentación La  mayor 

disminución de éstos se observó en el experimento # 5, masa preparada con maíz 

nixtamalizado por 5 min; harina  con tamatio de partícula entre las mallas No. 20 y 

40; con desengrasado y cocimiento durante 25 min. De esta manera, se  obtuvo 

harina de partícula gruesa y poco cocida. 

El consumo de azúcares reductores durante la fermentación fue similar  en 

toda la serie, excepto para el Exp. # 5, que tuvo un consumo aproximado de  la  mitad 

del valor inicial. Se observó que  el cocimiento de 25 min favoreció a los consumos 

de carbohidratos totales y de azúcares reductores. La diferencia de valores entre 

los carbohidratos totales y los azúcares reductores se puede atribuir al contenido de 

carbohidratos no reductores de las masas, representados por su  componente 

principal, el almidón (Cuadro 38). El consumo de almidón por los microorganismos 

fue mejor en las masas preparadas con nixtamalización prolongada (20 min) y 

partícula gruesa (> malla 40), y el máximo consumo se observó en el  Exp. No. 7: 

realizado con la  masa preparada en las condiciones previamente indicadas, además 

de que se realizó en desengrasado del harina, y el cocimiento durante 25 min. 

Todos los cultivos acidificaron durante la fermentación, según se  desprende 

de los datos de ácido láctico y pH del Cuadro 38. La producción de ácido láctico en 

esta serie tuvo una clara relación con el contenido de azúcares reductores iniciales 

en las masas, pues las que tenían mayor concentración de azúcares slmples dieron 

origen a cultivos con mayor acumulación del ácido, como consecuencia de un 



metabolismo energético más activo. Sin embargo, como  las  masas tenían adlclonado 

Caco3, se controló la caída del pH a valores entre 4.5 - 4 8. Valores similares, 4.46 - 

4.66, son los normales en la leche fermentada tlpo buttermilk (Vasavada y White, 

1979), o en el yoghurt de soya, 4.5 - 4 7; aunque  el rango aceptable para el yoghurt 

lácteo es ligeramente menor, 4.3 - 4.5 (Nsofor et al., 1992). El cultivo que tuvo los 

mayores cambios de  áado láctico y pH fue el mismo descrito para el consumo de los 

carbohidratos totales y azúcares reductores (Exp. 5). La concentración de ácido 

láctico máxima  en esta serie, 9.82 g/Kg, superó 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 

almidón, con 3.08 g/l. Otros alimentos comparables 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  producción  de  ácido  láctico en niveles  superiores a 5 g/l  es  indeseable en 

alimentos  amiláceos  fermentados,  pues  resultan  demasiado  ácidos  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) difícilmente pueden proteger a las masas 

del desarrollo de otros microorganismos, si se trata de cultivos no axénicos, como en 

este caso. Por estas razones. era importante determinar cuáles factores del 

pretratamiento de maíz influyeron en la producción del ácido láctico, y así poder 

controlar la  producción 
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El ácido láctico producido (Cuadro 39) fue considerado como una variable de 

respuesta en el análisis estadístico de Taguchi (Ross, 1989). El análisis de varianza 

mostrado en el Cuadro 40 determinó que la nixtamalización fue la operación que 

influyó más (P < 0.01) en la producción del ácido láctico durante la fermentación; 

aunque también fueron importantes (PC 0.05): el desengrasado y la interacción entre 

la: nixtamalización y la molienda + tamizado. El cálculo de la contribución 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 producción del ácido. 

Los valores  promedio de la  variable de  respuesta  (producción  de  ácido  láctico) 

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 maíz significativas para la producción de  ácido 

láctico: nixtamalizacrón durante 5 rnin, desengrasado del harina y la interacción del 

tamizado para obtener harina de partícula gruesa (> malla 40, ó 0.42 mm) con la 

nixtamalización. El valor de producción de ácido láctico estimado con la ecuaclón de 

estimación de medias del mismo cuadro dio un resultado ligeramente menor que la 

producción máxima obtenida en la serie (Exp. 5), y dentro de los niveles deseados, 

según se indicó previamente 
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Se considera que por medio del desengrasado, pudieron ellminarse algunos 

compuestos oleosolubles, potencialmente inhlbltorlos para las bacterias Iáctlcas 

Las otras condiciones selecclonadas (nixtamalización y mollenda + tamlzado) 

favorecieron la disponlbilidad de los azúcares reductores, necesarios para  la 

producción  del ácido 

Los A.G.V. forman parte del aroma tipo mantequilla en un rango entre 90 a 

2 400 mg/Kg  (Yadav y Srinivasan~  1985),  por lo que se determinaron sus contenidos 

en las masas antes y después de la fermentación (Cuadro 38). Los A.G.V. de las 

masas fermentadas pudieron tener diferentes fuentes: los lipidos del maíz, el inóculo 

y el extracto de levadura adlcionados a los medios, y la actlvidad microbiana durante 

el cultivo 

En esta serle. la adición de extracto de levadura y  el tamaño del inóculo 

fueron factores constantes y por lo tanto, su contribución de A.G.V también lo fue 

Las operaclones de pretratamlento de maíz influyeron al liberar ácidos grasos lo que 

se reflejó en concentraclones variables de A.G.V. en los medios de cultlvo. 

El experlmento que presentó mayor producción de ácldo acético durante el 

cultlvo fue el mismo que consumió más almidón (Exp. # 7); su contenido de áado 

acético final  fue de 566 45 mg/Kg, valor  que  supera  al formado en los culttvos 

sumergidos a  base de almidón 203 79 mgll, o al formado en una mezcla fermentada 

de cereal y crema. 379 mg/l (Josh1 et al., 1989). No obstante, los valores producldos 

son lnferlores  a los niveles conslderados como pungentes al olfato (>  865 mg/Kg) en 

los productos lácteos fermentados (Forss, 1979). 



Los ácidos propiónico  y  butírico se  acumularon más  en el cultivo No 5, que 

es donde se  consumieron  mejor azúcares  reductores. Los contenidos máximos  de 

estos  ácidos,  707.88  y 783.17 mg/Kg, respectivamente,  fueron  muy  superiores a los 

correspondientes de los cultivos de almidón, 67.22 mgll  de  ácido  propiónico y 40.12 

mg/l  de  ácido butírico. También  a los acumulados en  una  mezcla fermentada de 

cereal y crema,  que fueron de 58 y 59 mglKg,  respectivamente. El ácido butírico es 

particularmente importante entre los A.G.V.,  porque  cuando  se encuentra  entre 

niveles  de 16 y 1839  mglKg,  da  una nota  aromática tipo  queso (Dacremont y 

Vickers,  1994,  Forss, 1979); pero si el contenido es  de 3 a 10 veces mas, el  olor es 

rancio, nauseabundo y jabonoso (Forss, 1979).  Para  seleccionar  las condiciones de 

pretratamiento del  maíz en  esta serie, se consideró  entre  otros  factores, que 

produjeran bajos  contenidos  de ácido butírico, como índice  de los A.G V. Aplicando 

este criterio se observó  que los experimentos  que usaron  harina de partícula gruesa 

(> malla # 40, 6 0.42 mm) originaron menores contenidos  de  ácido  butirico en los 

cultivos, posiblemente porque al tener  las  partículas menor superficie  de contacto, 

las  partículas de harina  liberan menos A.G.V. ligados  a ellas. 



Para determinar si los pretratamientos de maíz influyeron en la formación del 

ácido butírico durante la fermentación, y además, estar en posición de seleccionar 

aquellas condiciones que produzcan las menores cantidades de ese compuesto, se 

realizó un estudio estadístico con  la metodología de Taguchi (Ross, 1989). Los 

valores de ácido butírico producido por la fermentación se muestran en el Cuadro 39 

y constituyeron  la variable de respuesta  del  análisis  estadístico. En el Cuadro 42 se 

presentan los resultados  del análisis de varianza y de la contribución 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 

produccibn de ácido butírrco por las bacterias lácticas fueron la nixtarnalización 

(P < 0.05) y el  desengrasado (P O.l), contribuyendo en conjunto con un 87.1% del 

efecto total. Los valores promedlo  de  la  variable  de  respuesta  (menor  producclón  de 

ácido  butírico) calculados con los resultados  de los experimentos de cada  nivel  de los 

factores  significatlvos se muestran  en  la Fig. 18. Los niveles que produjeron menos 

ácido butírico en la fermentaclón se muestran en el Cuadro 43; la n~xtamalizaaón fue 

de 20 min, y sln desengrasado La producción  estimada  con  la  ecuación  de  estlrnaclón 

de  medias, si se realizara el proceso con esas  condiclones fue de 71 2 mglKg. 
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Fig. 18 Factores significativos  para la producción 
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Los contenidos iniciales de dracetilo en los medios de cultivo (Cuadro 38) 

fueron más elevados que los observados en los cultivos mixtos en medlos de 

almidón (Cuadro 32). Ambos sistemas fueron añadidos 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 

nixtamalización pudo  influir en la liberación de éste y otros metabolitos de la fracción 

lipídica del maíz; porque las masas sin fermentar preparadas con un período de 

nixtamalización de 5 min tuvieron en general, contenidos de diacetilo inferiores a las 

nlxtamallzadas durante 20 min. Además, el diacetilo no ha sido detectado en 

cultivos a base de maíz no - nixtamalizado, con cepas Iáctlcas incapaces de producir 

ese metabolito (Nsofor  et al ,  1992) 

Los pretratamientos del maíz orrgrnaron medios de cultivo diversos, cuya 

composiclón y consistencia determinaron que las bacterias lácticas produjeran 

cantidades varlables de diacetllo durante la fermentación. Las concentraciones de 

diacetilo alcanzadas al término de la fermentación tamblén se muestran en el 

Cuadro 38 El cultivo que produ)o más diacetllo (1 235 32 rng/Kg) se realizó con  la 

masa preparada en  el Exp # 5. en  el que también se consumieron más  azúcares 

reductores En ese experlmento se alcanzó un contenldo final de diacetilo de 

2 671 17 mg/Kg, superando al valor acumulado en los cultwos de almidón, 134 76 

mg/l. Es interesante comparar estos valores con el producido en el yhee (crema 

láctea fermentada y clariflcada),  que fue apenas de 2.89 mg/Kg (Yadav y 



Srinivasan,  1985); o con el máximo  acumulado en el yoghurt de  soya,  que  fue de 

0.08 mg/Kg (Granata y Morr,  1996, Nsofor et al., 1992). 

La  producción  de  diacetilo (Cuadro  39) fue la variable  de  respuesta en el 

tratamiento  estadístico  de  Taguchi (Ross, 1989). Los resultados del  análisis de 

varianza  que  se  aplicó se  muestran en el Cuadro 44, de  acuerdo al cual, se  deduce 

que los factores  significativos  para la producción de diacetilo  fueron: el 

desengrasado (P < 0.05), el cocimiento (P < 0.05), la nixtamalización (P < 0.11, y la 

interacción  de la última  con la molienda + tamizado (P < 0.1). En  el Cuadro 44 se 

observa  que la contribuci6n  porcentual conjunta  de  estos factores,  explicó el 92.45% 

del total de los efectos en la producción  del diacetilo. Los valores  promedio  de la 

variable de respuesta  (producción de diacetilo)  calculados con los resultados  de los 

experimentos  de  cada nivel de los factores  significativos  se  muestran en la Fig. 19. En 

el Cuadro 45 se observa  que los niveles recomendados de  estos  factores  fueron: la 

nixtamalización por 5 min, la molienda + tamizado  dando una  harina de partícula 

gruesa (> malla 40, ó 0.42 mm), el desengrasado y el cocimiento  por 25 min. Con la 

ecuación  de  estimación  de medias se  calculó la concentración  teórica  estimada de 

producción  de diacetilo, que  fue  de 1145.8 mglKg. 
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Selección  de las condiciones  de  pretrafamienfo. Las operaciones de  Pretratamlento 

de maíz influyeron  en la composición y estructura fiSiCa de las masas, que  fueron 

posteriormente  fermentadas  en  idénticas condiciones.  Se determinaron 10s efectos 

de  esos  pretratamientos  en la producción  de diacetilo, de ácid0 láctico  y de  ácid0 

butirico  por las bacterias  lácticas, al utilizar esas  masas. Sin embargo,  las 

condiciones  que  influyeron  en la formación de  cada producto  no  fueron siempre  las 

mismas, los criterios de  selección de las condiciones de  pretratamiento  de maíz 

definitivas  fueron: la producción  de  diacetilo  y obtener un  producto que  tuviera 

características  de  composición y apariencia aceptables, considerando que  se 

deseaba  elaborar  una  masa  aromatizada para la industria  alimentaria.  La  selección 

se  basó  en los datos  del Cuadro 46, que  presenta  un  resumen  del  análisis  estadístico 

realizado a las  tres  variables de respuesta. 

La nixtamalización  del  maíz incrementa  la susceptibilidad  del almidón al 

ataque  enzimático  debido  a  su  gelatinización  parcial (Choto ef al., 1985). Por otro 

lado,  una  nixtamalización ligera, por  ejemplo. 5 min,  conserva mejor el contenido  de 

los azúcares simples  en el maíz; 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 fermentación ya se había  detectado en los cultivos axenicos en 

almidón. Por  esta razón, la nixtamalización corta (5 min)  fue altamente significativa 

(P < 0.01) para la formación  de ácido láctico,  pero tuvo  significancia baja  para  la 

producción de diacetilo (P < O. 1 ). 



* 



La producción  de menos ácido  butirico  por las bacterias  Iácticas  también 

parece  haber  dependido  del menor  contenido  de  azúcares reductores  en el medio, 

cuando  éste  fue  preparado  con el nixtamal  más cocido (20 min).  La pérdida de 

azúcares  reductores  durante una  nixtamalización  prolongada  se ha  atribuido  en 

parte  a  su  solubilidad  en el agua de lavado (Bressani et al., 1990) y también  a  su 

descomposición  por  efecto  del ambiente alcalino (Fennema, 1982). Como algunos 

de los objetivos  del  trabajo  consistían en  evitar  la formación de niveles  objetables  de 

olores (exceso de  ácido  butírico y otros A.G.V.) y de sabores (acidez excesiva),  se 

seleccionó el nivel 2 de la nixtamalización (20 min). Este nivel  podría  causar una 

ligera  reducción  en la producción  de diacetilo, pero así  se puede  obtener una  masa 

para  la  industria  alimentaria  con  un mejor balance  en el aroma y en el sabor. 

La  intensidad  de la nixtamalización es capaz  de  modificar la eficiencia  del 

secado,  porque  durante el calentamiento  se  forma una  coraza  de almidón 

gelatinizado  parcialmente,  dificultando la formación de microporos necesarios para 

la difusión  de  agua  (López  y Segurajaúregui, 1986); ésto origina  una  masa  con  una 

conductividad  térmica mayor  que  si no estuviera gelatinizada (Marousis et al., 1991 ) 

El secado  del  harina  se  realizó  con el fin de reducir el tamaiio  de  partícula  durante la 

molienda seca, y poder estandarizar  su tamaño a valores  que no se alcanzarían  con 

una molienda húmeda. Durante el secado  debe alcanzarse una humedad menor a 

23%, pues  según  Marousis et a/. (1991), los gránulos  de  almidón de  maíz  con 

contenidos  de  humedad mayores se deforman  notablemente y no se fracturan. La 

humedad  en  este  trabajo disminuyó  hasta un valor de 12%. 



Se seleccionó el nivel 1 de la molienda + tamizado (< malla # 40, ó < O 42 

mm)  debrdo a que se planeaba producir una masa aromatizada fina, con potencial 

para  ser materia prima en la industria alimentarla. Conslderando el resumen del 

análisis estadístico del Cuadro 46 se seleccionó un tlempo de nixtamalización de 20 

min, por lo que el tamaño de partícula pequeño no afectó a las producciones de 

acldo láctico y diacetilo. Cuando Akingbala  et al (1987) fermentaron maíz  no 

nixtarnalizado, observaron el efecto positivo de la molienda en la acidificación, pues 

el  daño mecánico del grano aumentó la disponibilidad de los nutrientes. 

El desengrasado del harina fue  parcial, pues aún se detectaron contenidos de 

A.G.V. en todos los medios de cultivo iniciales. Sin embargo, con sistemas de 

extracción más eficientes, podrían reducirse aún más. La aplicación de esta 

operación incrementó las producciones de ácido láctico y de diacetilo (P < 0.05) 

pero no fue recomendable para evitar la formación de ácido butírico durante la 

fermentaclón (P < 0.1) Estos efectos se explican SI se considera que los ácldos 

grasos libres en el medio de cultivo son potentes inhlbidores para la actividad de las 

bacterias Iácticas, incluyendo a Lb. acidophilus y Pd aodilacfici, especie muy 

cercana a Pd. penfosaceus (Bucker ef al., 1979, Yadav y Srinlvasan, 1985). Se 

decidió desengrasar el  harina de  maíz para favorecer la producción de diacetilo. Un 

beneficio adicional del desengrasado es que al reduclr la fase oleosa de los 

alimentos, el vapor de presión de los compuestos volátiles se incrementa, 

aumentando probablemente su Intensidad sensonal, aunque el diacetllo es  un 



compuesto hidrosoluble, su volatilidad  puede  incrementarse 50% al eliminar 20% de 

grasa (Schirle et al., 1994). 

El cocimiento  del  harina se realizó  en  principio,  con los objetivos de  reducir la 

flora microbiana  de acompariamiento 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 producción  de  diacetilo (P <: 0.05). El cocimiento  del harina de 

maiz, además  de gelatinizar el almidón, aumenta su  capacidad  de absorción  de 

agua reduciendo la viscocidad  relativa del  medio y  mejora la digestibilidad de la 

proteína  en  relación al harina  sin  cocimiento  (Adeyemi et al., 1989). AI alterar  las 

proteínas  y volatilizar el sulfur0 de dimetilo del germen,  se  disminuye el sabor y el 

aroma a  maíz 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 lácticas (Patel et al., 7980). 

Conclusiones. Las  condiciones de pretratamiento de  maíz  seleccionadas fueron: 

nixtamalización  de 20 min;  molienda y tamizado  del harina  hasta  obtener  un tamaiio 

de  partícula menor a 0.42 mm (malla 40); desengrasado  con  hexano  y cocimiento 

durante 25 min. Como no  fueron  evaluadas otras operaciones  de pretratamiento  del 

maíz,  sus  condiciones  permanecen  como se establecieron  inicialmente. 



Con la masa de maíz preparada siguiendo el procedimiento prevramente 

indlcado. el sigurente objetivo fue evaluar la  mfluencra de algunas condiciones de 

cultlvo que no habían  sldo estudiadas previamente en los sistemas a base de 

almidón. Con este fin, se diseñó una 2a serie de experimentos con medios 

semisólidos a base de maiz. 

2a SERIE.  EFECTO  DEL  EXTRACTO  DE  LEVADURA Y DE LA INOCULACIÓN EN LA 

PRODUCCIóN  DE  DIACETILO. 

El objetlvo de esta serie fue estudiar el efecto del extracto de levadura y del Inoculo 

en la producción de diacetilo A diferencia de los medios de cultivo más simples a 

base de almidón, los preparados con maíz constituyen una fuente muy compleja de 

nutrientes. por lo que era importante determinar  si con esa composiclón se cubrían 

los requerimientos de las bacterias tácticas para producir diacetilo, o SI debían 

complementarse con extracto de levadura. Por otro lado, al preparar los medros  de 

cultivo a base de maiz se utilizaron operaciones de pretratamiento usuales en la 

industria alimentaria. origrnando masas  serntsólidas con una carga mlcroblana 

reduada; estas masas fueron  la base para iniciar cultivos heterogéneos Inoculados 

con bacterias Iáctlcas. Por lo tanto, también se evaluaron los efectos del Inóculo 

sobre la producción del diacetilo 



En  la 2” serie  de  cultivos  se  estudió  el  efecto  de  tres  factores  en  la  producclón de 

dlacetilo: extracto  de  levadura, relación entre las cepas y tamaño de inóculo, cada 

uno  con  dos  niveles. El diseño  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 diseño de la gráfica  lineal de la Fig. 6. Todas los medios  de 

cultivo sernisólido fueron  preparados  en las siguientes condiciones:  nixtamalización 

por 20 min;  molienda  húmeda; secado a 60°C; desengrasado parcial; molienda  seca 

y tamizado  por  malla 40, cocimiento  durante 25 min, adición  de Caco3 al 0.03 % y 

ajuste  de  humedad  a  78%.  La  incubación  se  realizó  a 32’C, durante 5 días.  Los 

análisis  físicos y químicos que se realizaron a los tiempos O y 5 días  de  cultivo 

fueron: la  determinación  de humedad,  carbohidratos totales,  azúcares  reductores, 

ácido láctico, ácido  acético, ácido  propiónico,  ácido butírico, diacetilo, pH, potencial 

eléctrico (Eh) y actividad  de  agua  (aw). 

Los inóculos fueron  caldos  de  cultivo axénicos  de  36  h  en  medio  a  base  de 

glucosa,  en volúmenes determinados  para  proporcionar las  cuentas  viables de  cada 

cepa  (Anexo 3), según el diseño. 

Un resumen  de los resultados  de los análisis  aplicados a los cultivos  a  base 

de  maíz  se presenta  en el Cuadro 47, donde se indica  también el error  experimental 

de cada parárnetro en la serie  por  medio  del  cálculo  de c. v. 
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Todos los medios fueron  semisólidos y homogéneos. AI término  de  la 

fermentación, la consistencia  de los cultivos  había cambiado  a  un fluido espeso,  y 

tanía  un suave  aroma tipo  mantequilla, a pesar  de  que la humedad  se  mantuvo 

constante desde el inicio al final de la fermentación a 78%. No se  presentó sinéresis 

en  ningún caso. 

La adición  de extracto de  levadura al medio  afectó el consumo de los 

carbohidratos totales.  En los medios enriquecidos  hubo una disminución  entre 18.83 

y 55.09 g/Kg, mientras que el máximo consumo  en los medios sin el extracto  de 

levadura  fue de 3.19 g/Kg. El cultivo que presentó el mejor  consumo de 

carbohidratos totales, además de  tener  extracto  de  levadura,  fue inoculado con una 

cuenta bacteriana  de 2 x I O 5  U.F.C.Ig de  masa, con una  proporción de 3:l entre Pd. 

pentosaceus y Lb. acidophilus. 

Los contenidos  de azúcares 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 observó en  el  cultivo  realizado con los niveles 

altos de los tres  factores evaluados. 

En ausencia  del  extracto  de levadura, los consumos de  almidón  (diferencia 

entre concentración de  carbohidratos totales y azúcares  reductores)  fueron muy 

bajos;  por  lo que se  deduce  que  la actividad arnilolítica de  las  bacterias lacticas fue 

estimulada por  este aditivo. El mejor consumo, 54.8 g/Kg, se  presentó en el Exp. 7, 

coincidiendo  con el señalado para  carbohidratos totales. 
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La mayor producción de ácido láctico fue de 2.3 glKg ,(Cuadro 47). Esta 

pl.oducclón tan baja pudo deberse a que  hubo poca glucosa en el medio Esto  mismo 

permitió observar el efecto del extracto de levadura en la producción de áado 

láctico. Como un antecedente, se  sabe  que el extracto de levadura es  estimulante  de 

la acidificación en las  fermentaciones  lácticas (Berg et al.,  1981,  Tamime y Deeth, 1980). 

La disminución de  pH  en los cultivos fue en consecuencia, relativamente 

homogénea, alcanzando  valores finales alrededor de 4.6 (Cuadro 47). En el sekete, 

que es un alimento a base de maíz fermentado por diversas especies de 

Lactobacillus y Pediococcus, se alcanza una concentración de áado láctico de 4.3 

glKg y un pH de 4.2 (Adegoke et al., 1995). En este cultivo se llevó a cabo un 

control parcial de pH  con la adición de Caco3, ya que las enzimas involucradas en 

la biosintesis del diacetilo  por diversas bactertas lácticas presentan su máxima 

actividad a valores de pH de 4.8 a 5.4 (Cogan et  al., 1984, Klaver et al., 1992) 

Debido a estas razones se optó por un control parcial en los cultivos a base de maíz 

En  la serie de cultivos  presente, se realizaron determinaclones de parámetros 

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 

disminuyó entre -7 a -46 mv, pero en ningún caso se observó un potencial negatwo. 

como podría esperarse en la producción de ácido láctico (Akashi et al., 1978). pues 

el valor mínimo fue aproximadamente de 170 mv. La mayor dlsminución de Eh se 

observó en el Exp. 7, cuando se adicionó extracto de levadura y se inoculó con Pd 

pentosaceus y Lb andophilus. en una proporción  de 3:l y un nivel de 2 x IO5 U F C./g 



Las  determinaciones  de Eh se  han  propuesto como un parámetro de medición 

y  control  en los cultivos  que  tienen  concentraciones  de oxígeno disuelto muy  bajas 

para ser  medidas con un electrodo  de oxígeno (Ishizaki et al., 1974). Los niveles 

medios de Eh son favorables  para la producción  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 transformación de 

diacetilo en acetoína 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 fermentación, P.e. Lactobacillus acidophilus es capaz  de  formar 

pequeñas cantidades de H202, y como Pediococcus pentosaceus excreta  una 

enzima pseudocatalasa  que descompone  el peróxido  en oxígeno  molecular y agua 

(Verde et al., 1995),  entonces el valor de Eh permanece  elevado, La  presencia de 

oxígeno en medios de  glucosa  origina que algunas  bacterias lácticas  formen un 

exceso  de piruvato intracelular, derivando  en  una mayor biosíntesis  de compuestos 

relacionados con el diacetilo  (Cogan et al., 1989). Los valores de Eh de la 

fermentación que se  establece  de  manera  natural  en  harina  de maíz fluctuaron entre 

1 O0 y 400 mv (Fields et al., 1981 ). 

Los  valores de  actividad  de agua fueron muy elevados  en todas  las  masas, 

antes y después  de  la  fermentación (aw > 0.99). Existía la duda de que  al  tratarse de 

un  cultivo semisólido  (humedad  aproximada: 78%), el valor  de  aw  pudiera  bajar de 

un valor de 0.98, nivel inhibitorio para  otras  bacterias Iácticas, como Lactococcus 



lacbs  ssp lactis biov. diacetilacfis (Bassit ef a l ,  1993),  pero los datos presentes 

indican que hay una  elevada  disponibilidad  de agua  para el metaboltsmo 

microbiano.  Los  valores  de  aw  obtenidos son congruentes con los de la isoterma de 

humedad del  harina  de  nixtamal,  que se determinaron por Carrillo et a/. (1989), 

según. De  acuerdo  a estos resultados, la masa  de  nixtamal  con humedad 

relativamente  baja,  presenta  valores  de  aw muy elevados  (Hum.: 35% y aw: 0.98) 

La  producción  de  ácido  acético  (Cuadro 47) sí fue  influenciada  por las 

distintas  condiciones  de cultivo; pues los cultivos  que  fueron inoculados  con  más Pd. 

pentosaceus  y/o  enriquecidos  con  extracto de levadura, produjeron  más  ácido 

acético. El cultivo  que  presentó el valor  máximo de  producción fue  inoculado con Pd. 

penfosaceus y Lb. acidophilus en  una  relación de 3.1, dando  una  cuenta inictal total 

de 2 x I O 5  U.F.C./g de  masa, y tuvo  adición de  extracto de levadura  (Exp. 7) En los 

cultivos  axénicos  en  medios  a  base de almidón  se habia determinado  que Pd. 

pentosaceus  producía  niveles  notables  de  acido  acético. Borch et a/. (1 991) 

determinaron que la presencla de oxígeno y la baja concentración  de  glucosa 

pueden inducir  en  algunas  bacterias  hornolácticas  un metaboltsmo heteroláctico.  En 

esta serie el contenido  de  glucosa  fue  siempre  bajo  y como el metabolismo de las 

bacterias láctica  estaba  produclendo  oxígeno  molecular, se pudieron  presentar las 

condiciones para  incrementar el contenido  de  ácido  acétlco. 



Todos los cultivos de la serie  formaron  ácidos  propiónico y butírico (Cuadro 

47), pero  no se  evidenció una influencia  especifica  de los factores  en SU producclón. 

El cultivo  que formó  más cantidad  de ambos ácidos  fue  adicionado  con extracto  de 

levadura, y se  inoculó  en el nivel  de 2 x I O 5  U.F.C./g de  masa, con una  relación  de 

cepas  de 1: l  (Exp. 5). 

Los datos iniciales y finales  de  concentración  de  diacetilo de la serie se 

presentan  en el Cuadro 47. La mejor producción de diacetilo en  esta  serie fue de 

311.60  mg/l, que es superior a los valores  observados  en los productos lácteos, 

como  en el queso  cheddar,  con 20 mg/Kg  (Dacremont y Vickers,l994); en el yoghurt, 

con 0.1 - 13  mglKg (Tarnime y Deeth, 1980); o en la leche  tipo buttermilk,  con  4.6 

mgll (Vasavada y White, 1979). No obstante, los valores de producción de diacetilo 

de  esta  serie fueron más  bajos  que los de la la serie de  maíz  (máximo:  1235.32 

mgll), debido posiblemente  a  que los medios  de  cultivo de  la 2a serie tenían  una 

menor concentración  de azúcares 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 lácteos,  vinos,  cerveza, etc.  donde el redox es 

bajo y la fuente  de  diacetilo es el citrato, la presencia  de glucosa  inhibe la 

producción de diacetilo, debido al exceso  de ATP acumulado (Cogan  et al., 1984; 

Marshall, 1987);  si estos sistemas son  adicionados  con sacarosa o jarabe de  maíz 

fructosado,  tampoco se  incrementa la producción de diacetilo (McGregor y White, 

1987). Sin  embargo,  Kaneko et al. (1990)  observaron  que algunas  especies de la 

familia Sfreptococcaceae fueron  capaces  de  producir  diacetilo hasta  103 mgll  (valor 



excepcronal para esta especle) cuando se desarrollaron en medlos con exceso de 

glucosa, stempre y cuando el cltrato haya estado ausente y el redox haya srdo alto. 

En los cultivos de maíz de este trabajo el redox fue elevado y no habia citrato, por Io 

que el consumo de glucosa fue favorable y no inhibitorlo  para  la formación de 

dlacetilo 

Los datos de producción de diacetilo de cada experimento en la presente 

serie se muestran en  el Cuadro 48. Estos datos fueron la variable de respuesta en 

el análisls de varianza de Taguchi mostrado en el Cuadro 49. De estos resultados se 

dedujo que  la adición de extracto de levadura tuvo una alta slgnificancia (P < 0.01) 

en la  producción de diacetilo, en tanto que la relación entre cepas al  inicio del cultivo 

tuvo una influencia menor (P < 0.1). Entre ambos factores, se expresó el 90.88% de 

los efectos en la producción de diacetilo (Cuadro 49). La concentración inicial de 

btomasa no Influyó significativamente entre los parámetros evaluados. Los valores 

promedio  de  la  variable de respuesta  (producción de dtacetilo) calculados  con los 

resultados de los experimentos  de  cada nivel de los factores  slgnlflcativos se  muestran 

en la Fig. 20. El Cuadro 50 muestra los mejores niveles de cada factor para la 

producción de diacetllo, que fueron: la adición de extracto de levadura (0.2 %) y la 

relaclón entre Pd. penlosaceus y Lb. acidophilus de 3:l El valor calculado con la 

ecuaclón de estimación de medias (307 mglKg) fue simllar a la mejor producción de 

la  serie, que fue de 309 mglKg (Cuadro 48), el cual fue lnlctado con una cuenta 

vlable total de 2 x I O 6  U.F C./g de  masa y las demás  condicrones selecclonadas en el 

tratamiento estadístico. 
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El dhokla  es  un  alimento  hindú  a  base  de  cereal y crema  con  olor  a  mantequdla 

(Joshi et al., 1989).  Con  el  objetivo  de  comparar el balance  de los princlpales 

compuestos  relacionados  con el aroma y sabor  producidos en la  masa  de  maíz  del  Exp. 

8, con  la  mejor  pasta  fermentada  del  dhokla  evaluada en  un análisis  sensorial, se 

calcularon los siguientes  cocientes,  después  de  unificar  unidades: A.G.V. totales I ácido 

láctico:  0.438: 0.505 y diacetilo I ácido  láctico:  0.437: 0.005 (Exp.  8 en maíz y cultivo  de 

dhokla,  respectivamente). De estos  valores  se  deduce que por  cada  gramo de ácido 

láctico  formado,  se  produjeron  cantidades  semejantes de A.G.V. en los dos  alimentos; 

pero en la pasta  fermentada de maíz, la  relación de diacetilo  fue  casi 100 veces  mayor 

que la del  dhokla.  Por lo tanto, el producto  de  maíz  guarda el balance  recomendado 

entre los A.G.V. y su respectiva  acidez,  en  tanto que  se destaca  por su elevada 

producción de diacetilo. 

Selección de las condiciones de cultivo. El extracto  de  levadura  pudo  enriquecer  a los 

medios  preparados  a  base  de  maíz,  favoreciendo la producción  de diacetilo.  Este  efecto 

positivo  había  sido  demostrado  previamente  en los cultivos  axénicos  de  almidón  con f d .  

penfosaceus; además  de que también en esos cultivos  hubo  un  notable consumo  de 

almidón. Se  ha  considerado al maíz corno un medio de  cultivo que  proporciona todos los 

nutrientes  que  requieren  las  bacterias  lácticas  amiloliticas  para  su  crecimiento y 

producción  de  ácido  láctico  (Hamad y Fields,1979,  Mercier et al., 1992). Granata y Morr 

(1996)  han  observado  que al enriquecer al maíz  con  péptidos  pequeños y algunos 



cofactores. se  esttmula el creclmlento  mrcrobiano y la  formación de diacetilo. por eso  el 

extracto  de  levadura  favoreció  la  produccion  de diacetilo en  esta  serie 

La relación de cepas seleccionada con un  nlvel de slgniflcancia de PC O 10 

Pd pentosaceus / Lb. acidophilus, 3: 1, señala que  las actividades metabólicas del 

pedlococo fueron más importante para produclr diacetilo que las del bacilo. Se 

puede asumir que la utilización del almidón en los cultivos a base de maíz fue 

llevada a cabo por las dos cepas, pues en los cultivos axénicos a base de almidón 

se demostró que Lb. acidophilus era el más amilolitico.  La producción del diacetilo, 

por otro lado, se atribuye únicamente al metabolismo de Pd. pentosaceus. Algunas 

enzimas relacionadas con la biosíntesis de diacetilo son inhibidas por la presencia 

de H202 (Kaneko et al., 1990), pero Pd penfosaceus produp una pseudocatalasa 

que pudo probablemente proteger ese metabollsmo A Lb. aodophilus no se le 

atribuye Importancia en el  aroma, aunque cepas de esta especie se han utilizado 

para enmascarar el  aroma  hierba1 del yoghurt de soya, probablemente por alguna 

acción sobre los lípidos (Mital y Steinkraus, 1976). 

Yadav y Srinivasan (1985) atribuyeron el aumento en la producción de 

dlacetllo en medios a base de  crema láctea, al incremento de tamaño del Inóculo de 

bacterias Iácticas de 1 a 3 %. En el presente estudio, la adlción de Caco3 al  medio 

de cultlvo pudo proteger la eficiencia de producción del áado láctico y de  algunos 

compuestos aromatizantes en los cultivos con menor cuenta viable inicial, de 

manera semejante al comportamiento observado en los cultlvos de algunas bacterias 

láctcas que fueron adicionadas de Con (Loualleche et a l ,  1993) 
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Conclusiones. Las  condiciones de cultivo  en  medios  a  base  de  maíz  seleccionadas 

fueron:  concentración  de extracto de levadura en  el medio: 0.2 %; cuenta  viable total 

al inicio de la fermentación: 2 x I O 6  U.F.C./g de  medio de cultivo y relación  de las 

cepas: Pd. pentosaceus / Lb. acidophilus, 3:l. Otras condiciones  de  cultivo  habían 

sido  seleccionadas  previamente  en los cultivos a base  de almidón. 

Habiendo  determinado las  condiciones de pretratamiento  de  maíz y las de 

cultivo  para la producción de diacetilo  en el producto; el siguiente  objetivo  fue 

determinar los perfiles  de  producción  de  diacetilo y de  otros parámetros importantes 

relacionados  con  ese metabolismo. Con este fin, se llevó a cabo un cultivo  en 

medios  semisólidos  a  base  de maíz, en las condiciones  seleccionadas. 



CINÉTICA DE FERMENTACIÓN EN UN CULTIVO MIXTO A BASE DE MAíZ 

CON Pediococcus  pentosaceus y Lactobacillus acidophilus. 

Se realizaron  dos  cultivos  en  medios  de maíz utilizando  las  condiciones  previamente 

seleccionadas  para  determinar la cinética  de la fermentación. El pretratamiento  que 

se  dio al maíz fue:  nixtamalización  por 20 min; harina  con tamaño de  partícula menor 

a la malla 40, desengrasado y cocimiento  durante 25 min. El medio de  cultivo 

semisólido  preparado  tuvo  una  humedad  de 78%, y fue  adicionado  con  extracto  de 

levadura, 0.2%, y Caco3, 0.03°/~. Los cultivos se inocularon con Pd. pentosaceus y 

Lb. acidophilus con 2 x IO6 U.F.C./g de masa, y una relación  entre  las cepas de 3.1 

La  incubación  se  realizó a 32°C por 5 días (120 h). En el primer cultivo, el muestreo 

se realizó  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 llevó a  cabo  por duplicado. Los 

parametros  químicos,  ftsicoquimicos y biológicos determinados en ambas series se 

unificaron  en la presentación de los resultados.  La  dispersión de los  datos  (error 

exoerimental)  fue  verificada por medio  del  cálculo  del  coeficiente  de  variación (C V ) 

de  cada  muestra, y con  esos  resultados se calculó el promedio de  cada  parámetro 

( c. V.) 
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CONSUMO DE SUBSTRATOS. 

Los contenidos  iniciales de los carbohidratos totales,  de los azúcares reductores y 

del  almidón  (diferencia entre ambos) fueron: 96.51, 75.65 y 20.87 g/Kg, 

respectivamente. Esta composición varía dependiendo de la  variedad  del  maíz, de 

su estado de madurez y del procedimiento de elaboración de la masa. En este caso, 

el  cultivo  inició  con  un elevado contenido de azúcares reductores. Tomando como 

base  las  concentraciones  iniciales de substratos, se consumió el 53.68% de los 

carbohidratos  totales,  el 63.29% de los azúcares reductores y el 18.84% del 

almidón. Los valores de c. V .  (%) de los carbohidratos  totales y de los azúcares 

reductores fueron: 3.43 y 5.32, respectivamente. Las cineticas de consumo de los 

carbohidratos  totales y de los azúcares reductores siguieron  cinéticas  diferentes 

(Fig. 21. Durante  las primeras 24 h se observó la máxima velocidad de consumo de 

los carbohidratos totales, qCT = AC.T./At, alcanzando un valor de qCT = -1.28 

gCT/(I h). Una  segunda  etapa  de  consumo lento [qCT = -0.31 gCT/(I h)]  inició  a  las 

36 h y concluyó aproximadamente a  las 96 h. La concentración de azúcares 

reductores  descendió durante las primeras 48 h de cultivo con una velocidad (qnR = 

AAR. I At) de -0.91 SARI(( h), hasta una concentración residual de 30.63 -t 1.94 gIKg. 
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En este  sistema no es probable que contribuyera la actividad dlastásica  del 

maíz, como ocurre en  el ogi  (Adeyemi y Beckley, 1986), porque  las  condiciones de 

nixtamalización, secado y cocimiento  fueron lo suficientemente drásticas  como  para 

inactivar  a las  amilasas vegetales. La utilización  del almidón durante las  primeras 

6 h de  cultivo  puede  atribuirse  a la actividad  de  una microflora  mixta  que incluye  a 

las  bacterias Iácticas, pues estas  últimas  suelen  producir más  amilasas  cuando 

están  en  crecimiento  activo  (Giraud eta/., 1994,  Li  y Chan,  1983, Sen y Chakrabarty, 

1984). Ya en la fase estacionaria, la actividad  enzimática  residual  pudo  prolongar la 

degradación lenta del  almidón  durante varios  días, del mismo  modo que  ocurrió con 

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

CRECIMIENTO MICROBIAN0 

Debido  a que  no se trabajó en  condiciones estériles, al realizar  los  cultivos en  placas 

de  agar  de microinóculo - almidón  para determinar las cuentas de  bacterias Iácticas, 

se identificaron  tres  tipos  distintos de colonias. Estos correspondieron  a grupos 

microbianos diferenciados  por la morfología  microscópica con tinción de  Gram, y por 

la  respuesta a la prueba  de la catalasa: 



PRIMER GRUPO  MICROBIANO. Colonias  puntiformes.  con  halo  de acidez amarlllo 

por  presencia del  indicador azul  de  bromo timol. La  observación microscópica Indicó 

la presencia de  unas colonias  de  bacilos  cortos  formando  cadenas cortas y otras 

colonias  de cocos  grandes en  tetradas. Ambas bacterias  fueron Gram (+) y catalasa 

(-1. Estas  morfologías  correspondían a las  observadas  previamente  en los inoculos 

axénicos: Lb. acidophilus y Pd. penfosaceus,  respectivamente 

SEGUNDO GRUPO MICROBIANO. Colonias  grandes,  planas,  de borde irregular y 

aspecto  seco; de  crecimiento rápido y con  formación  de  halo  azul (medio alcalino); la 

morfología microscópica indicaba  que  eran  bacilos Gram (+) largos,  en cadenas; con 

reacción  catalasa (+). Presumiblemente eran  Bacillus spp 

TERCER GRUPO  MICROBIANO. Colonias  medianas,  convexas,  de  borde  regular, 

color  blanco, húmedas, brillantes; de  crecimiento  rápido y formación de halo de 

alcalinidad; con  morfología al microscopio  de  bacilos  cortos, aislados, Gram (-) y con 

reacción  catalasa (+). Se presume que  eran  Enterobacterias 

C~NÉTICA DEL CULTIVO. Los tres  grupos  bacterianos se desarrollaron  durante  las 

primeras 6 h de cultivo, predominando los dos  Últlrnos  Estas bacterias 

contaminantes siguieron presentándose  en menor proporclón  hasta las 48 h de 

fermentación y a partir del tercer día no  se detectaron más Bacillus spp. Las 

Enterobacterias, por otro lado,  se  presentaron  esporádicamente durante las 120 h 



de cultivo. Los mismos grupos microbianos se observaron durante la fermentación 

de una pasta  de haba, presentando además, períodos de actividad semejantes 

(Mehari y Ashenafi, 1995). La inhibición 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 inhibición 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 Iácticas se determinaron en placas libres 

de contaminantes, para no exponerse a errores por inhibición. La curva  de 

crecimiento mixto de este grupo de bacterias se presenta en la Fig. 21. La cuenta 

inicial fue de 4.09 x I O 6  U.F.C./g; no se observó fase latente; la fase de  Crecimiento 

exponencial fue de 12 h, después el desarrollo fue más lento, hasta un máximo  de 

1.93 x I O 9  U.F.C./g a las 21 h. A partir de las 21 h se observó una fase estacionaria 

durante el resto del cultivo. 

En diversos cultivos sumergidos de  almidón, las fases de crecimiento 

guardaron cierta semejanza. La fase exponencial de Lb. acidophilus (Li y Chan, 

1983) y de otros lactobacilos amilolíticos (Giraud et al., 1994; Sen y Chakrabarty, 

1984) también duraron 12 h, pero únicamente Lb. planfarum presentó una fase 

estacionaria de 6 días (Giraud et al,  1994). En el mawe, un alimento fermentado de 

maíz, Pd. penfosaceus creció durante las primeras 12 h únicamente, en  tanto  que 

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



(Hounhouigan et al., 1993). Cuando  se inocularon  silos  de  maiz  (grano  entero) con 

f d .  pentosaceus, sólo o mezclado con  lactobacilos,  las  fases  exponenciales  fueron 

muy cortas (6 h); la  fase estacionaria  de primer cultivo  terminó  a  las 24 h, mientras 

que el cultivo mixto se prolongó  hasta  las 72 h,  debido  a  que la sobrevivencia  de los 

lactobacilos  fue más larga. 

Las  cuentas máximas de  bacterias  lacticas  en  otros  cultivos amilaceos 

también  fueron  similares  a los del presente trabajo. En los dos  cultivos  de mawe, 

éstas  fueron  de 1.9 y 3.2 x I O 9  UFClg  (Cocconcelli et al., 1991), en  el gar1 fue de 

1 x I O 9  U.F.C.lg (Ofuya  y  Nnajiofor,  1989), y en el siljo de 6.6 x 10” UFClg  (Mehari  y 

Ashenafi,  1995). 

La preparación de los medios de  cultivo se realizó  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 la masa  que no fue elimmada 

completamente en las operaciones de pretratamiento.  Considerando  que la masa  de 

maiz es un pésimo  conductor de calor, la esterilización  de los medios por  calor 

hubiera  significado  un  gasto excesivo para  un  proceso  de  posible  aplicación 

industrial, por lo que esta operación  no era recomendable  Además, el cocimiento 

excesivo  hubiera cambiado el sabor y la consistencia  de la masa 
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Los  microorganismos que se presentan  en  las  fermentaciones a base  de maíz 

pueden  ser  diferentes  en  cada lote; por ejemplo, Akinrele  (1970)  aisló 

Corynebacterium sp.,  Aerobacter  cloacae,  Lb. planfarum,  Candida mycoderma, 

Saccharomyces  cerevfsiae y Rhodotofula; mientras  que  Adegoke y Babalola (1 988) 

detectaron la presencia  de Klebsiella  oxytoca, Bacillus subtillis y S. cerevisiae  en  las 

primeras 48 h de fermentacion. 

CINÉTICA DE LA FERMENTACIóN LÁCTICA. 

La  cinética  de  producción  de ácido láctico  en el medio  semisolido  de  maíz  se 

muestra en la Fig. 22. Se  observa  una primera  fase  de  producción  de  las 9 a las 24 

h,  con la mayor velocidad  de  producción  del  cultivo (qAcL = AA.L. I At), con un valor 

de 0.10 gAcL/(l 0 h);  esta  fase  correspondió 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 

presentó  otra  fase  de produccion de  ácido  láctico más lenta, con un valor de 

qAcL = 0.05 gAc L/(l 0 h). En esta  fase  se observó  además un incremento  gradual  del 

potencial Eh, una  lenta disminución  del pH hasta llegar a 4.5, y una  prolongada  fase 

estacionaria  de la  curva  de  crecimiento microbiano. 
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La disminución del pH en los medios amiláceos influye en las actividades 

enzimáticas y fermentativas, aumenta  la capacidad de hidratación de las proteinas 

haciéndolas más asimilables, ablanda la masa (Barber et al., 1987), y contribuye a 

inhibir a los microorganismos contaminantes. 

Los valores iniciales de concentración de ácido láctico, 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 glKg, 4.48 y 154 mv. La dispersión 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 más ácido láctico en este cultivo (4.67 glKg) que en el de la 2a 

serie de maíz (2.37 g/Kg), debido probablemente a la concentración inicial de 

azúcares reductores. 

La acidez obtenida en un alimento fermentado debe estar también dentro de 

los parámetros de aceptabilidad gustativa, que dependen de cada producto. Por 

ejemplo, mientras que el yoghurt sabe mejor si el ácido láctico se encuentra entre 

8.5 y 12 glKg (Tamime y Deeth, 1980), los niveles de aceptabilidad más altos para 

algunos alimentos amiláceos como  las salsas de semillas (Coleman y Ooraikul, 

1989) o el puré de plátano (Porres et al., 1985), fueron más altos cuando el ácido 

láctico estaba entre 3.3 y 5 glKg. 

El potencial Eh inicial de este cultivo fue más bajo que los observados en la 

2a serie de maíz (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 2a serie  de maíz 

hubo una mayor disolución  de O2 porque  cada frasco  se mezcló  por  separado  en la 

campana de flujo laminar,  debido  a  que  tenían concentraciones diferentes de inóculo 

y de extracto  de  levadura.  En el cultivo  presente se mezcló  todo el medio  inoculado 

en  un solo recipiente  antes  de  llenar los frascos, por lo que la incorporacibn  de  aire 

fue  menor 

El coeficiente  de  correlacion  inversa calculado entre los perfiles  de  pH y Eh 

de  la Fig. 22 fue muy elevado, ? = -0.9939. Este valor indica  que la caída  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 a/. (1981) atribuyeron  a cepas  de f d .  pentosaceus y a algunas 

especies  de  lactobacilos  amllolíticos la capacidad de elevar el Eh  de  un  cultlvo mixto 

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

CINÉTICA DE PRODUCCIóN DE ÁCIDOS GRASOS VOLÁTILES (A.G.V.) 

En la Fig. 23 se presentan  las  curvas de clnétlca de producción de los A G V 

(ácidos  acético,  propiónico y bu!irrco) que se obtuvleron  en la fermentación  en 

medios a  base de  maíz El  orden  de  abundancia  entre  ellos  fue:  ácido  acético > 

ácido  propiónico > ácido  butirico Los valores de C .  - V .  (%) calculados  para  estos 

acidos fueron. 4 36, 2.94 y 4. I O ,  respectivamente. 



225 

1300 

1100 - 
01 

900 
I r 
;.: 2 700 

- .- O 
c 

500 m 
b' 

300 

1 O0 
O 24 48 72 96 120 

tiempo (h) 

Fig. 23 Cinética  de  producción  de  diacetilo y ácidos  grasos 
volátiles en la  fermentación  láctica de maíz 
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La  concentración iniclal de los A.G.V. proviene  de los lipidos  del  maíz, dando 

una  concentración de los tres ácidos analizados muy semejante.  La  producción de 

los A.G.V. durante el  cultivo puede  atribuirse al metabolismo  de los tres grupos 

microbianos mencionados previamente  (McFaddin,  1980;  Parés y Juárez, 1997), 

considerando que Bacillus spp estuvieron muy activos en las primeras  horas del 

cultivo, mientras que las bacterias  Iacticas y las  Enterobacterias  sobrevivieron 

durante  todo el cultivo. 

PRODUCCldN DE ÁC/D0 AC€T/CO. La concentración  inicial  del  ácido  acético  fue 

de  368  mglKg, incrementándose en varias  etapas durante el cultivo. La  mayor 

velocidad  de  producción se presentó  durante  las  primeras 9 h ,  coincidiendo con un 

periodo  poco activo de  producción  de  ácido  lsctico  (Fig.  22),  con uno de consumo 

acelerado de  carbohidratos totales  y  con la  fase exponencial  de  las bacterias 

lácticas (Fig. 21). Sin  embargo, no  guardó  relación  evidente  con el perfil de azúcares 

reductores.  La  siguiente fase inició inmediatamente  despui?s, tuvo menor velocidad y 

terminó a las 96 h de cultivo, llegando a acumular 1 118  mglKg.  La máxima 

concentraclón de  ácido  acético fue  superior  a  las  observadas en la l a  y 2” series de 

maíz,  en  donde se produjeron 566 y  459 mg/Kg, respectivamente. 

Las dos bacterias lácticas  inoculadas  en la presente  fermentación son 

homolácticas, pues  el  metabolismo inicial del substrato  se  realiza  por la vía  de  la 

glucólisis.  Sin embargo, el metabolismo del  plruvato  de f d .  pentosacem es 
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especialmente actlvo y pudo formar ácido acético, como  se observó en el último 

culttvo axénico en almidón, donde formó 204 mgll. Otras  cepas de Pd. pentosaceus 

han sido también capaces de producir ácido acético a partir del consumo de  hexosas 

y pentosas (Tetlow y Hoover,l988). En contraste, Lb. acidophilus fue menos activo 

en el cultivo axénico en almidón, pues produjo solamente 78 mglKg. 

Una concentración de ácido acético de 188 mgll en el dhokla (producto 

fermentado y cocido, a base de cereal y cuajada láctea) fue considerada 

sensorialmente aceptable (Joshi ef al., 1989). El exceso  de este ácido es indeseable 

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

PRODUCCldN DE ACID0  PROPldNlCO. El contenido inicial de ácido propiónico 

fue de 325 mglKg y no hubo  formación durante las primeras  12  h. A partir de ese 

momento inició la fase de producción, la cual alcanzó  la  máxima concentración, 920 

mglKg, a las 60 h, para disminuir después lentamente. La concentración máxima del 

cultivo superó a las observadas en la 1” y en  la  2a  series  de maíz, cuyos  valores 

fueron de 213 y 708 mglKg, respectivamente. Las concentraciones máximas  en los 

cultivos de maíz pueden considerarse muy  elevadas si se comparan con  las  que 

tuvieron buena aceptabilidad en el dhokla, 72 mgll (Joshi et al., 1989) o en el 

yoghurt, 179 mglKg (Laye et al., 1993). 

Aunque previamente Pd. pentosaceus y Lb. acidophilus habían mostrado su 

capacidad de  formar pequeñas cantidades de ácido propiónico en los cultivos 

axénicos en almidón (58 y 35 mglKg, respectivamente), su producción en  el cultivo 
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mixto en maíz no  parece estar ligada al crecimiento  de las bacterias  lácticas  (Fig 

21), pues  su  formación ocurrió  durante la fase  estacionaria. 

PRODUCCldN D€ ÁC/D0 SUTklCO. El  ácido  butírico inició con  327  mglKg  (Fig. 

23).  Este  valor se  mantuvo  más o menos  constante  hasta  las 48 h y después 

empezó  a  disminuir lentamente  hasta llegar  a  una  concentración  final  de  305  mglKg, 

por lo que  la  pérdida neta  fue de 22.5 mglKg al término de la fermentación  Estos 

resultados  demuestran que la selección  de  condiciones  de  pretratamiento  de  niaiz 

fue la apropiada  para que  no  se incrementara la concentración  de  este  ácido  Sin 

embargo, la concentración de este ácido  fue más elevada  que el observado en  el 

dhokla, 74  mgll  (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 ácido  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 mglKg  que al término  del  mismo, 1 886  rnglKg 

Estos valores  fueron notablemente superiores al reportado  en el Dhokla,  696  mglKg 

(Joshi et a/., 1989), por lo que podrían  alcanzar  un  nivel  sensorial  objetable La alta 

producción  de  ácido  acetic0 (1 118  mg/Kg) y de  ácido  propiónico  (920  mg/Kg)  pudo 

deberse a la elevada  concentración inicial de  azúcares  reductores. 



CINÉTICA  DE PRODUCCIóN DEL DlACETlLO 

La curva de producción de diacetilo se muestra en la  Fig. 23. El c. V .  de este 

parámetro fue de 1.17%. La concentración inicial fue de 226.73 mglKg; pero a partir 

de las 3 h de cultivo la producción se aceleró bruscamente hasta las 12 h, 

acumulando 779.56 mglKg. El incremento neto en ese período fue de 552.83 

mg/Kg, valor que superó al máximo obtenido en la 2” serie de  maíz (31 1.60 mg/Kg). 

Después de  la 12 h de fermentación, la concentración de diacetilo disminuyó muy 

rápidamente. Esta actividad originó que apenas a las 24 h del cultivo, su 

concentración hubiera disminuido a 287 mg/Kg, para mantenerse más o menos 

constante en el resto del cultivo. Es decir, la  producción de diacetilo se  presentó 

durante la fase de crecimiento exponencial. Es conveniente parar la fermentación en 

ese momento y proponer un método para conservar el diacetilo. 

PARAMETROS CINiTICOS. Se aplicaron las ecuaciones para la formación de los 

rnetabolitos primarios (Pirt, 1975) en la producción de diacetilo a pesar de  que  se 

trató de un cultivo mixto, debido a que su producción estuvo asociada directamente 

a la cinétlca de crecimiento de las bacterias tácticas (Fig.  21). Con estas ecuaciones 

se calcularon algunos parámetros cinéticos, cuyos resultados se presentan en el 

Cuadro 51. 



Cuadro 51 
Parámetros  cinéticos  de crecimiento  de bacterias lácticas 

y de producción de  diacetilo  en  el  cultivo de maiz con 
Pd. pentosaceus y Lb. acidophilus (período: O - 12 h) 

-~ ~ 

Parámetro Valores 

p = (In X/Xo)/At 0.47058’ 1 I h  

1 5.9245 In (U.f .C. I gmasa) 
I I 

PDiac = Ap 1 At 47-6458 PgDlac 1 (grnasa h) 
a) Con  coeficiente  de  regresión, 8 = 0.9715 
b) Con  coeficiente  de  correlación = 0.9972 
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Lb. acidophilus y f d .  penfosaceus en el cultivo mixto presentaron una 

velocidad específica de crecimiento de p = 0.47 I lh ,  que es un valor es semejante 

a los reportados en la literatura para las bacterias Iácticas. Pd. penfosaceus 

cultivado en medios a base de azucares simples presentó velocidades de 

crecimiento de p = 0.17 - 0.19 Ilh, determinadas por Rodriguez y Manca (1 994), 

y de p = 0.22 - 1.27 l/h, reportadas por Blickstad y Molin (1981). Un valor de 

p = 0.3 l / 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 formación de diacetilo (Fig. 23) coincidió además con la etapa de  consumo 

acelerado de los carbohidratos totales (Fig. 21). Aunque disminuyeron también los 

azúcares reductores en esa etapa, el consumo de éstos últimos no se  detuvo  sino 

hasta varias horas después  de que había terminado la producción de diacetilo, 

favoreciendo probablemente la acumulación de altos niveles de A.G.V. 

Durante la etapa de producción acelerada de diacetilo se incrementaron 

ligeramente la concentración de ácido láctico y el potencial Eh; pues a las 12 h de 

cultivo, estos parámetros valieron 0.665 glKg 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 et a/. (1992) aconsejan airear los productos de fermentación Iáctica  antes  de 

almacenarlos, para elevar el potencial Eh y prolongar la estabilidad del diacetilo 

formado. 



La formación  de  dlacetllo  en  este  cultivo mixto  se atnbuyó  principalmente  a la 

actividad  de la cepa  de f d  pentosaceus Inoculada, pues la de Lb. acidophilus no  es 

capaz  de  producirlo  (Verde ef al., 1995).  Litopoulou et a/. (1989)  evaluaron la 

capacidad de  formar dlacetilo  de 59  cepas  de Pediococcus spp.,  de las cuales 51 

fueron  positivas,  por lo que se deduce que la actividad  es  frecuente  en  esta  especie. 

Aunque diversas  especies  del  genero BaciNus y de  las  Enterobacterias  tienen la 

capacidad  de  producir  diacetilo  (McFaddin, 1980; Parés y Juárez, 1997),  no  se 

considera  que  en  este  cultivo  hayan  contribuido  significativamente, pues el 

incremento  fuerte  del  producto  no  se  prolongó  hasta  las 48 h como Bacillus spp , o 

hasta el final del  cultivo como las  Enterobacterias. 

Algunos  compuestos  del medio o formados durante el cultivo  pudieron Influir 

en la biosintesis  del  diacetilo.  En los cultivos axénicos  sumergidos  que  se realizaron 

previamente  con f d  pentosaceus en medios  con almidón en este  trabalo, la 

concentración  alta  de  glucosa inicial (1%) favoreció la producción  de diacetllo, en 

lugar  de Inhlbirla. En  los  cultivos  de maíz no se adiclonó  ningun  carbohidrato extra a 

la masa, por lo que los azúcares  reductores  provenían  inicialmente del maíz,  y 

posteriormente  de la hidrólisis del almidón por  la  amilasas bacterianas.  Durante las 

primeras 12 h de  este  cultlvo  de  maíz, los carbohidratos  consumidos  fueron la fuente 

energética  del  creclrnlento  de  las  bacterias Iácticas, produciendo  también diacetilo. 

Cogan ef al (1989) lograron mejorar  el rendimiento de diacetilo  con 

Lactococcus lacfis limitando la biosintesis del  ácido lipóico. El  ácido  lipóico es el 

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



enzima a-acetolactato  sintetasa:  la primera  enzima  orienta a  la formación de 

acetato, mientras que la  segunda inicia una de las  rutas  de biosíntesis de la 

acetoina t diacetilo.  Shimazu et al. (1985) por otro lado, determinaron  que el  ion 

Co2' incrementa la formación de diacetilo al  favorecer la actividad de la enzima 

a-acetolactato sintetasa. En el  presente cultivo  el  medio era  complejo, tanto  por  el 

maíz  como por el extracto de  levadura  añadido; este último es  una fuente reconocida 

de ácido lipóico, de Co2+ y de otros micronutrientes; sin embargo, ya desde  la 2a 

serie de maíz  se determinó que  la  adición de extracto  de levadura favorecía la 

formación del diacetilo. 

Después de las 12 h del cultivo en  maíz  la concentración de diacetilo  bajó 

drásticamente. Esta disminución pudo  deberse  a que el crecimiento de las bacterias 

lácticas fue más lento después  de las 12 h, mientras  que  el consumo de azucares 

reductores continuó 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 et a/, (1990) 

determinaron  que cuando  una  bacteria Iáctica consume glucosa muy rápidamente 

con una producción de ácido láctico lenta,  puede acumular un exceso de NADH2 

Este cofactor es  acoplado  entonces por la  enzima  diacetil reductasa, la cual 

transforma  el diacetilo en acetoína  (compuesto  inodoro), liberando NAD'.  Keenan et 

al. (1966) estudiaron la  formación de diacetilo por Lac. lactis subsp. lactis  biovar 

diacefilactis en  leche,  donde  se formó la máxima concentración de  diacetilo 



(2 55 mgll)  entre las 10 - 12 h de cultwo.  Después de  ese periodo, también se Inicló 

la reducción de este  producto  en  acetoina. 

CONCLUSIONES 

* La  utilización  lenta  de los carbohidratos  no-reductores  por  las  bacterias  lacticas 

prolongaron la  fase estacionaria  y la de  formacion de ácido láctico. 

Las  bacterias  lácticas  inoculadas  predominaron  en el cultivo, pero la 

contaminacion por Bacillus spp. y Enterobacterias pudo contribuir  a  hidrolizar el 

almidón, así  como a  elevar  las  concentraciones  de  acido  láctlco y de A.G.V. en la 

masa  fermentada. 

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 fermentación, el factor  determinante  para  que el producto  adquiriera  un valor 

medio  de Eh fue el  cambio de  pH 

La  producción  de  ácido  butírico  fue  baja,  debido  a la aplicación  de las condiciones 

de  pretratamiento de  maíz selecclonadas  previamente 

La  clnética de produccion  de  diacetilo  estuvo asociada directamente a la cinética 

de  crecimiento  de las bacterias lácticas. 

AI descender la velocidad  de  crecirnlento  de  las bacterias Iácticas, la biosintesis 

del  diacetilo se interrumpió,  mientras  que los azúcares reductores  siguieron 

consumiéndose  a la misma velocidad. 



En las presentes condiciones de cultivo, el  tiempo  óptimo para detener la 

fermentación fue de 12 h, ya que en  ese  momento  se obtuvo la mayor 

concentración de diacetilo y aun se tenían niveles bajos de A.G.V., con una 

concentración de ácido láctico baja. 

Las concentraciones máximas de los ácidos láctico y butírico obtenidas, 

estuvieron dentro de los niveles usuales en las fermentaciones amiláceas; y las 

concentraciones máximas de los ácidos acético y propiónico, además  de la del 

diacetilo, fueron más altas que las correspondientes en sistemas similares, 

incluyendo a los cultivos sumergidos en almidón. 



LOCALIZACIóN DE LAS AMILASAS EN LAS CÉLULAS Y DETERMINACIÓN 

DE SUS ACTIVIDADES. 

Cuando  se realizaron los cultivos  axénicos en medios a base de almidón se observó 

que los mayores  consumos  de  almidón in  situ no ocurrieron en los cultivos  que  habían 

presentado  las  actividades amiloliticas extracelulares mas  elevadas,  detectadas  en 

ensayos in vitro. Se plantearon algunas hipótesis para explicar este comportamiento. 

Como Pd. pentosacem sí fue capaz de consumir almldón in situ, pero  no se detectó 

actividad  amilolítica en el caldo  de  cultivo;  la enzima puede estar  ligada a la pared 

celular o en  el  cltoplasma. Ya que los cultivos de Lb acidophilus con mayor consumo 

de almidón  no  fueron los que presentaron  la  mayor actividad en  el  ensayo  enzimático in 

situ, probablemente  existe  una  amilasa adicional ligada a la célula; o bien, los 

componentes  del  caldo de cultivo  pudleron  afectar  la actividad hidrolítica extracelular 

Para  comprobar estas hipótesis se realizaron cultlvos axénicos en medios de 

almidón. Se determinaron las activldades amilolítlcas en extractos crudos obtenidos 

de los cultivos axénicos de Pd. pentosacem o de Lb. acidophilus. Los extractos 

fueron preparados de tres fracciones: el caldo de cultivo clarificado, los sedimentos 

de células rotas (pared y membrana citoplásmica) y la fracción mtracelular. Se realizó 

un cultivo para cada cepa utilizando las mismas condiciones ambientales y de 

composición seleccionadas en  las  series l a  y 2” en medio de  almidón. La 

concentración de Caco3 fue establecida a 0.03% y la temperatura de incubación a 

28°C. Sin embargo, en esta serie se utilizaron concentraciones bajas de glucosa y de 
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almidón (0.5%), con el objetivo  de tener la minima concentración de carbohidratos 

residuales al final de la fermentación para  facilitar los análisis  enzimáticos. Los 

análisis  químicos se realizaron al inicio y final de la fermentación,  se determinó el pH, 

la concentración de ácido láctico, de  carbohidratos  totales y de azúcares reductores. 

Adicionalmente, se cuantificaron los contenidos de los A.G.V. y del diacetilo por C.G. 

Los análisis  biológicos  aplicados  fueron los siguientes:  determinación  de  la  cuenta 

viable  de  bacterias  lácticas y de  las actividades  amilolíticas de extractos  crudos  de  las 

&lulas  rotas (en sedimentos  y  sobrenadante)  y  del  caldo  centrifugado. El valor 

obtenido  se relacionó 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 ymol de  glucosalmin, en  las 

condiciones  de  ensayo). Corno en los cultivos previos,  aquí también  se  calculó el 

coeficiente de variación  (C.V.) a  muestras iniciales y finales  de cada  parámetro, para 

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

CULTIVO CON Pd. penlosacem 

El resumen  de los análisis  químicos y fisicoquímicos  realizados  al  cultlvo se presenta 

en el  Cuadro No. 52, en éste  se  observan  cambios  moderados  de  pH,  producción de 

ácido  lactico y consumo de carbohidratos  (totales,  reductores  y  almidón),  pues la 

temperatura de incubación no  era la  más  favorable  para el metabolismo  de  producción 

de  ácido  láctico,  según  se  determinó en las  series  previas. 



Cuadro No 52 
Resumen de los datos  analiticos  del  cultivo en  almidón con 

Pd, pentosaceus para  determinar  actividad amilolitica 

Parámetros 

analizados 

PH 

Ac. lactic0 

Carb. Tot. ( 9 4  

Azúc. Red. (911) 

Almidóna' ( d l )  

Ác.  aceticob) (mg/l) 

Ác propionicob) (mg/l) 

Ác butíricob) (mg1I) 

Diacetilob) (m9/1) 
1 Valor  calculado:  Carb. Tot - 
) Determinado por C.G.L 

Inicial 

( x )  
- 

6.5 

O. 59 

15.48 

5 39 

10.09 

76.85 

28 08 

26 21 

18.86 
zúc Red 

Final 

( 2  1 
4 66 

1.49 

11.40 

3.69 

7 71 

203.79 

58 38 

30.75 

58.70 

C. v.c' 
( % 1 
0 15 

10  37 

1 17 

5.70 
" 

15 11 

6 28 

11  o9 

4 71 

Cambio 

(final - Inic.) 

1.84 

o. 90 

-4.08 

-1.70 

-2 38 

1  26.94 

30.30 

4.54 

39.84 

c) Coeficiente de variación de los experimentos'  C V.= (Desv Est /Prom.) 100 



El análisis  de C.G. indicó  que  la  producción  conjunta  de los A.G.V.  (293 mg/Kg) 

se  consideró  baja si se  compara  con  la  de los ácidos  grasos  libres  producidos en 

ensilados  vegetales (3200 - 16,000  mglKg), donde  la  fermentación 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  aromática  tipo  mantequilla  donde el aroma  impartido 

por el diacetilo  debe  ser el dominante.  Como  en los experimentos  anteriores, la 

producción de ácido  acético fue relativamente  mayor  que  las de los ácidos  propiónico y 

butírico.  El  diacetilo  acumulado  fue de 58.7  mg/Kg,  que es  un nivel  menor que los 

producidos en las  series 2 y 3 en  almidón. Los valores  promedio de los coeficientes de 

variación ( c. V .  ) de los parámetros  químicos  analizados  indican  que en general,  la 

variabilidad  de los datos fue aceptable,  aunque  en el caso del  ácido  acético,  ésta  fue  un 

poco  mayor. 

Los  resultados de los análisis  biológicos  (microbiológicos  y  enzimáticos) se 

muestran en el  Cuadro  53.  Es  interesante  observar  que  a  pesar de que el medio de 

cultivo no tenía  la  riqueza  y el equilibrio  nutrimental  de  la  leche, la cuenta  de  bacterias 

Iácticas  alcanzada  después  de  la  fermentación de almidón  fue  elevada (9.7 x I O 7  

U.F.C./ml); sobrepasando  la  cuenta de bacterias  lácticas  mínima  que  establece  la 

norma  oficial  NOM-002-SCFI-1993  (SECOFI,  1993)  para  el  yoghurt,  que  es  de  2 x I O 6  

U.F.C./ml. 



Cuadro No. 53 
Resumen de los análisis biológicos del cultivo en almidón  con 

Pd, pentosaceus y Lb. acidophilus para  determinar  actividad amilolítica 

: Parámetros 

Cuenta  viable  (U.F.C./rnl) x IO' 

Act.  arnilolitica  extracelular (U / 1)') 

I (U I 
Act.  arnilolítica  ligada  a  pared  celular 

Pd. pentosaceus Lb. acidophilus 

Valor ( i Valor ( X C. V.^' (%) 

- 

9.7 

9.07 6.16 O 47.32 

2.63  4,187 3 

3.09 2.4 O 96 

O " 

a) U / I :  Cantidad  de  enzima  que  libera 1 pmol  de  glucosalmin  por  cada  litro  de caldo  fermentado 

b) Coeficiente de variación  de los experimentos: C V = (Desv  Est./Prom.) 100 
(Fracc  correspondiente);  pH= 5.5; Pd. pentosaceus a 30°C y Lb. acidophihs a 37°C 
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La actividad amilolítica  extracelular  fue determinada en este caso a  dos 

temperaturas:  a 30 y  a 37O, que  son representativas  del  rango  de 25 - 55"C, que ha 

sido  utilizado por otros autores para las amilasas  de  bacterias lácticas  (Champ et al., 

1983;  Giraud et al., 1993; Li y  Chan, 1983;  Olympia et al., 1995;  Sen  y  Chakrabarty, 

1984). No se observó actividad  de  amilasas  extracelulares por esta cepa  en  las 

condidones  de ensayo, lo que es congruente  con  las características  indicadas  para 

esta cepa en el Manual  de  Bergey's  (Garvie, 1986).  Sin  embargo,  el  seguimiento 

cuantitativo  del  almidón  mostró claramente  que el microorganismo  tenía la capacidad 

de utilizarlo. Por lo que se realizaron  ensayos  para  buscar la  posible actividad ligada 

a la célula  usando  extractos enzimáticos  no  purificados  de la fracción de sedimentos 

de las  células rotas  (pared celular y membrana  citoplasmica)  y de la  fracción 

citoplásmica  (intracelular). Los ensayos  demostraron que la única  actividad (47 U/I) 

de Pd. pentosaceus se detectó  ligada a la pared celular,  realizada  a  30°C  y pH = 5.5 

(Cuadro No. 53)  y los valores  de los  coeficientes de variación promedio ( C .  V .  ) de 

los análisis  biológicos  mostrados en el mismo  cuadro indicaron  que  existió  una 

dispersión de resultados  aceptable. 

La  mayor  parte  de  las  amilasas  estudiadas  en  las  bacterias  lácticas  son 

extracelulares,  las  actividades  observadas  varían  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 

ladobacilos se  han  encontrado  en el rango  de  0.17 - 240,000 U/I (Champ et a1.,1983; 

Giraud et al., 1993; lman et al., 1991; Li y  Chan (1983); Olympia ef al., 1995, Sen y 



Chachrabarty, 1984).  Dentro  de los pediococos, fd.  darnnosus es  un activo  productor 

de  acidez en medios  a base  de almidón (Garvie, 1986),  mientras  que  para Pd. 

pentosaoeus, aislado de substratos  amiláceos  (Merseburger et al., 1995;  Olsen et al., 

1995;  Oyeyiola, 1991) no hay reportes de caracterización de amilasas;  sin  embargo, 

hay  evidencias de que  algunas  enzimas de Pd. pentosaceus que  utilizan  oligosacáridos 

están  generalmente codificadas  en plásmidos  (González  y  Kunka,  1986),  como en los 

casos de  las a- amilasas de Lb.  plantarurn (Olympia et al., 1995)  y  de Lb. arnyloborus 

(Iman et al., 1991). 

CULTIVOS  CON I b .  acidophilus 

Los  resultados de los análisis químicos  (Cuadro 5 4 )  muestran  que  no  hubo  mucha 

producción de ácido  láctico (1 83 @I) ,  lo que  se  reflejó en una  ligera  disminución  del pH 

y poco consumo  de  carbohidratos  (totales,  reductores  y  almidón).  Este  comportamiento 

se debió  a  que  el cultivo se llevó  a  cabo  a 28OC, mientras  que  la  óptima  para Lb. 

acidophlus es  de  35 - 38"C,  produciendo en este caso hasta 3.05 gll de  ácido  láctico 

(Kandler  y Weiss, 1986; Nahaisl, 1986;  Verde et al., 1995). 

El análisis  de  C.G. (Cuadro 54) Indicb  que  este  lactobacilo  formó  muy  pequeñas 

cantidades de A.G.V.,  predominando  el  ácido  propiónico  sobre los ácidos  acittico  y 

butírico. 
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Cuadro 54 
Resumen  de los datos  analíticos del  cultivo  en  almidón con 

Lb. acidophihs  para  determinar actividad  amilolítica 

Parámetros 

analizados 

PH 
Ac. láctico 

Carb. Tot. (9/1) 

Azúc.  Red. (9/1) 

Almidóna) 

Ác. aceticob)  (mg/I) 

Ác.  propionicob)  (mg/I) 

Ác. butíricob) (mgll) 
1 Valor calculado: Carb. Tot. - 
) Determinado Dor C.G.L. 

Inicial 

( X ) 

Cambio C. V.') Final 

-2.75 1 .O3 11.77 14.52 

1.83 2.93 3.05 1.22 

2.01 0.24 4.47  6.48 

(final -Ink.) ( % ) ( x ) 

-1.43 

-1 .32 

- 

11.90 

4.43 
zúc. Red. 

1 Coeficiente de variación de los experimentos: C.V.=  (Dew. Est.lProm.) 100 



Lb acidophius es  una bacteria conocida por  desarrollar lo que se conoce como 

“acidez plana”  durante  la  fermentación  Iáctica,  porque  produce cas1 exclusivamente 

ácido  láctico y  su contribución  al  aroma no es importante (Nahaisi, 1986). 

Los valores de c. V .  de los análisis químicos  realizados  en  este  cultivo 

indicaron  una dispersión de datos muy baja 

El Cuadro 53 muestra los datos  de los análisis  biológicos  aplicados a esta cepa 

La cuenta  viable  final  fue elevada, sobrepasando la  mínima deseable en el  yoghurt 

(SECOFI, 1993) y las de los cultivos  mixtos  de  la 3” serie  en  almidón. La cepa de 

Lb. acidophilus mostró una buena actividad  amjlolitica  extracelular  en  el ensayo 

realizado a 37OC (4,187.3 U/l), mientras  que a 3OoC no se  detectó  actividad. Se 

encontró poca actividad (6.16 U/l) a 37OC en  la  fracción  de los fragmentos 

sedimentados  de  las células rotas (pared celular y membrana citoplásmica), aunque no 

observo  actividad en la fracaón intracelular a  37°C. 

Se detectado actividades amilolíticas  de Lb. acidophilus cuando los ensayos se 

realizan  entre  37 - 55”C,  con  pH entre 5-6.5 (Champ ef a/.,l983; Li y Chan,l983) 

Champ ef a/.  (1983) detectaron una amilasa extracelular  de  activldad  muy  baja  en  una 

cepa de esta especie. Las actividades  de  las  amilasas  intracelulares  de algunas cepas 

estudiadas  fueron variables. 1.69 U/I y O 169  UII, 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 a-glucosidasa de Lb 

acidophilus, pues durante  un  creclmiento  microbiano  de 26 h, la  fracción  intracelular 

alcanzó una actividad de 240 O00 UII, mientras que  en  la pared celular  era  de  73  333 



Ull. Después, las actividades  cayeron  drásticamente  al  iniciar la fase  estacionaria.  Estos 

autores no detectaron  actividad  extracelular 

En el presente  trabajo  la  actividad  amilolítica  extracelular  fue  notoriamente más 

alta  que  la  ligada  a  la  pared  celular (Cuadro 53). Estos resultados pudieron estar 

influenciados tanto por la cepa,  como por la edad  del cultivo,  que  fue  muy  largo (5 días). 

AI existir  dos  amilasas  que  contribuyeron  a la hidrólisis  del  almidón  durante el cultivo, 

las  condiciones  que  las  favorecían o inhibian  pudieron ser  diferentes  para  cada  una,  por 

lo que  las  enzimas  deben  caracterizarse  por  separado  en  trabajos  futuros.  Además, el 

consumo  global de almidón in situ está influenciado  por  ambas  actividades, lo 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  producción 

de  ácido  láctico.  Esta  baja  acidez  favoreció el crecimiento  microbiano.  Entre  las  dos 

cepas,  Pd. pentosaceus fue  la  que formó más  biomasa;  debldo  posiblemente  a  que  la 

temperatura de cultivo  era más apropiada  para  esta  bacteria  que  para Lb. acidophilus. 

Ambas  cepas  produjeron  A.G.V. pero  con  un perfil  diferente,  pues  mientras  Pd. 

penfosaceus acumulaba  más A.G.V. con predominio  del  ácido  acético, Lb. acidophilus 

producía  niveles  bajos  de los tres A.G.V. cuantificados,  predominando el ácido 

propiónico. 



Se  determinaron  dos  amilasas  producidas  por Lb. acidophilus, una  que  excretó 

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 produclr  una  amilasa; éSta se ubicó en la  fracción con fragmentos  de  la  pared 

celular, aunque  con  una  actividad  muy  baja. 

Estos resultados  justifican  el  consumo  de  almidón que se  observó  durante  la 

fermentación  láctica de las  series de cultivos  axénicos  anteriores. El consumo  de 

carbohldratos y las  producciones  de  lactato y de diacetilo fueron  menores  a  las 

observadas  en  la 2a serie de almidón;  este  comportamiento  pudo  deberse  a  que las 

concentraclones  iniciales de glucosa  y  almidón en estos  cultivos fueron más bajas  que 

en  dcha serte  Por otro  lado,  se  observó  que la actividad  amilolítlca  extracelular de Lb. 

acidophilus fue  superior  a  la  observada  en  la 2a serie  en almidón, debldo  posiblemente 

a que  la baja acrdez  no  fue  inhibitoria en esta  serie 
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VII. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES. 

CONCLUSIONES 

CULTIVOS AXÉNICOS EN ALMIDóN 

El consumo de almidón por Pd. pentosaceus a los 5 días se vio favorecido por  la 

temperatura de incubación de 28"C, por la ausencia de glucosa en el  medio y por 

la interacción de Caco3 (0.02%) con la ausencia de glucosa. 

En los mismos sistemas de fermentación, Lb. acidophilus presento un consumo 

de almidón altamente significativo en cultivos realizados a 28"C, añadidos de 

glucosa (1%) y Caco3 (0 .03) .  Además, el extracto de levadura y  la interacción de 

los dos primeros factores mencionados fueron significativos. 

La actividad amilolítica extracelular de Lb. acidophilus determinada in vitro fue 

altamente a una temperatura de 35°C.  Otros  factores que influyeron fueron. 

glucosa (1 %), y las ausencias de citrato y treonina. 

No se detectó actividad de amilasa extracelular  en los cultivos de Pd. 

penfosaceus. 

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

axénicos de almidón, los factores que influyeron con alta significancia fueron. la 



temperatura  de Incubación  de 28"C, la  presencia  de  glucosa (Io/.j, de extracto de 

levadura y de Caco3 (0.03%) en el medio. 

O El cltrato no afectó la producclón  de  dlacetllo  por Pd pentosaceus, a pesar  de 

haber sldo asimilado. 

CULTIVOS AXÉNICOS MIXTOS EN ALMIDóN 

O En los cultivos axénicos mixtos de  almidón la mejor temperatura para la 

producclón de  diacetilo fue de  32°C. El consumo  de almidón  fue muy bajo en toda 

la sene. explicado probablemente por la acidificación excesiva 

O En los cult~vos mixtos de  almidón la concentración de dlacetdo fue más  elevada 

que la observada  normalmente en los productos lácteos fermentados, mientras 

que las de los A.G V fueron  convenientemente bajas. 

0 Se determirió que Pd pentosaceus y Lb. aodophllus eran  capaces  de produclr 

amilasas ligadas a la pared celular  que no habían sido evaluadas prevtamente 

Sus actlvldades fueron de 47.32 y 6.16, UII, respectivamente Lb ac/doph/lus 

produjo además una arnilasa  extracelular con actividad más  alta  de 4 187 3 U/I 

CULTIVOS MIXTOS EN MAíZ 

O Se produ~o srgnlflcativamente  más áado láctico en  medlos  preparados con  una 

nlxtamallzación de 5 min, realizando desengrasado parclal del harlna y con efecto 



de la interacción de la nixtamalización mencionada con una molienda  gruesa 

(partícula z malla 40 y > malla 20). La producción de ácido láctico se prefiere  en 

un nivel moderado 

O Se determinaron las condiciones de pretratamiento que produjeran un bajo nivel 

de este compuesto. Los factores significativos fueron: nixtamalización, 20  min y 

falta de desengrasado  en  el harina. 

Las condiciones de pretratamiento de maíz influyeron en  la fermentación láctica 

de los cultivos mixtos para la producción de diacetilo se incrementó en los cultivos 

que habían sufrido desengrasado parcial del harina y cocimiento de 25  min. 

O Las condiciones  de pretratamiento de maíz seleccionadas fueron: 

nixtamalización, 20 min (concediendo en este caso mayor importancia a la  baja 

producción de  ácido butírico); molienda fina para obtener un producto  de 

agradable consistencia, con tamaño de partícula < malla 40; desengrasado y 

cocimiento del harina durante 25 min. 

0 La adición de extracto de levadura fue altamente significativa en la producción de 

diacetilo en los cultivos  de maíz. Otro factor importante pero  con  menor 

significancia fue la relación de las cepas en el inóculo: Pd. penfosaceus / Lb. 

acidophilus, 3- 1 . 

La utilización de la metodologia de Taguchi como herramienta estadistlca para 

dlseñar los experimentos y analizar los efectos de los factores resultó  válida y 

apropiada para  cumplir con los objetivos planteados. El número de  experimentos 

se redujo drásticamente y eso permitió evaluar un elevado número  de factores e 



interacclones. Aunque es frecuente  utllizar diseños factorlales  truncados en el 

área de la Blotecnología,  la aplicación de la metodologia de Taguchi en esta área 

fue novedosa 

CINÉTICA DE CULTIVOS MIXTOS EN MAíZ 

Se observaron dos periodos de  consumo  de carbohrdratos  totales. La  máxima 

velocidad de consumo se presentó durante las primeras 24 h (-1.28 g c ~ / ( I  h) 

La segunda.  más lenta, se prolongó hasta las 96 h La concentración de azúcares 

reductores descendió a una velocidad de -0.91 gA R / ( I  h )  durante  las  primeras 

48 h hasta una concentración residual de 30 63 g/Kg 

S Durante el  cultivo se detectando  tres grupos mlcroblanos. Las bacterias lácticas 

(sin diferenciar) se desarrollaron  durante las 120 h .  predominando sobre otras 

Bacillus spp. aparecieron durante las prlmeras 48 h de cultrvo y las 

Enterobacterias. que se observaron periódrcamente a lo largo  del  cultivo. 

El contenido de humedad fue de 78%. mantenlendo slempre un  valor de actividad 

de agua  (aw) suficientemente elevado (> 0.995) para  no ser  inhibitorio para los 

mlcroorganlsrnos 

O La  máxima producción de  diacetilo se dio a las 12 h comidiendo con la  fase 

exponencral de crecimiento de las bacterias Iáctlcas Después de las 12 h. la 

concentraclón de diacetllo  bajó drásticamente hasta las  24 h.  y a partir de ese 

tlemDo se mantuvo constante 



La formación de  ácido láctico tuvo dos períodos. La velocidad máxima  de 

producción se presentó durante las primeras 24 h.  El periodo más lento se 

prolongó hasta las 84 h de cultivo. Durante el primer período el pH bajó a 4.48, y 

el potencial eléctrico subió a 154 mv. 

La formación de los tres A.G.V. analizados siguieron cinéticas diferentes.  La 

concentración de ácid0 acético aumentó desde el inicio hasta las 96 h. El ácido 

propiónico empezó a acumularse a partir de las 12 h ,  hasta alcanzar un máximo a 

las 96 h. El ácido butírico se mantuvo más o menos constante durante todo  el 

cultivo, lo que comprueba que sí pudo controlarse su producción con los factores 

seleccionados. 

Con los cultivos axénicos de almidón, propuestos como modelos de fermentación, 

se lograron determinar los principales efectos de las condiciones de cultivo en  la 

utilización de almidón y en la producción de diacetllo Luego, en un sistema más 

complejo como es la  masa de maíz nixtamailzada, se identificaron algunos 

parámetros adicionales de cultivo que afectaron positivamente la  producción  de 

diacetilo. Bajo  estas condiciones es posible obtener  un producto semisólido  con 

aroma complejo tipo mantequilla y con contenido de bacterias lácticas con 

actividad probiótica. Este producto puede ser de interés para  la  industria 

alimentaria. 



RECOMENDACIONES 

S I  se  controlan  la contaminaclán microblana, los factores amblentales y la 

composicián de un medio que favorece probablemente a la enztma  diacetil 

reductasa, la  producción de diacetilo podría continuar por mas tiempo, elevando  su 

rendrmiento. 

El pH inicial de los medios debe ser  de 6 O aproximadamente. Se  ha 

demostrado que para favorecer el  desarrollo  acelerado de diversas bacterias  Iácttcas 

aisladas de substratos  amiláceos,  el pH del  medto debe estar entre 5 y 6. El mejor 

acidulante para el medio de cultivo  de este trabajo sería el áado sulfúrico,  pues  el 

ácido cítrico  afecta la producctón de  las amilasas, de acuerdo a los resultados 

obtenidos en  las  fermentaciones en medios a base de almidón La adición  de  ácido 

fosfórico tampoco  es recomendable porque podria formar sales Insolubles  con  el 

calcto 

Ya  durante  el  culttvo.  el Caco3 adicionado podría ser el  regulador  parcial  del 

pH Este compuesto se  ha uttlizado  tambrén para favorecer el  creclmiento  celular  de 

algunas bacterias Iácticas, porque al  reaccionar con los áctdos  de  la  fermentaclón, 

libera el CO2 necesario para la síntesis  de muchos amlnoáctdos y compuestos 

nucleótldos (Glraud et a l ,  1994, LI y Chan. 1983, Loualleche et a i ,  7 993, Pompeyo et 

a l ,  1993) Tambien  se ha demostrado que estlmula el  crectmlento  de Pd 

pentmaceus (Bllckstad y Moltn, 1981) y la producción de  amilasas  de  algunos 

lactobacllos (Graud et al., 1994; LI y Chan. 1983, Pompeyo et a/ 1993) 



El sistema de fermentación desarrollado podría ser  modificado para adaptarlo 

a otros  substratos amiláceos, como  harina de trigo,  fécula  de maíz, harina de 

amaranto o de leguminosas.  También podrían probarse otras cepas Iácticas 

amilolíticas productoras de aromas diversos, para desarrollar  otras  materias  primas 

aromatizadas. 

Es recomendable caracterizar el producto  obtenido con parámetros 

bromatológicos, sensoriales, sanitarios,  nutriticios y toxicoiógicos,  como  primera 

etapa de algunos desarrollos tecnológicos. También se debe determinar la viabilidad 

económica de los procesos desarrollados, considerando por separado el producto 

Intermediario con  aroma a mantequilla, y la  utilización de éste en la  formulación  de 

alimentos procesados, como: bebidas, botanas, productos de repostería o confitería. 

pudines,  helados, productos lácteos modificados, pastas, etc. La presentaclón 

comercial de este producto intermedlarlo podría ser  sernisólida cuando se deseara 

conservar viables a las bacterias Iáctlcas, o podrían ofrecerse presentaclones 

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





ANEXO 1 

FUNDAMENTOS DEL DISEÑO  EXPERIMENTAL 

Las  series  de  cultivos  en medios de almidón y en  medios de maíz  fueron diseñadas 

como experimentos  factoriales fraccionados y equilibrados (E.F.F.E.), de  acuerdo a 

la metodología de  Taguchi (Ross, 1989). Las  matrices diseñadas por Taguchi están 

estructuradas  con sólo una parte  de todas las  posibles  combinaciones  de los 

factores,  pero manteniendo un  arreglo ortogonal (A.O.), es  decir,  equilibrado. Esto 

permite  aplicar tratamientos  estadísticos  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 número de 

experimentos. 

Taguchi (Ross, 1989) recomienda  realizar la primera serie  de experimentos 

evaluando  un número  amplio  de factores, con  dos  niveles de  variación. Estos se 

seleccionan  en  base a  la  experiencia  previa en el  campo de  estudio. El nivel de 

resolución  del  diseño  podria ser alto y definir  todos los efectos  principales y las 

interacciones (nivel I ) ,  pero  el  número  de  experimentos aumentaría;  por lo que 

generalmente  se selecciona un nivel de resolución más bajo  (nivel 2), dejando  las 



lnteracciones  bifactoriales  confundidas  en el  diseño  De  acuerdo a  este 

procedimiento,  cada factor que se evalúa se  asigna a una  columna de  un A.O. en 

orden  de  importancia,  identificándolos  con letras: A, B, C, etc.  Para  poder  asignar los 

factores  e  interacciones de manera  válida  a las  columnas del A.O. se  diseña primero 

una gráfica lineal y  se  consulta la tabla triangular  correspondiente a  cada A.O. Esta 

metodología  permite  que los grados de libertad del  error  de la varianza sean 

transmutados por  grados  de  libertad  de los factores;  por  esa  razón,  el  número de 

experlmentos  que hay  que realizar  (renglones del A.O.) es  pequeño, y es Igual al 

número de columnas menos uno 

Los datos  de  las  variables  de  respuesta de  cada A.O. se analizan conduciendo 

un A.N.O.V.A. simplificado que también diseñó  Taguchi (Ross, 1989). Esta 

metodología  permite que las columnas  de los factores  que  no tienen  influencia 

significatwa en la prueba F preliminar, se  transformen en columnas de varianza del 

error. AI aumentar  sus grados  de  libertad  asociados, se consigue  definir  mejor los 

factores  e mteracclones signiflcatlvos  de la serie. La  hipótesis nula (Ho) considera 

que  las varlanzas  estimadas  de las  muestras son  iguales,  mientras  que  la hipótesis 

alterna (Ha) las considera  diferentes, ambas,  bajo  determinado nivel de  confianza 

Otro análisis que puede  calcularse es  la porción de  la  variación  total atribuida 

a  cada  factor o mteracclón slgnlflcatlvo, llamado contribución  porcentual (P, YO). 

Tamblén es importante calcular las  ecuaclones que  predicen  el  valor  medio de  cada 

variable de respuesta, que se obtendría al  aplicar  las  mejores condiciones 

experimentales La estimación  de  estas medias  depende de la  suma de los efectos 



2 0  1 

causados por los factores  e interacciones significativos, como  se ejemplifica en la 

ecuación 1 (Ross, 1989). 

~ - 
p i = FI#N + F ~ # N  + _. .  + FmN - g. 1. (protal) . . . . . . .  ................................... 

.. 

(1 1 

Donde: 

p ¡= 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 interacción)  signlficativo  (F) El subíndice (# N) es el 

número  de nivel de  ese factor. F 2  ... F n  son  como F1. 

g. /.= Grados de libertad (suma  de  elementos,  factores o interacciones - I), 

usados para estimar la media. 

El nivel 1 de  una interacción  significa  que los dos factores  involuuados están 

en el  mismo nivel, mientras que el nivel 2 se refiere a  que los niveles de cada  factor 

es  diferente. 

Con los resultados  del análisis  estadístco  de cada  serie  se diseñan las  series 

consecutivas,  evaluando  más finamente los factores que resultaron más 

significativos, o introduciendo efectos  nuevos 
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ANEXO 2. 

PREPARACIóN DE  SOLUCIONES 

SOLUCIONES PARA LOS CULTIVOS MICROBIANOS. 

SOLUCldN DE  VITAMINAS Y MINERALES PARA LOS MEDIOS DE  CULTIVO. 

Se  disolvieron 640 pg de biotina, 320 pg de  ácido f ó k o  en  40 ml de una  solución 

etanoVH20 1:4, v/v.  Después se dispersaron  una cápsula de  Vlterra-Plus@ y una de 

Calanda@  en la  solución y la suspención se filtró a  través  de algodón. 

SOLUCIóN DILUYENTE  ESTÉRIL  DE FOSFATOS 

Se disolvieron 8 g  de  NaCI, 0.34 g de  KH2P04 y 1.21 g  K2HP04 en 1 O00 ml de agua 

destilada. Se  ajusto  el pH  de la solución  a 7.3 y se distribuyó  en  frascos  de dilución 

(99 ml c/u) y tubos de cultivo con  tapón  de rosca (9 ml c/u). El material se  esterilizó 

en  autoclave a 121OC durante 15 min. 



SOLUCIONES  PARA  LA DETERMINACIóN FOTOCOLORIMÉTRICA  DE 

DIACETILO. 

S O L U C I ~ N  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 guardó la  solución al  abrigo de la luz. 

SOLUCIóN DE a-NAFTOL 

Se disolvieron 10 g de a-naftoi en 300 mi de  etanol de 9 6 O  G.L  Se mezcló  la solución 

con 200 mi de agua  desionizada, iuego se clarificó con carbón activado y se filtró a 

través  de papel filtro. La soiuaón se guardó ai abrigo de la luz a 4OC por  no más de 3 

dias. 

S O L U C I ~ N  ESTANDAR DE DIACETILO 

Se pesaron 60 mg de diacetiio y se dlsolvieron en ¡O00 mi de agua  desionizada. La 

solución se guardó al abrigo de la luz a 4°C por no  inas de 3 días 
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SOLUCIONES PARA EL ANALISIS DE CROMATOGRAFíA  GASEOSA. 

SOLUCIONES  CONCENTRADAS DE DlACETlLO Y DE  A.G.V 

Se prepararon por separado  soluciones concentradas (100 pmol/l) de diacetilo 

(Merck-Shuchardt, >98%), ácido acético (Baker Analyzed,  99.87%), acido  propiónico 

(Merck, >990/,) y ácido butírico (Baker  Analyzed, purificado)  en agua  desionizada. 

Las  soluciones se guardaron en congelación a -18°C hasta su utilización. 

SOLUCIóN DE  HCI 

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

solución se guardó a 4OC hasta su  uso. 

SOLUCIóN ESTANDAR MIXTA  DE DlACETlLO Y A.G.V 

De  las  soluciones  concentradas  se  tomaron alícuotas  convenientes para  preparar un 

ml de cada  solución  mixta  con 1, 3, 5 ó 10 pmolll de cada compuesto,  para lo cual  se 

utilizaron viales de 2 ml. Las  soluciones se acidificaron  hasta  un pH  de 2.0, 

adcionando 50 pI de la solución de HCI. Finalmente, el volumen  en cada  vial  se llevó 

a 1 ml con  agua  desionizada.  Las  soluciones estándares mixtas  se  prepararon un día 

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

SOLUCIÓN BUFFER DE FOSFATOS 0.05 M. 

Se disolvieron: 0.0275 g de NaH2P04 y 1.3530 g de Na2HP04  en 1 O00 ml de Hz0 

desionizada, y se  ajustó  el pH a 5.5. 

SOLUCIÓN BUFFER DE FOSFATOS 0.2 M 

Se dtsolvieron O 11 g de NaH2P04 y 5.412 g de Na2HP04  en 1000 ml de agua 

desionizada, y se ajustó  el pH a 5.5 (Sen y Chakrabafty, 1984, Shimazu et al., 1985). 

SOLUCIóN DE ALMIDóN EN BUFFER DE FOSFATOS 0.05 M 

Se dispersaron O 72 g de almidón soluble en 500 ml de buffer de fosfatos 0.05 M. La 

solución se calentó hasta gelatinizaaón del almidón, se enfrió y se afor6 a 1000 rnl 

con el mismo buffer. Se conservó esta solución a 4 O C  por no mas de un día 

SOLUCIÓN DE ALMIDóN EN BUFFER DE FOSFATOS 0.2 M 

Se preparó Igual que la solución anterior, pero en buffer de fosfatos 0.2 M 
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SOLUCIóN ESTÁNDAR DE GLUCOSA EN BUFFER DE FOSFATOS 0.05 M 

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

por no más de  un día  a 4OC. 

SOLUCIÓN ESTANDAR DE GLUCOSA EN BUFFER DE FOSFATOS 0.2 M. 

Se  preparó  un solución de  glucosa  de manera  similar  a la anterior, pero con una 

concentración de 1.1 g  en 1 O00 ml de  buffer de  fosfatos 0.2 M. 





ANEXO 3 

ELABORACIóN  DE  CURVAS  DE  CRECIMIENTO  DE Pd, pentosaceus 

Y DE Lb. acidophilus EN  CULTIVOS  SUMERGIDOS  DE  GLUCOSA. 

PREPARACIóN DE LOS CULTIVOS. 

Estos  cultivos se realizaron  con el objetivo  de  caracterizar  las curvas de crecimiento 

de las  bacterias  lácticas por medio de  tres  distintos parámetros. Se utilizó un caldo 

de  glucosa preparado de manera similar al caldo  de  almidón para los inóculos,  salvo 

que  se omitieron  el  almidón y el CaC03,  además  de  que la  concentración  de  glucosa 

se  incrementó a 15 911. 

Los matraces con caldo estéril se  inocularon  con asadas  cargadas de cultivos 

axénicos de conservación de Pd. penfosaceus o de Lb. acidophilus y se  incubaron a 

32"C,  agitando  a 120 r.p.m. En  cada cultivo  se  realizó  un muestre0  asbptico cada 4 h 

durante 48 h, para  determinar crecimiento  microbiano por: turbidez,  peso de biomasa 

seca y cuenta  viable en placa. Los cultivos y los  análisis se realizaron por  duplicado. 
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CUANTIFICACIÓN DE CRECIMIENTO  MICROBIANO. 

CUENTA VIABLE  DE  BACTERIAS LACTICAS. 

De los cultivos sumergidos se tomaron  asépticamente muestras de 1 ml  por 

duplicado, y se procedió  a determinar  la  cuenta  vlable siguiendo la metodología 

Indicada en el capitulo  de Métodos. La curva  de  cuenta vlable  de f d .  penfosaceus 

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

DETERMINACIóN DE 1URBIDEZ DEL  CALDO  DE  CULTIVO 

Para  deterrnlnar  la  turbidez  de los cultivos  axénicos  se  midió  la absorbancla  de 

muestras  de  caldo  a 600 nrn en un espectrofotómetro JENWAY modelo 6105 

U V.Nls, habiendo callbrado  con caldo no inoculado. Las curvas  de  crecimientc de 

Pd pentosaceus y de Lb acidophilus se  presentan  en las Figs. 24 y 25, 

respectivamente 

DETERMINACIóN DE  BIOMASA  SECA. 

El peso  de la biornasa  seca  de  esos  mismos cultivos se cuantificó  filtrando  alícuotas 

de  caldo  a  través  de membranas estériles  Mullipore@,  con  poro  de 0.22 pm Cada 

mrcrofiltro con biornasa se secó a 90°C  hasta  peso  constante y el peso  de la biomasa 
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O 10 20 30 40 50 60 

tiempo (h) 

Fig. 24 Curvas  de  crecimiento de fd. penfosaceus en medio  de 
glucosa.  Cultivo  axénico  para  inoculo 

- QD - Ln (UFClml) + X (gll)  x 100 d - A b s .  x 100 
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Fig. 25 Curvas  de  crecimiento  de Lb. acidophilus en medio de 
glucosa.  Cultivo  axenic0  para  inóculo 

4 - Ln (UFClml) 4 X (g/l) x 120 d - A b s .  x 100 



seca  se  calculó  por diferencia  de  peso. Los resultados también fueron graficados en 

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

CÁLCULO DE LA CONCENTRACIÓN DE CADA CEPA EN LOS  INÓCULOS  PARA 

LOS  CULTIVOS  EN MAíZ. 

Se  prepararon posteriormente  cultivos  axénicos  de 36 h en medio de glucosa para 

iniciar los cultivos mixtos de la Za Serie de maíz, y para los estudios  cinéticos en 

masa  de  maíz.  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. penfosaceus (Fig. 24) y para 

Lb. acidophilus (Fig. 25). Con los datos leídos se calcularon los volúmenes  de los 

caldos  de  glucosa requeridos para proporcionar la  cantidad de microorganismos 

deseados,  según el disetio experrmental. 
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ANEXO 4 

ARTíCULOS PUBLICADOS 

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

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): 129-1 37. 

0 Escamilla  Hurtado, M.L., Tomasini  Campocosio, A., Valdés Martinez, S. y Soriano 

Santos, J.  1996b. Importancia del diacetilo en los aromas  producidos por 

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

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. Microb~ol. (En  prensa). 
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ser incidentes en relaci6n con la  finalidad capital del artkulo. 
de Io contrario esta infonnacidn corre peligro de pasar ioad- 
vertida. 

Cuando presente resultados experinlentales. deberd indicar 
el nletodo empleado y. si Cste es nuevo, se darin los princi- 
pios fundamentales, el t ipo de  operaci6n  y el grado de exac- 
titud. Se  evitarán frases como “se discuten los resultados”. 
“se presentan hip6tesis“.  “se dan datos sohre”. 

3.6 Referpncias bibliogdlicas. El arreglo bibliográfico de 
los trabajos cientlficos  se  realizará ordenando cn forma al- 
labética numerica por autores  y su presentaci6n sere en una 
lista al final del trabajo. En el texto. las referencias se cita- 
ran con números Indices correspondientes a los númcros de 
ordenación de la lista bibliográfica. 

Para la presenlaci6n de  las  citas  se adoptarán las siguien- 
tes normas: 

a) para artlculos de publicaciones periidicas: ( I )  apellido 
e iniciales del primer autor, (2) iniciales  y apellidos de los 
coautores separados por punto y  coma (;) y cl último prece- 
dido por el slmbolo &. (3) alo   de  publicaci6n. (4) tltulo del 
trabajo. (5) nombre de  la revista abreviado de acuerdo con 
Bibliograpllic Guide  for Editors and Authors (American Che- 
mical Society, lY74j. (6) volumen, página inicial y página 
final. 

b) para libros: ( I )  apellidoe inicialesdel autor. (2) inicia- 

(:) y el último precedido por el slmbolo &, (3) año  de publi- 
les y apellidos de los coautores separados por punto y coma 

cación. (4) título del  libro, pdginas precedidas por p. y  se- 
paradas por un gui6n. (5) número de  edici6n si no es la 
primera, (6) casa editola, si el editor del material escrito apa- 
rece tambikn como autor responsable del mismo llevara des- 
pues de su nombre la palabra abreviada (ed.). (7) lugar de 
la publicaci6n. 

c) para capítulos de libros: ( I )  apellido e iniciales del autor, 
(2) iniciales y apellidos de los coamores separados por punto 
y  coma (;) y el último precedido por el slmbolo &, (3) año 
de la publicaci6n. (4) titulo del capítulo, (5) peginas prece- 
didas por p. y separadas por un gui6n. (6) inicial y apellidos 
de los editores precedidos por  la palabra In: y seguidos por 
(d.), (7) tltulo del libro, (8) número de dici6n.  (Y) casa 
editora y lugar de  publicaci6n. 

Observar en los ejemplos la puntuaci6n y posici6n: 

1 .  

2. 

LOWRY. O.H.;  N.J. ROSEDROUGH; A.L. FARR & R.J. 
RANDALL. 1951. Protein measurenlent with the Folin 
phenol reagent. J. BIOI. Chem 193: 265-275. 

safety in clinical  microbiology, p. 49-58, In. A. BA- 

ISENBERG & H.J. SHAD~MY (ed.). Manual of Clinical 
Lows; W.J .   ~IAUSLER.  JR; K.L. HERRMANN;  H.D. 

Microbiology. 5th ed. American Society for Microbio- 
logy, Washington, D.C. 

GR~SCIIEL. D.H.M. & B.A. STRAIN. 1991. Labontory 

4. EL MANUSCRITO. Los trabajos serán lo más corto posible 
y solamente con autorizaci6n  especial del Conlit6 Editorial 
se publicarán artlculos con mes de 15 páginas, escritas en 
papel formato carta (8” x 11. 6 21.5 x 28 cm) con má- 
quina esllndar, o en computadora con un procesador de 
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textos Works,  Word, AmiPro o Word Perfect. espacio doble 
y nrirgenes de 3 cm. Se presentarán el original y dos copias. 
Se recomienda escribir cada resumen y cada tabla en  una 
hoja separada, las leyendas de  las figuras estarán reunidas 
en una hoja aparte. 

S .  LAS T A B U S .  Deberán estar numeradas y tener un título 
explicativo y deberan ser entendidas por sl mismas sin tener 
que recurrir al texto. Ninguna casilla quedara vacla. la ausen- 
cia de datos nurnkricos deber& ser representada por: 

O. cuando el fen6meno Ocurre pero su expresidn es tan pe- 
queña que no alcanza las  unidades expresadas en la tabla; 

-, cuando el ienónleno no ocurre o cuando el  dato e: des- 
conocido y no se afirma si el fendmeno ocurre o no. 

6. FIGURAS. L a s  gráficas y dibujos debersn ser trazados con 
tinta china negra sobre papel blanco. albanene o hilado o pre- 
sentarse en forma equivalente en impresoras laser o de in- 
yecci6n  de tinta. Las Ilneas, números y letras deberin  tener 
el grosor que permita su reducci6n sin perder la nitidez. No 
se admitirán figuras trazadas en papel milimetrico. Las fo- 
tografías deberan ser copias bien contrastadas e impresas en 
papel brillante. pegadas en hojas tamaño carta. Todas  las  fi- 
guras se enumerarán en una sola secuencia con números ari- 
bigos progresivos. 

7. PUBLlCACl6N. Los editores iniormarán por carta  a los 
autores sobre la recepcidn de manuscritos, su aceptacihn por 
el Comic6 Editorial. sugerencias para el perfeccionamiento 
del texto. etcCtera. 

8. COSTO. Se  harl u n  cargo de US $ IO por página impresa 
y opcionalmente de US $ I 0 0  por 50  sobretiros o US $ IS0 
por 1 0 0  sobretiros. 

Los manuscritos y correspondencia deberh ser enviados a: 

Revista Latinoamericana de Microbiologla 
Apartado postal 4-862 
O6400 MCxico. D.F. 

MEXICO 

Se requiere de los autores que además de su direcci6n pro- 
porcionen su número telef6nico  y  de fax. Además la ver- 
si611 final del trabajo dcberd acompañarse del diskette  que 
contenga el texto completo en un procesador Works,  Word, 
AmiPro, o Word Perfect en versiones recientes. 

La aceptacidn de los trabajos dependerá del curnplimien(o 
de los siguientes aspectos: 

- aprtaci6n valiosa al conocimiento para los microbid- 

- planteamiento claro  de  objetivos. 
- mostrar un conocimiento amplio de la bibliografla  rela- 

- cumplimiento de las instrucciones a los autores. 

logos. 

cionada. 
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Diacetyl Formation by Lactic 
Bacteria. 

'Departamcnlo de Blotecnologia, Universidad Autónonu Metropolita- 
na-lrlapalapa Apanado Postal j 5 - S 3 S  C P 09340 ILlapalapa, D F. 
MEXICO. 
'Facultad de Estudlos Superiores-('uautlllán, Canlpus-I. Universidad 
Nacional Aut6noma de Méxtco CuautillAn, Edo México MEXICO 

Diacetyl or 2,3-b~1tanedione (ClI,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, cofee, strawberry  and 
milk ~hakes'~.' ' Ifowever, 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  leadlng  the  food  industry towards 
the use o f  naturally produced flavors  Iliacetyl  is  obtained 
through  fermentation as a nletaholic  product of certain  lactic 
bacteria In this  instance,  besides  diacetyl  which  is the main 
product, other metabohtes are produced  which together give 
the butter llavor In  this  tashlon one can  obtain  this  tlavor 
without the addition of other substances This  is  the  basis of 
the  interest I n  fla\,ors 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"  Iliacetyl  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- 
chersj'." 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 o f  the  acompanying 
compo~nds~”~. This  review  deals with the 
study o f  the biosynthesis  and  the  mecha- 
nisms  involved in the  formation o f  diace- 
tyl by 1actic.bacteria. 

B r ~ W . M t c ~ . .  MECHANISMS FOR THE FORMA- 

TION OF OtACEfYL BY LACTIC BACTERIA . .  

Milk:. Certain:  bacteria-.which  satisfy  their 
energy  needs  with  an  efficient substrate,’ 
may form diacetyl i f  another  carbon  sour- 
ce’  is  simultanemsly  assimilated. This 
kind o f  metabolism  was  initially  observed 
in milk substrates  because o f  its impor- 
tance in the  food  industry. It has  been 
observed in hctococcus lactis subsp. 
lactis biovar diaceylactis (formerly 
Sireptococcus diacerylactis), Leuconos- 
toc cremoris (formerly L.. citrovurwn), L. 
luctis and  other lactic  bacteria when si- 
multaneously  consuming citrate and lac- 
tose (or added glucose), form  an excess 
of pyruvate. Excess pyruvate  is  not  used 
to recover N A D ’ ,  but it is transformed in 
diacetyl  through  oxidative  decarboxyla- 
tion of the  intermediary acetolactic acid 
and the participation of thiamine pyro~ 
phosphate (TPP)J*””Lo3*’. An alternate 
path in diacetyl  biosynthesis  is from ace- 
taldehide to  acetoin and acetyl-coenzyme 
A, skipping a~etolactate~. Figure 1 
shows  two  possible  pathways in diacetyl 
formation. 

The  rate of reaction  for  the  first 
pathway is intimately  related with the 
efficiency of the citrate transport  system 
at  the  membranexu. Citrate stimulates 
glucose consumption by Loctmoccus 
spp. and Leuconos:m spp. with a  conse- 
quent increase in growth rate  probably 
because citrate favors  the  biosynthesis o f  
some  cell c~nstituents’~’~”. Diacetyl 

formation is accompanied by the  appea- 
rance o f  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 fhe  malolactic  fermentation  rate”. 
A close relationship  has  been  observed 
between  citrate  consumption  and  diacetyl 
formation  during  malolactic  fermentation. 
Diacetyl  formation in Leuconostoc  me- 
serrteroides subsp. lactomm, involves 
transformation of  citrate  to  oxalacetate 
bythe enzyme  citrate  lyase,  then  pyruvate 
and acetolactate and  fipally  diacetyl with 
TPP parti~ipation”~~’ (Fig. 1). 

The  presence of  malate  diminishes 
the  asimilation  rate of  citrate in cultures 
of  Leuconostoc‘ oenos and I.actobucillns 
brevis, probably  due to  a common  carrier 
at  the  plasma  membrane  which  favors 
malate3’.  Another  metabolic  finding i n  
Lelrconostoc mesenferoides. is that-during 
malolactic  fermentation it. derives  energy 
from  malate  degradation  even in the  pre- 
senqe of  sipple sugars  since  the  assimila- 
tion  rate o f  sugars.  is  inhibited in acid 
environments”. bnce 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 ocum in milk. 

Cider is  another  example of citrate 
consumption by malolactic  bacteria 
starting  between  five and sixty  hours after 
fermentation  begins. This kind of metabo- 
lism contributes to the  development of 
pleasant  flavors3’. 



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” 

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 
Lactobacrllus spp. and by Lactococcus. 
lactis subsp. lactis biovar diacetylactis 
are specific  for  NADH,  whereas those o f  
“Lactococcus lactis subsp. íactis are spe- 
cific  for NADPH. Moreover, Leuconos- 
IOC paramesenteroides forms  enzymes 
that  can  act  with  either  coenzymeq.  This 
is not  the only pathway  for  diacetyl de- 
gradation. Some strains (Lactococcus 
lactls subsp. lnctrs and Lactococcus lac- 
11s 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- 
rial  strains’* In Leucot~ostoc lactis some 
energetic molecules  and  intermediary 
compounds from glucose metabolism 
d u b i t  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 P P .  

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  diacetyl for- 
mation  after 15 hoursZt. 

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 coitrast with 
the rate of  acetaldehide formation whch 
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 fatu, and 
dhokla”.  Nevertheless, in corn meal fer- 
mentation”.I6 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 brews and L. hrlgar- 
du 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,  diacety! reductase and  acetoin  re- 
ductase,  become activated, thus diacetyl 
is transformed into  acetoin  and  this in 
turn into 2,3-butanediol“ 

El I-LCl 01: MICRODIAL GKOUPS, NUlRllIONAL 
AND ENViRONMENTAL FACTORS ON DlACETYL 
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 tlavor pro- 
duction.  The most  important factors are 
discussed below. 



Strains: Lactic bacteria have  different  ca- 
pabilities for diacetyl  formation, 
Leuconostoc  cremoris and Lactococcus 
lactis subsp. luctis biovar. diacefylactis 
form  the highest  levels of diacetyl in  dairy 
products.  Other important  species in dia- 
cetyl production  are Iactohacillus del- 
bheckii subsp. bulgaricus (formerly L. 
bulgarims), L. helpetiois. Streptococcus 
salivarius subsp fhermophilus (formerly 
S.' fhermophilus) and some strains of 
L.uctococ.cus lactis . subsp. cremc- 
ripKw4" .(Table 1) 

. In the malolactic  fermentation of 
wines, strains producing  diacetyl are 
Leuconostoc oenos, L. mesenteroides, L. 
cremoris, L. dextronicwm. Pediococms 
cerevisiae, P. pentosaceus.  Lacfobaci!lus 
buchnerii, L. planfamm, L. fermenfi, L 
delbrueckii, L. casei, L. brevis and L. hil- 
gardii" l'. 

The accumulation o f  certajn fla- 
vors may  be @proved  through  the inocu- 
lum raiio 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  productionu. This 
effect  is  also observed when milk is ino- 
cúlated with a concentrated lyophilized 
starter culture, diacetyl  reaching up to 8 
to 8.4 mg.Kg" in only two hoursY. 

The presence of starter strains of 
fast acid  production  favors activity  of 
Leuconmtuc  cremori? in mixed cultures, 
since this increases growth rate as well 
as diacetyl  yieldw. 

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

contains O. 15 to O. 18 % citrate and it is 
recommended to increase  its concentra- 
tion u p  to 0.30 to 0.38 % since it has 
been found that under these conditions 
lactic  bacteria  form up  to 300 % more 
diacetylJ~'O~". 

Fruit  musts  need  not  added citrate 
because  their  .natural content is high. In 
these  cases, it is recommended to use 
musts  with low citrate content or to use 
low  actiGity strains to avoid  excessive 
diacetyl formation  during. malolactic 
fermentationB. 

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 
/,euconostoc spp. strains". In contrast, 
I.acfococcus lactis in anaerobic culture 
with excess  glucose produced lactate 
without forming acetoin or diacetyl. 
However, in a chemostat  with  limiting 
glucose  and moderate aeration  produc- 
tion  of  both  metabolites  was  clearly 
increased' 

A culture of  Slreptococclrs sal¡- 
varlus subsp. thermophilus in milk with a 
low  inoculum, O. 1 %O 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 
replacement". 
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Some  culture medium  consituents 
have  an  effect  on the metabolic  pathways 
of bacteria For. instance, Lactococm~ 
lactis subsp. lactis biovar. diace+Vactis 
and 1,eltcotrosfoc  Iactis use the acetolac- 
tate  pathway for: acetoin and diacetyl 
biosynthesis when  they are  deficientin li- 
poic acid (Fig: l)934. Addition  of  acetal- 
dehyde, lactate and-  ethanol . in 
concentrations up to 30 mM do  not  affect 
the activity of acetolactate synthetase, 
which is necessary in the metabolic  rou- 
te9. 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  diacetyP. 

In wine,  ions M$’, Coz+, BaZ’  and 
Caz+  enhance diacetyl  and  acetoin  pro- 
duction via citrate by Lelrcorroitoc me- 
serrferoides subsp. lactosum. Whereas 
ions Cu”, Fe”,  Fe”, SnZ’ and the  organic 
compouds L-cystine  and  acetaldehyde are 
inhibitors.  Besides,  Mg”  ions are involved 
in the  protection of Lrlrcorrustoc luctrs 
and Lactobacillus plantarum against  the 
toxic effect of oxygen  improving  the  yield 
of acetoin4’. 1.actocOdinrs Iactis subsp. 
Inctis, can  form  diacetyl  anaerobically in 
the  absence of citrate if the  medium  Man 
Rogosa Shape (MRS) is  supplemented 
with  Cu2’ ions or heminu. 

Redox potential and owen:  Diacetyl 
formation is favored by aeration,  since 
raising the redox potentidthere is an in- 
crease of acetolactate .synthetase  activity 
2 to 2.5 fold. Under  reducing  conditions, 
aside  the inhibition  of  the  enzyme, the 
product is transformed by reductases  into 
odorless products,  2.3-butanediol  and 
acetoin’-? Moderate aeration ( 1  wni 

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  befol 
re storage to prevent  flavor IOsses2*”. 
Prolonged  maturation of cheddar cheese 
diminishes diacetyl content because the 
protein  degradation  releases sulfhydryl- 
containing  compounds which  lower the 
redox potential to values  of lZ,,= -200 
mV“. 

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’? 
Lactococats  lactp subsp. latris biovar 
dacrtylactis 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 
o f  the main  enzymes citrate lyase, aceto- 
lactate synthetase,  diackyl  reductase and 
acetoin  reductase  are 6.0, 5.5, y 5.7, 
respectivelya. 

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 
Leltcotrostoc  mesenteroides is between 
3.5 and 3.8“. Although  cell fie extracts 
of J.eucotmytoc mesenteroides subsp. lac- 
tosum, showed that citrate lyase activity 
was in the range of pH 4 to 8 with an o p  
timum at 64J 
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TABLE 1 
Principal  microorganisms  producers of diacetyl 

Microorganism Substrate Reference 
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. 
diaceqlactis . 

Lactococcus lactis mbsp lactrs 

Streptococcus. salivanus mbsp. 
thermophrlus 

Leuconostoc  crenroris 

Leuconostoc  oenos ' 

Leuconostoc  Irresenteroides 

Leuconosroc  rne.ienteroides s u m  lactosunr 

Leuconostoc  Jextianrcutrr s u m  wnnnurn 

Leuconostoc dextrnicutrr 

Leuconostoc Infrequens 

Leuconostoc lactis 

Lactobacillus dclbrueckii subsp bulgarrcus 

Lactobacillus delbruecki 

Lactobacillus hilgardii 

lactobacillus buchnerii 

Lactobaullus fenlrenturn 

Lactobacillus clelhrueckir . 

Lactobacillus case¡ subsp rhnrnnosus 

Lnctabacrllus breris 

Pediococcus cerewsiae 

I .  27, 28 
36 ,37  
48 
42 

24 

7 
6 
30, 46 

- 8  

27,  34. 35 
36.37 
19, 36,  37 
12, 34.35 
43 

13.45 

12. 
22 

45 

45 

27. 34, 35 

15 
9 

30.46 

12 
43 

12.45 

12 
43 

22 

12.45 

21 

12.45 
43 

12.43 



7emperarure: This variable does not  fa- 
vor equally flavor production  and  acidifi- 
cation. For  instance, in ghee the optimum 
temperature  for growth of Lac~ococcus 
lactls subsp. lactis biovar diacep1acti.s is 
30 "C whereas for diacetyl  production it 
is 22 "C". The  temperature for the  pro- 
duction o f  this compound during milk 
fermentation by mesophilic organisms is 
between'l8 and 24 "C, but Streptococclts 
salivarim subsp. lhennophilus and Lac- 
lobac,illus  delbrueckii 'subsp. bulgaricus 
produce  larger amounts at higher  tempe- 
ratures, 40 to 42"C"9.". 

Eflec~ of a; Studies carried out with 
L~CIOCOCCUS lactis subsp. lactis biovar. 
diaceplaclis grown in milk have  shown a 
close relationship  between a,, decrease 

and microbial growth rate in a range of 
0.98 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- 
tion3. Microorganisms  better 'suited to 
low a,,, in a natural  way,  such as malolac- 
tic bacteria of wine""' h d  cider", or Pe- 
~IMMCUS haluphilus in soy  sauceu, 
show a high metabolic  activity  even  at 
very  low a, values. 

The metabolic pathways for diace- 
tyl biosynthesis are well known, both in 
wine or milk 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  rnetabotites 
in lactic  fermentations  which w i l l  reduce 
costs and  increase  efficiency of the  pro- 
duction  processes of butter-like  flavors. It 
is  possible  then, to o&r to the food in-. 
dusty natural  flavorings at low costs 
which  will  benefit  the  comurners who will 
get foods without  artificial  ,additives in 
them. .- 
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I Importancia del Diacetilo en los Aromas Producidos por 1 ~ ~~~ 

Relevance of Diacetyl in Flavor Produced by Lactic-Fermentation 

M.L f i c m i l n - H d o * ; A .  Tomasini-Campocosio'; 
S.E. VaId¿+Mnrrlna** y J. Soriano-Santos'. 

* Depto. Biotecnologia,  Universidad  Autonoma 

A.P. 55535. C.P. 09340. Iztapalapa. D.F. MBxico. 
Metropolitana-lztapalapa. 

" Facultad  de  Estudios  Superiores-Cuautitlán. Universidad 
Nacional Aut6noma de Mexico. Cuautitlán.  Edo. Mexico 
Mexico. 

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 biotecnolbg~cos. La presente es una 
revisi6n actualizada sobre la importancia del  diacetilo 
como principal componente  del aroma tipo mantequllla 
que se doma durante la ferrnentacion lactlca de los 
alimentos.  Se discute también la tunaon. ventalas y 
desventajas  de este compuesto  en los productos Iác- 
teos.  las bebldas alcoholicas. los vegetales ensilados 
y los substratos amilaceos. Se revisa  brevemente  la 
legislacion relaclonada con la aplicacion  de  ingredientes 
saborizantes naturales;. y en la ultima seccion.  se 
menclona la sltuacion del diacetilo usado como  adltivo 
por  la industria alimentaria mexicana. 

Palabras claves: Aroma, diacetilo. lementacion- 
Iáctica. legisiación. mexicana 

Summary 

F e  demand of natural foods  from consumer 
has generated a great interest related to  the flavors 
and  aromas produced by biotechnological pro- 
cesses from the  academic and industrial sectors. 
The present review  deals  wlth the Importance of 
diacetyl.  as the mam  component  of  the  butter  aroma. 
a type that is generated durlng the lactlc-fermenta- 
tion of food products.  The function. advantages and 
disadvantages of this compound In milk products. 
alcoholic beverages, silage and starchy substrares 
are also discussed. Legtslation is revised briefly re- 
lated with the application of natural flavonng mgre- 
dients and in the  last  section,  the situation of diacetyl 
used as an additive for the Mexican Food Industry 
is mentioned.) 

(Key words Aroma. d~acetyl. lactic-fermen- 
tation, legislation. Mexican.) 

Introducción 

El creciente  interés  que  existe  de consumir 
alimentos naturales, ha  originado  una demanda de 
aromatizantes  preparados  por  procedimientos 
alternativos a la sintesis química. como son los formados 
durante los procesos biotecnologcos. Entre estos destaca 
la  nota aromática a mantequilla, cuyo componente  mas 
importantes  es sin duda  el diacetilo o 2.3-butanod~ona 
(CH3COCOCH3). El aroma  dominante de este 
compuesto  se complementa con una mazcla compleja 
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de otros como son:  la acetoina. el 2.3-butanodrol. la 
acetona. los acidos grasos volatiles y algunos mas en 
concentraciones traza.  que  en conjunto se percibe como 
el aroma a mantequilla nat~ral.'.'~'J 

Las forrnulaciones artificiales  con aroma tipo 
matequilla eran hasta hace poco las unlcas disponlbles 
en el  mercado;  sin  embargo.  no  es  facll  obtener 
sinteticamente 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.162s 28 5l.59 



lmportancla del Diacetilo en los aromas Producidos 
por Fermentaci6n Lhctica 

, Vol. 311. NO. 2, 1996 

" -~ . c.- .. - .- " 

Existen grupos multldisciplmarios que se realizan 
grandes esfuerzos para que los 'aromatizantes de la 
nueva generaclón" tengan  un  costo atractlvo, al lnclufr 
en la mlsma presentacion,  además de las funclones de 
aromatlzaclon  natural.  las  de  emulsificaclón,  humectaclon, 
estabdizaclon.  extensión, etc.'63'.G'-w. 

En este  trabajo  se  revisa la Importancia del diacetilo 
ccmo componente en los perfiles aromhticos que se 
desarrollan durante la fermentación láctica de diversos 
alimentos. 

Tamblen se revisan algunos aspectos legales, 
relacionados con la producci6n y aplicaci6n del diacetilo 
como aditivo alimentano y se mencionan algunos datos 
sobre la situación  actual de la  industria  mexicana 
relacionada con la  aplicación  de este compuesto. - 

Función  del  diacetilo  formado  en diversos alimentos. 
por  fermentación 

- .  

Productos liicteos: En la ferrnentaci6n  de la leche 
destinada a la  elaboración  de mantequilla, quesos fres- 
cos, queso cottage y leche-mantequilla se emplean las 
mismas mezclas de iniciadores mesofilicos para acidificar 
y desarrollar la nota aromática tipo mantequilla.31 -El 
dtacetilo formado con un cultivo iniciador puede alcandr 
un  nivel  entre 2.7-3.8 mg 1" en  la leche y esta 
concentraci6n puede  elevarse hasta 18 mg 1-I, cuando 
se modiflca el proceso  tecnologico o se aplica una cepa 
htperproductora. 23.284'.M preferentemente,  resistente a los 
anl~b~óticos.' La concentraci6n  de este aromatizamante 
puede cambiar durante las operaciones posteriores, 
alcanzando en el queso  cheddar niveles hasta de 20 rng 
Kg',' mientras que en el cottage y en la mantequilla el 
:ango de concentración de 2-2.5 mg Kg'. es considerado 
suiiclente para los productos de buena calidad. 13za3.M 

En forma  similar,  el  ghee  que  es  un producto tradicional 
hmdú preparado por maduración de grasa de leche 
clanficada, presenta  concentraciones de diacetilo entre 
1 S-2.9 mg Kg"." En el yoghurl natural o edulcorado. este 
compuesto es el segundo  en importancia en el aroma, 
encontrándose  normalmente  entre 0.5-1.5 mg 
Kg.', l 5  6r aunque  algunas  veces llega hasta 13 mg Kg.', 
dando una sensaci6n pungente y en consecuencia, 
sensorlalmente inaceptable.u,w La concentracion de 
dlacetilo  que  presentan  las  leches-mantequilla 
comerciales es muyvariable, pudendo fluctuar  entre 0.56- 
5.1 mg l.'. 

Extste en el  mercado  algunos concentrados con 
aroma a mantequilla, a crema o a queso aprobados por 
F.DA., los cuales  son  elaborados por fermentación de 
substratos  idcteos  con  formación  de  diaceti- 
lo Generalmente los voldtiles  de  estos cultivos son extrai- 

dos por destilaci6n al vapor y en ,xasiones. la nota  aromd- 
tica se modifica con ensayos enzimáticos  antes de conce- 
trarlos. Estos extractos se refuerzan frecuentemente con 
sustancias artificiales y logran un  efecto  global  mas fiel 
que los aromatizantes s ~ n t e - t ~ c o s ~ ' ~ ~ ' ~ ' ~ ~  . 

El diacetilo tiene además de su olor suigknerls,  la 
capacidad  de impartir una se:isación de cremosidad y 
delicadeza en  productos como  yoghurl.  helados,  leches 
malteadas y otras bebidas. Esta fukión es  especialmente 
importante en los alimentos'bajos en grasa, en donde 
los aromas  se  intensifican frecuentemente a niveles 
indeseables por  tener  una polaridad mes elevada  que la 
de los sistemas  originales, lo que ocasiona que los 
componentes oleosolubles sean mas volltiles. En estos 
alimentos, el diacetilo contribuye en la resolución del 
problema  al  dar una sensación olfativa y gustativa  de 
armonia,  englobaldo y suavizando a otras  notas 
arom8ticas. 14JeAdemAs, siendo eldiacetilo un compuesto 
polar no se desestabil i i  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  tecnol6gico  que permite integrar mas  eficien- 
temente los aromas considerados ,"delicados'  como el 
mencionado,  tanto a alimentos grasos o acuosos,  es 
incluyendolos  en microcápsulas a base de  almidones 
cerosos modificados." 

La producción de diacetilo  por  las  bacterias ldcticas 
se ve  acompanada de otros compuestos,  entre  ellos 
destaca el acetaldehído. que  en el yoghurl es  considerado 
como el  aromatizante principal y se  presenta  en  un  rango 
de concentración entre 1-45 mg Kh". dependiendo  de  la 
cepa y de  las condiciones de c u ~ i v ~ . ' ~ ~ ~ .  El acelaldehido 
imparte un  agradable aroma a avellana y un sabor fresco. 
que  sensorlalmente es  mas  aceptable cuando se 
encuentra en  una concentraclon entre 10-41 mg 
y una  relac16n  de acetaldehido: diacetilo entre 1:l a 
1.45:l ,2'60 aunque  en algunos productos comerciales 
puede ser hasta  de 33:1, confiriendo una  sensación 
gustativa irritante y herbacea.x.m 

En  el  yoghurt se han determinado mas de 30 
compuestos volltiles  en  el ycghurt con menor  impacto 
aromático. Algunos son biosmtetizados por las bacterias 
Iácticas. como la acetona (0.2-5.2 mg Kg'), ¡a 2-bulanona 
y los dcidos orgánicos de cadena corta (C,C,); otros 
compuestos  se  forman  por  degradacih termica de 
compuestos orgPnicos diversos. 's2'.60 Los  compuestos 
rnds 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 (26.5 veces), 
son inodoros e insipidos.a.60 

En  el  cultivo  de  leche destinada a producir 
mantequilla la concentraci6n de acetaklehido se presenta 



en un rango de 0.27-0.45 mg l.', y la  melor relaclón 
diacetilo: acetaldehido en  este  cultivo lluctua entre 3:l y 
8:1.zgd' Durante  las  primeras 6 h. se lorman  poco 
acetaldehido;  sin  embargo,  en los cultivos  que se 
prolongan  inapropiadamente hasta  22-24  h.  su 
concentración puede llegar a ser  de 6 a 10 veceS la del 
diacetilo."" 

Del queso cheddar se han  identificado  actualmente 
mas  de 200 compuestos volátiles.  pero los que definen 
su  aroma  característico de  manera significativa, son 
solamente tres: el ácido butirico.  el  metional y el diacetilo.' 

Los compuestos que  contribuyen a dar el aroma 
de maduración al ghee (grasa  láctea  clarificada de origen 
hindu) que sensorialmente son  masdeseables.  se  forman 

' en  las  primeras 18 h de fermentaci6n; éstos son: el 
diacetilo (2.9 mg Kg.'). el acetaldehido (1.6 mg Kg") y los- 
acidos grasos ,volátiles (1.3 mg Kg')." 

La necesidad de controlar los pefiles aromáticos 
formados durante las fermentaciones de los productos 
lácteos. ha motivado que  se  inviertan  muchos recursos 
en el estudio de las bacterias  Iáctkas;  algunos aspectos 
relacionados con los factores  que  afectan la formacidn 
del dicetilo y con las rutas metabolicas  de su biosintesis 
han sido discutidos por varios  autores.nz-mB 

Bebidas alcoholicas: La sensacion  por  el 
diacetilo, biosintetizado al  iermemtar  substratos de origen 
vegetal. tlene diferente aceptabilidad.  Los umbrales de 
detecclon olfativa de  este  compuesto  varian dependiendo 
de las bebldas alcohólicas y de la senslbilidad de 105 
evaluadores. slendo  entre 5 y 50 pg 1" en la 
de 20 ug 1 ' en whisky sintelico y de 50 pg 1.' en vino 
sintetico; pero con el efecto  sinergico  que da  el acetato 
de etilo al añadirlo al último  sistema.  el umbral puede 
disminuir hasta 12 pg P.9  

El contenldo de dlacetilo es  en promedio, menor 
. en las cervezas tipo lager (20-80  pg I") que en las de 

IIPO ale y stout (40-580 gg 1 '). En bajas concentraciones 
este compuesto contribuye al  aroma,  pero a partir de 200- 
250 1.191" en cerveza lager o pilsner, o bien, 450 p 1" en 
cervezas americanas. el olor a grasa  Iacteaque  desarrolla 
ya es inaceptable. Este problema  puede atribuirse a la 
actividad  de  las bacterias lácticas ylo de levaduras 
aerobias y cuando  se  presenta, el industrial se ve obligado 
a adicionar la enzima diacetil-reductasa, incrementando 
los costos de  producción.m." 

El  diaceilto formado durante la  lermentacion 
maloláctica  en el vino linto alcanza normalmente 
concentraclones entre 1-4 mg l . ' ,  a las  cuales  se integra 
y armonlza con el etanol y con  otros  componentes como 
los esteres de  acetato, el s.uccinato y el iactalo de  etilo. 
para aumentar la complejidad del  aroma. El conjunto 
constituye el apreciado  'bouquet  de  maduraci6n biológica' 

- .  

que eleva  la calidad sensorial del  producb2' u.5b63 Pero 
si el diacetilo alcanza concentraclones mayores de 4 mg. 
1 ' .  el olor se  vuelve  ina~eptable. ' -~ '  Cuando  la 
fermentación alcohólica del vino se realiza con un con- 
trol deiictente, las levaduras salvajes pueden formar 
diacetilo y acetoina; en estos casos no es  recomendable 
madurar biológica o quimicamente el producto.  pues  la 
concentracidn aditiva de los compuestos mencionajos 
podria  llegar  hasta 37 mg l. ' .  que,es un  nivel 
sensorialmente indeseable." 

Ensilados  vegetales:  La  velocidad de 
fermentacion  de  la  col  agria  tjene  efecto en las 
caracteristicas  sensoriales  del  producto; siendo el 
proceso de encurtido lento el  mas apropiado, formando 
acidos IaCtico. acético y succinic0  como productos 
principales' y desarrollando aromas suaves como el que 
imparte el diacetilo, el  cual se detecta en los primeros 
d ías. El proceso rApido por  otro  lado, favorece la 
acurnulaci6n de Acidos grasos que  son los responsables 
de los olores desagradables a 'zapatera" o a 'queso"; en 
estos casos, el contenido de los volátiles de cadena  corta 
(C, - C,J pueden llegar a una concentración de 990 mg 
Kg' y e! del ácido palmitico hasta 220 mg Kg', en  base 
seca. Enla fermentación rápida de peplnillos se  acumula 
aproximadamente el doble de estos compuestosZn 

Por  otro lado, durante el encurtido de  aceitunas 
se  forma unagran canttdad  de compuestos arornatlzantes 
y sin embargo. no se ha encontrado diacelllo. a pesar  de 
que e l  consumo  de cltrato (precusor del diaceido  en  otros 
alimentos). si se presenta.= 3' 

El te negro que se consume en todo  el  mundo  es 
un producto ensilado. el cual desarrolla una  gama  muy 
grande de compuestos volaldes (mas de 300). entre los 
que se ha detectado al dtacetilo." 

Substratos amiláceos: Entre los 150  cornpues:os 
volatlles que  se han identrllcado en el aroma  del  pan. el 
diacetilo  está  presente  aunque sln resaItars2 Por otro  lado. 
si se desea Impartlr un aroma tlpo mantequilla a los 
productos de panlficaclon. la concentracion de  dtacetllo 
necesaria en el producto terminado es  generalmente  muy 
baja (2.5 mg'Kg'): pero debtdo a que las  perdidas du- 
rante el horneado pueden alcanzar hasta 96%. este 
compuesto  debe  estar  presente  en exceso en las 
formulaciones iniciales.'6 

La  mayoria de  las  investigaciones sobre la 
fermentación Iáctica de los substratos amllaceos se han 
orientado al estudio de la acldificacion. al valor  nutritivo y 
a la  actividad  amilolitlca  de  las  cepas: cuando se 
mencionan  aspectos  relacionados  con ei aroma. 
generalmente son datos  subjetivo^.^^^' en el ogi 
nigeriano. que  es un enstlado de maiz. se ha detectado 
un aroma tipo yoghurt. z2'sm hacer menclcn al tlP0 de 
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compuestos aromatizantes. mientras que el gar¡  que  se 
elabora  de yuca. se obtiene mas bien una nota frutal. 
aparentemente debldo a la formación de los dcidos 
proplonlco y acetlco, ademas de otros compuestos como 
aldehidos y cetonas." El dhokla es  un alimento  tradicional 
hmdu  que se elabora por ferrnentactón láctica de una 
pasta de cereales y leche. adquiriendo un  aroma  tipo 
mantequilla  por  la  formación de diacetilo (5.2 mg Kg-')  y 
de acidos grasos volattles.13 

Durante !a !ermentacion Iáctica que  se  establece 
naluralmente  en  algunos  alimentos  tradicionales 
mexicanos corno el pozol. que  es  una masa de maiz 
nixlamalizada y fermentada,1' y en  el atole agrio detgrupo 
etnico  tzotzil. que se elabora a partir de maiz sumergido 
en agua durante vanos  dias." se han detectado aromas 
tipo  lácteos por pruebas sensoriales. predominando las 
notas butirica y a mantequilla." 

Algunos cult~vos de soya que imitaban el proceso 
del yoghurt. han sido inoculados  con exudados de 
ensilados de maiz. yuca y calabaza  y  aunque se 
desarrollaron aromas agradables tipo lácteo en todos los 
productos. no se detecto el olor tipo mantequilla en 
nmguno de ellos.'' Sin embargo,  este  aroma pudo 
lnduclrse  en  la leche de soya cuando se reforz 6 con 
acldo citrico al 0.1506. fermentando con cepas puras 
productoras de dlacetllo '2 

En el  cacao y productos  derivados, se han 
identlflcado aproximadamente 500 sustancias volátiles, 
muchas de ellas  aromatlzantes. La fraccion de los 
aldehidos y cetonas  (Incluyendo al diacetilo)  que  se  forma 
al  final  de  la  fermentaclón mixta. contribuye con una  nota 
frutal y  floral.  c3nvlrtléndose  en  un grupo sensorla1 
rnportante paca este producto; es-eiesta etapa  cuando 
se han detectado las mayores cuentas de bacterlas 
lactlcas I' u 

Aspectos legales 

El Mmsterio de Alimentos y Drogas  (FDA)  de los 
Estados  Unidos  de  América clasifica a los aromas en tres 
grandes  grupos:  en  prlmer lugar están los 'sintéticos" 
que a su  vez  se  subdivide en los que son  'idénticos a 
compuestos naturales" pero sintetizados quimicarnente. 
y los 'arttf~c~ales". que  no existen en la naturaleza; el 
segundo  grupo lo constttuyen los 'na!urales", que son 
los obten~dos de matenales vegetales o animales por 
procesos  fislcos. m~crobiológicos  ylo enzimáticos 
apropiados y por úllmo están los 'reforzados-. que son 
una  mezcla de los dos anteriores.' Este Ministerio y la 
Asoclaclón de Fabricantes de Sabores  y  Extractos 
(FEMA)  tncluyeron al  diacetilo dentrode la  lista  de  aditivos 
que  se denomlnan Generalmente Reconocidos Como 

~~ 

Seguros (GRAS). habiendo sldo registrado con  el No 
2370. De esta  manera,  permiten su apllcaclón como 
aromatizante artificial a  ciertos  alimentos, en las 
siguientes  concentraciones  rndximas: bebidas no 
alcoh6licas. 2.5 .rng I"; helados y nieves, 5.9 mg Kg'; 
dulces, 21 rng  Kg-';  productos homeados, 44 mg Kg'' 
gelatinas y pudines. 19 rng Kg' y chicles, 35 mg Kg'. 

Por su lado, el  Consejo Directivo de la  Comunidad 
Econornica Europea  emitió  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 países asociados.' De acuerdo a esta legislacidn, el 
diacetilo puro  entra  en la clasificación de 'sustancia 
aromatizante" ya sea  que  se hubiera obtenido por  síntesis 
química, o por un proceso m!crobiol6gicQ,por  otro  lado, 
esta  legislaci6n  indica -que si los aromatizantes se 
encuentran en extractos obtenidos de materiales  naturales, 
o sin extraer, entonces.se denominan a las mezclas 
"preparaciones aromatkmtes'.4s 

Con un m e n o  mas amplio, las reguladones que 
contempla el  Codex Alirnentarius" se originan de un 
esfuerzo a nivel internacional. con el fin de  unificar  criterios 
acerca de la  calidad  deseable  en los alimentos y sus 
procesos de elaboración. En la clasificaelón  de  aditivos 
alimentanos  se incluyen  a los aromas y sabores  naturales, 
a las sustancias naturales e ldénllcas a las  naturales  con 
estas funciones y tambien a las artrficiales;  sln  embargo, a 
ninguna  de ellas se les ha asignado hasta  el  momento, un 
número en el Sistema lntemaclonal de  Nurneracdn que 
maneja  esta  legislación.  Aunque no se menciona 
especificamente al diacetilo. si indica que los aromatizantes 
(naturales y artificiales) pueden añadirse al ycghurf a los 
quesos y a  productos  tratados por procesos termicos 
despues  de la fermentación. y su concentraclón  estara 
autolimitada por sus propledades sensonales y otras 
consideradas como "Buenas Prácf~cas de  Manufactura", a 
estos alimentos tamblen se les puede anadlr  bacterias 
lácticas  que desarrollen aromas. 

La Secretaria  de  Salud de  MBxicoY  regula  el uso 
de 'saboreadores o aromatizantes", claslfidndolos en 9 
categorias. el  diacetilo sintético puede entrar  en  varias 
de ellas basándose  en su presentaclon al  mercado  mas 
que en su origen  de obtenclon; aunque esta leg~slacdn 
no considera  explícltarnente  a los saboreadores o 
aromatizantes elaborados por lementaclón. 

Aplicacion  del  diacetilo  en  México 

El mercado para  los aromatlzantes con nolas t~po 
IActeo en  Mexico  es  notablemente importante pues  al 
aiio,  aproximadamente 2,000 Ton de alimentos 
procesador incluyen  en su formulaclon  a estos aditlvos. 
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Las industrtas del sector lácteo y las de productos de 
panllicación son las que mas utllizan los aromas a 
mantequilla  en México y en menor proporción. las que 
elaboran productos de confiteria y aloles. El dlacetllo 
forma parte tamblén de otros aromas, como los de 

dustria láctea y la  de  botanas. 
queso, que son demandados prmcipalmente por la tn- 

Las  presentaciones  artificlales  con  nota a 
mantequilla que  se  elabora  en  este  pais. son mezclas 
con 6 a 25 aromáticos  (componentes básicos 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 
tambien el djacetilo; el cual se  complementa con ácidos 
grasos volátlles. ácido láctico, ésteres y lactonas y se 
presentan  comercialmente  en  forma  liquida o en polvo. La 
dosiflcacion  recomendada de eslos  aromatizantes 
comerciales  fluctua  entre 0.1 - 0.3% para los alimentos 
liquidos.  mientras  que a los Sclidos se  les aitade 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  palmentarias quenas.  ya que  las 
medianasygrandespref~ren'nve~eneldesarrollodeperfiles 
mmaS  fieles y estables con ensayos m u l a r e s  realizados 
por grupos multjdiplinarios, en los que se evalua  no  solo  la 
concentracldn. stm tamblen  aspectos  relacionados con la 
selecclon  del  vehículo d e l  aditivo. las modmcaciones  durante 
el  prcceso. la aceptabldad y bs costos. 

El diacetllo no se  produce en Mexico2a y por lo 
tanto, debe importarse con un costo unitario intermedio 
en relacion al de otras  aditivos  artificiales. Sin embargo, 
como el nivel de  dosificacion  suele  ser m y  pequeño, su 
aplicación. no incrementa sensiblemente el  costo del 
altmento. 

Los gastss relacionados con la saborizacion artifi- 
cial.deb'én consider'arSB-como un-marco de referencia 
cuando se  pretende  sustituir los aditivos artificiales. por 
los derivados de procesos biotecnológico. ya  que  la 
altemativa debe  resultar igual o más económica. En el 
mercado de Méxlco hay disponibilidad de  productos 
blotecnológtcos de importación que imparte una nota 
natural. como los extractos con aroma a mantequilla o 
queso.  elaborados  por  procesos  enzimáticos o 
mlcrobianos. La  concentracion  recomendada de estos 
aromattzantes en los alimentos,  fluctua entre 0.5 - 2%. 
Aunque en el caso de los  productos  lácteos fermentados. 
es mas  frecuente  que  la  nota a mantequilla se desarrolle 
por  la  acción de inlcladores  lácticos  liofiltzados. 
especlalmente  preparados  para  cada alimento. 

Debe  considerarse  entonces,  que actualmente son 
los palses de tecnologta  avanzada. los que poseen los 

recursos para desarrollar aromas con dlacetllo  utlllzando 
procesos blotecnologicos de punta, de lo que se derlva 
que controlen su elaboracton y comercializacion en  todo 
el mundo, generalmente a traves de sus ftllbles. 

Conclusiones 

1. El diacetilo formado durante la  fermentacton 
láctica  imparte  una  nota  aromatlca  tipo 
mantequilla, la cual se  complementa  con  las de 
otros metabolitos que en con~unto, constituyen 
un  aroma "natural". 

2. La presencia de diacetilo es  deseable en los 
productos Iacteos, hacia los que se han orientado 
los principales avances cientificos-y  tecnológcos. 

3. En la mayoria de los alimentos fermentados  de 
orlgen vegetal; e!diacetilo formdparte de  notas 
aromáticas complejas aunque  en  este caso se 
encuentra en menor concentracion. 

4 .  La  aplicacidn  del  diacetilo como  aditivo 
alimentario está regulada por leglslaclones 
intemacionales. en donde se  enfatizan  segun 
cada pais. aspectos como la fuente,  las  dosis y 
las condiciones de uso. . 

5. Dentro de los aromáticos artifloiales  consumldos 
en México. el diacetllo es conslderado  uno de 
los mas  importantes  pues su demanda es 
extenswa: sin embargo. se debiera desarrollar 
procesos  biotecnologlcos  proplos para la 
producción-de aromas tipo  mantequilla. 
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MATERIALS  AND METHODS 

Bacter ia l  stralns 

/ -~ ' tvb ,u t l lus  ardophr lus  (strain IS48 (Jl IR-llansen), d n d  
I'dmmms p m t o w c r r . <  strain bll'lJ-l(l, previously isulJtcd 

I rwn  hleyican  c ider  (Vrrde eral. l')OS) wrre u x d  in l h t s  

w r k .  

C u l t u r e   m e d i a  

Thecompori t iun rrl'sturage medium was (gl" llistillcd I I & ) ) .  
4 l i c td inocu lu rn   h ro th   (X le rcd .  18.5; soIulrle starch. 5 ;  agar, 
15. and  vitamin  and  mineral sulutiun. 5 ml (indicated  bellow). 
Propagation  nleclium was used  fur  inocula  cultivation (g I ~' 
distilled C1,O): glucose, 5; soluble starch. I O ;  peptone  from 
casein, 2; yeast extract. 2; GCOI. 11.3; Kif IPU,. 0-2; 
&4gSO,.7t-I!O. I I . 1 ,  and  vitamin and mineral  solution, 5ml .  
t\ hasal medium w s  used in all main  cultures in which 
glucose. sduble ctarch.  yeast extract 2nd GCO, contents 
were  adjusted  accurdiug t o  the design in rach series. 

hiotin, fAOpg; folic : I d .  320pg; a caphule of Viterra-Phhp 
Vitamin  and milleral  colutiun \+xs prepwed hy  dissolving 

( ~ t i z e i )  and a capsule of Calandap (Atlantis). in 41) ml of an 

ethanoi / I120 ( I  :4, v/v)  solut ion.  Liquid  and sulid media 
were  prepared  according tu the usual  procedures,  adjusting 
the pH to 6-5 hefore  sterilizing at I21 "C for 15 min. 

Preserva t lon  of strains and Inocula prepara t ion  

Slants of cterile  precervation  medium were prepared in CUI- 
ture tubes and  inoculated  with  the strains; they  were  mcu- 
hated  at 31IY: fiw  72 11 and kept fur short spans at  4°C. F<lr 
lung-term sturage. w a i n s  were  cultured in plates ut  the \ame 
medium in similar  cunditions;  thcrralter. cclls were h a r \ e w d  
and sucpended in propag-ation medium; then, aliquots of 
0 7 n d  were  translcrred  intu 2-ml vials and I)  3 ml o f  stcrdr 
glycerol was added; the  mixture w s  frozen  at - 10 Y:. 

Erlenmeyer flasks wi th SI) ml of sterile  propagation mrd- 

o1 clther. /'?d. pmrmarrur bllTJ-II) or  Lvrr. ur:driphdur 
sum were  inuculated  with  lrenvy luups d a  72-h  clant  culture 

tlanscn 1748. These i n u c u h  were  incuhated  at 30°C dur ing  
18 h. with  ag~tat lon at 121) rev miñ:! 

S t a r c h   s u b m e r g e d   c u l t u r e s  

' l 'hrce  seria of suhmergrt l   cul tura  of   lact ic  acid bacteria, 
growing in ytarch-based media, were carried out. T h e  h a d  
medium was used, arided  with  the  nutrients  indicated in the 
design of each  series (see  Experimental designs). In all ca?n, 
llwks wi th  IIWIml of media  were  cultured lirr Sdays, wl th  
agitation at 1211 rev min-y The first and crcund  scrim  were 
comprised of axenic  cultures of Pcd. prnroraccus MITJ- 1 0  and 

1 , u ~ r .  u'rh/r,phtlur tlanscn 1718. 2nd WCIK Ftartcd hv  adding 
I m l  u t  rhe  correspmdinp  Inoculum  hrolh to cdch culture 
flask. T h e  third  wries  cunsirtcd u í  m i d  culture7 growme 
i n  a prupagation  nlcdium,  with a .;oiuhlc rtarch  Lontcnt 
d j u \ r c d  tu S 9 I ~ l .  I n  this series. 0 . 5  rnl of  inoculum  hroth U I  
c~ch stram wac d d ~ d  to start  every  culture. 

Exper imenta l   des ign  and stat is t lca l   analyses 

f i c tu r i a l  eYperinlents (F17E) were designed  according t o  the 
T h e  series uí culturrs  rcferrcd I O  x- cquillhrarcd  fracticmal 

Tapuchi  methudulugy, a. prncnted  hv Rosc (IWJ). in d e r  
to estimate  the main lactur  and wmc interaction cllccts vn 
the  lul lowing  rap~rnse  variahlrr:   production  ~~fdiacctvl.  con- 

wmpt ion   u fs ta rch .  and production  nfcxtracellular amylac,  
alter 5 days of fermentatiun  (f inal  valuc~  minus  init ial v a l u n ) .  
T h e  same beatments were applied to hoth  strains  when they 

were  grown in axenic cultorw  (f irst and secund  wrics) in 
urder tu clarily  their specific responses; cmce lnrth  strains .Ire 
ahle  to  grow  from starch, hut  only Prd. pcntnmrrw is able t u  

produce  diacetyl  (Verde r ru l .  IOYS). A b e r m  uf mixcd CUI- 
tures  were  carried  uut thereafter, applying  the selected con- 
dit ions  and  evaluzting  only  the  t irst  twu  tariahln of respunse 
mcntiuncd.  Cultures were carried  uut in triplicate for the  f irst 
series. and in dupl iate  fur  the  other ~WII. 

T h e  factors  evaluated were  those gcnerallv knuwn as main 
compounds  and  environmental  culture  cunditions  that alfect 
lacticacid  hacteria  upon  the  production  oldiacetvl  (Xlarsalith 
I Y X I ;  Shimazu ctu l .  IOXS; Cugan 1')')s; Cugain rrul.  I0')ft; 

snrl  Clmn 1983: Sen and Cl~akrabartv 1'184; t i i r aud  r f u l .  
Examilla e t a / .  IO'Jha) and amylases ((lhamp r . t d  l'J8.l; 1.i 

1 0 0 3 ;  Olympia ct al. 1995). Most o f t h e  two-factor  interaction 
effects :Ind the  pussihility uf producing ~ e t a l d ~ h ? d c  limn 
threonine  (h.lar<hall lOY3) were alco evaluated. 

In rhe  first series. thc effects of six lactors aith two l e v c l ~  
uf \ariation: A,  c~trnte; B. temperature; C ,  glucose; D. CaCO,; 
E. yeast extract; F. threonine;  and six twu-factor  interactiuns 
hetween  them were ewluated.  rnking  into  account  the  pre- 
ced ing   rmmrch in the field, x. indicated ahose. Literals (,\ to 

F) were  wsigned tu factors in order  ~rf importance; then.  the 
sil: must  important  twu-factor  interactions  (iear,ing  threonine 
as an  independent  lactur) were prupored. Frum the 'Tables 
D I (Russ I W ) )  it waí deduced that 16 trials  had tu he  done 
I O  ensure  that all main elfectí he  unomfuunded  and  the twn- 
lactor  interxtions  he  cunfirunded  with each other. with  the 
minimum  amount u 1  test (resolution level: 2). The lincnr 
praph  shown  in 'Fig I wxc designed f~r l luwing  the  meth l  
~ d ~ ~ l ~ g y  IIF Tag!iihi.' This and  the  Triangular  ' fahlc 1.16 
guided a valid  allocatiun of the factors and  interactions 
i n t o a t w o i o l u m n  1f~trinl(Llh)orthugonalnrray(OA) which 
is une 111 the FFE equilihrated  matrices developed by T a p -  
ch i .   Th is  O A  allowed 14 errur degrees of freedum to he 
r rzdcd for hctur (ur interactiun) degrees uf freedom:  the 
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umplc.;). and  other two afrer S days of cultivation (tina1 
In  clch Culture. two llasks  were malysed Jt  t ime O (initial 

.;ampla). Analytical  parnmetcrs were dctcrmincd  in dupll- 
cate; therefore.  une  sample  referred  tu  six rcplicatc.; in rile 
tirct  scrim  and t u  hur replicates in the  other twu wries. 'I lrc 
mem. \tandard  deviation  and  dispersion of data of the  enr t rc  
\eriec was summarized  hy  calculating  the mean of the cocl- 
t i c i ~ t l t  of variation: C.V. fijr each analytical  parameter 

nn diquut of Zllml wzs frozen a t  - 1 X " C  This  sample 
thawed later, warmed-up t u  1 1 0 ° C  over I l tm in .  and humrl- 

(letermlncd  with  the  anthrone  rcapent  after  coding  tu 2ll'C 
Fenized in a shaker; the  content o 1  t o ta l  carhcrhydratcs was 

(W111tc and Kennedy I ' M )  'l'he remaini l ls  hroth was ~ c n -  
triluged  twice at J I H W J ~  fur l l l m i n  at  4 "C. The  <upernatant 
wzs analjscd fur lactate, w i th   rhep - l l vd r~ )~ \ .d iphuny I  reagent 
( I h n c t t  I'JSI); and  reducing cugars, wi th the IUNS rcazrnt ( (  G ' 1 
(h l i l ler  l O S 9 )  1 . -  .- 

utrate (,\Ot\C I'JRO) and diacetyl contents; Iur  the 1aht o n ~ .  
In the  tirst series. clari t icd  hroth was uhed tu determznu 

1 muditicatiun u1 the  sprcuophot~~rnetr ic r n c t h d  uf Vugcc- 
I'ruskaucr-Cublenz (McFadd in  10x0) was ~pp l ied  :IS lolIou\ 
I ml u l  distilled water  and 2 ml o f  a recently  purlfied 1 
( a / r )  z-naphtd  sdut iun WLS added tu I 11 rnl of c h t i c c l  
hroth In a test tuhe;  then 2 m I  o 1  a creattnine-KOl l  
( O  .3'!ídl%, w/v)  culution wzs added, wlrh soft mixing n l r r r  

every  addition.  Tubes  were  protected  lrom .UT and l ight nnd 
left lur 15 min; tinally,  the  uptical density was rnex\ured 21 

5311nm. [)¡acetyl cuntents were calculared apsinsr a standard 
curve. in n range of 04A)pg ml (i = O W X X ) .  Under  rhece 
cmdltiuns.  oxidation o f  acetom was prevented and culour 
was attrlhutcd  only t u  the diacctyl content 

7'he p H  was mewured  wi rh a putentiometer;  therealter. 

The  aLctaldeh~de  content was analysed In the clarlhcd 
hr<!!h In the t i rst  \cr ies  ful lowing  the  cpecrrophot~Jnlrtr~~ 
method r t l  Rrhr le ln  (Amerinr  and  Ough I ' I X O )  

A p s  chromatographic (GC) methud  tor  the analvsis u 1  
\olatllecompcrunds wzs appliwl in the second and third serlcc 
In  this case. diacetyl and the vulatile fatty acids (acetic, pro- 
yimic  nnd  hutyric acids) were  determined.  The  condition5 
fur tic analysis  were: the pH of each clartt ied  hrvth (I 11 ml) 
was d iusted  tu  2 O. wi th  25 p 1  of a HCl/l~IJ) ( 1  ' I) solution 
in a 2-ml t ial;  thcrcdicr .  each hruth was ccntri luged a i  4 l l l H l ~  

02000 The  Society lor Applled Mlcroblology, Journal of Applred Mmobrofogy88. O W 0  



4 M L ESCAMILLA E T A L .  

(3Omin. 4°C). Aliquuts u f  11.1 111 U I  the  supernatant  were 
:maly.;ed in a I lewlett-Pnckard CiC sy.;tem .iX'JO, wi th  an /\'l.- 
I I N H J  klegahure culumn (IOm x 0 - 5 3  mm; lilm thicknrss: 
I-2/cm). 'r,,,, = 21JO"C. Oven prugramnle was: 'r, = SOY:; 

!, . I (  N, = sml min-1. Fur tw[r,k, = 2 2 1 ) " ~ ;  air = 200 31)Oml 
t, = 1 min; R = 10°C min"; T, = 1 5 0 ° C ;  t. = b m i n .  

min"; HI = 2WJOml  min" and Att. = I .  Standard  curves 
were analysed with l i v e  repiimtes of n i x e d  solutions, I- 
II)mmul I "  ufdiacetyl  and  VFA. 

V iab le   coun t  of lactic acid bacterla 

In the third series. viable counts ol lactic acid hacteria  were 
determined in the axenic inucula in order tu calculatc  the 
initial cell cuunts in the main cultures;  linal cell counts were 
alsu determined aírer 5 days o f  incuhatiun, :Illend of any  other 
analysis. Serial suspensions o f   d i l u ted   b ro th  (11) ' - 1 0  ") wcre 
prepared  with  sterile Ringer's solutiun:  then.  aliquuts of 
11.1 ml were  sme3redon  platcsoístoragemedium in duplicate, 

T h e  plates were  incuhated at 30°C for 24-14 h and vizhle 
wi th added  hrumcrresul  preen (SI) mg 1 ") m a p l  I indicator. 

cuunts of acid  forming  culunies  were  calculated as colony 
l imn ing  units per  mil l i l i tre. 

Assay of extracellular amylase 

Reducing sugars produced frum starch  were  determined in 

cunsidering  the  clarified  hroths m the  suurces o f  crude 
L'rlro in init ial and final samples uf the  t irst and \ccond series. 

enzyme. 'I'he method  used w%$ a nwdificariun u1 amylase 
assays fur lactic acid hacteria (Li and Chan 1'143; Sen and 
Chakraharty 19x4). Aliquots uf 1.5ml of the  clarif ied  hroth 
were incuhated at 30 o r  37°C for I O  min in test tuhes. wi th 
2 ml u f  a 0.072-g I" soluble  starch solution in O-IlS-md I "  
phosphate  huffer  solution (pH5.5) and (I 7 ml of the  huller. 
agitating (Jccasionallv. The  r ract iun was s t ~ p p ~ d  b y  adding 
0.3 ml n f  3 cold 2mol I" NaOH sulutiun. keeping  the assay 
mixture in an ice  hath.  Reducing  sugars  were  determined in 
the  solutiun  with  the DNS reactive (hl i l ler  195'~).  Krsults 
were corrected hy  suhrracting  the  original  reducing  sugar 
cuntmt  in thehro th .0ne unit ofrxtracellularamylaseactivitv 

( U )  was defined S the  amuunt of enzyme that  pruduccd 
I p o l  ol~glucuse  per min, under  the  experlrnrntal  cunditions. 

RESULTS 

Ef fec t  of some environmental and nutritlonal 
parameters on starch consurnptlon and diacetyl 
production by Ped. pentosaceus MWJ-10 

The  min imum  and  max imum values uhtained íur each  par- 
ameter 111 in i t ia l  and end cultures of the  first series. are  shown 

in / rahle I. T h e  dispersion UI d ~ t a  was .;ummnrizcd h r  cxh ' ' , I (  ! 
parametcr m d  represented as the mran ,I( the cdl ic icnt  of 
r x i a t i o n  ( C . V  , in percentage) calculated i n  the entire serie\: 
pruviding  that a11 hut few data i r m  the nnalysis wf diaceiyl. 
resulted in (:.I1. < lll'!Í~. The  explanation I J ~  this h a r d  is 
presented  :Ilierwards. 

T h e  pf-I c r l  media decreased in cultures lacking citrate hut 
with added glucose; while in the ~ p p ~ i t e  u s e ,  the pl I rose. 
'1'111: culture  with  the largest decrrasc (-  2 0 . 1 )  was cultured  at 
28°C. with :ldded g!ucuse. yeast extract .Ind threunine. <:it- 
rate  diminished in all cultures. hut highcst  consumption 
(-1bO7g I ") v a s  ohserved in the  culture  incuhated at 35°C 
without ~IU~IISK, y a r t  extract and threonine,  hut  with added 
GCOt.  Li t t le   pnr luct iun uf lactic acid was o h s c r v d  in lhis 
series; the  highest  pruductiun (I .Shg I") occurred at 35°C; 
in the  culture  cuntaining glucose and ycmt extract, hu t  in the 
absence of citrate and threonine. 

The culture  incuhated at 3 5 ° C  with  the higher;t le\'els uí 
citrate, yeazt exrract, glucVse and threonine, hut withuut 
(-;ICO, presented  the hestc~~nsumpti~~nrrítutal carbohydrates, 
(- 17.26g I-'). Changes uf reducing  wgars were small in .dl  
culturm. due to the halance hetwwn production of F I U C U S ~  
from  starch  hydrolysis and cunsumption;  the  culture  with  the 
max imum diminution ( - 2  01 g'l") had the  highest levels 
I J I  citrate, ~ I U C I J S ~ .  threonine, yeast extract and temperature 
(35 "C). NU extracellular  amylolytic  activity was detected; 
although,  starch w ~ s  consumed i n  a11 cases. the maximum 
value hcing - I W g  1.'. T h e  elfwts oí  some culture  con- 
dit ions on starch  cunrumptiun  hy  this  strain were calculated 
hy int ruducing thc,]"data indicated i n p a h l e  2 intu  the Llh k . 1 ' ' 

OA, fidlowing the  mcth~~dolugy  o fTaguchi  (Ross I W J )  ' f i le 
ripnlicant cuntrihution  offactors  and  interactions  calculated 
hy  the A\OVA.  and b y  the  percent  contrihuriun analycis arc 
summarized in [Iahle 3. T h o w  results  irdicate  that the(', I i 
ahsence of glucose (Factor C, level I ) .  and i ts  interaction  with ~ 

the  highest level uíCaC0,  ( interaction C x D. level 2) were 
significant filr starch consumption rn m u .  Equation 2 wxs 

calculated hased un the  nutations in Equation I .  in order  tu 
prrdict  the mc:m uístarch cunsumptiun (/it). considering  the 
ctmtr ihut ion o 1  the cipificant íactor and interaction men- 
tioned abOVe: 

p ,  = c, + c -B, -d.f. (!Ir ..,,() = 12.08 + 
10.73-1 ( I  1.7) = I I.7g I "  Equation 2 

(:ulture  hruths presented a l ight  hurter aroma. due to 
diacrtyl   prr~ductiun in I I I  o f  the 16 trials 01 this series. hu t  
acetaldehyde ivzs nut detected in any sample. The   h igh  balue 
uhtained lor the C.V. ufdiacetyl  (Tahle I )  was due tu the low 

sensihility 01 the  spectruphotomctric  method in samples with 
very IUW diacetyl  cmtcnt ( c  I hjmg I"); instead, all the 
samples with concentratiuns up to  this value had low dis- 
persioti uf data (C.V. C 1I)Oí~). T h e   data o f  diacetyl pru- 
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sutnptiun of carhuhydrates  were  the  lowest  level o r  bcrth 
facturs; the main changes were (g I-'): total  carhuhydrates. - 

stltnption zs y-data ( r a h l e  2) w ~ s  statistically  analysed  (Table 
'J.17; reducing suprs,  -2"J6; and starch. -6-56. Starch cm-  

3 ) .  linding nu sipnificant efrects upun this  variable. 
IXacetyl  cuntent was determined by J. tic method. since 

i t  wzs mure  reliable than the  spectruphutumetric one. even  at 
l o w  concentrations. An attempt tu dewrtnine acetaldehyde 
hy  the same tiC m e t h d  was also performed. As such, it 
was crrnfirmcul  that  this  strain did nut pruducrd this aroma 
cumpound in starch  media. T h e  statistical xnalysis ufy -da ta  
Iur &cetyl product ion (Table 2) is sunlnlarizcd in Table 3. 
T h e  results indicate that both racturs and their  interaction 
wcre cipnilicant; the hest conditions were: C a C O ,  I )  ll3'!4~, 
IV/V (Al) and 28°C (U,). M o r e  diacetyl w z  pnrduccd in this 
series (63.271~16 I") than in the  first. '¡he predicted mean 
rliacetvl productiun (p<) was cxlculated in Cquatiun 6. Literals 
.md whscr ipts are the  factors md interactiun  indicated in the 
dc5ign (JI the second series. 

Ir5 = A l  + 0, + L D 2 - d . C  ( / I ~ , > ~ J  = 52-R + 64.16 + 
4'J.70-2 (42-44) = 77.78mp I - '  Equat ion h 

Effects of temperature and CaCO, on starch 
consumptlon and amylolytlc acUvlty of Lact 
acldophllus Hanssn 1748 

The  summary  of the rau l ts   uh tn incd  in this  series  arc  shuwn 
in Tah le  4: all analytical  data  had an acceptahle dispeniup 
( C . V .  < I W ! 6 ) .  Frum the GC analysis, i r  wm  cur t l i rmcr l  that 

Lacf. artdopfiphtlu~ did not prduccd diacecyl o r  acetaldehyde 
at all. 

Maximum lactic acid product ion (2.75 g I") nnd the hiph- 
est pF I decrease (- 2.13) were  observed in the same culture. 
carr ied uut w i t h  0 4 t ' W 1  CaCOI (w/v) at 28°C. On the  uther 
hand,  the level uf04)3'%t  (w/v) o f  GCO, w3s mure  favuurahle 
fur the consumption uí tutal  carbohydrates (- 8-03 g I") and 
reducing sugars ( - 3 . 7 7 ~  I"). 

Results uf thc  Taguchi   stat ist icd analysis related to the 
starch  cunsumptiun  (Tahle 2) are summarized in T a h l r  3 .  
Frum these data. i t  can be  deduced  that only GCO, had J. 

(W~13'%, w/v). T h e  hest  starch  c~rnsumptiun (- 5-42 g I") 
significant elieect r m  th is varinhle uf respunse, at a level A ,  

was observed  at this condition, and a t  35 "C. Equation 7 
indirxtcs the  predicted  mean  starch  cunsumptiun ( p , , ) .  

p 6  = A ,  -d.f. (pr,n.l) = - 4  8') -O ( -4  1')) = 

-4.R9g I - *  Equation 7 

Results un the incruse of extracellular amylase activity o f  

Lucf. u r l d o p h l h  f lansen 1748 after  cultivation  are  shown in 
Tab le  2, and the currespondingxta~istiulanalysis is presented 
in T a b l e  3; they  indicate  that unly the  temperature of 35°C 
(B?) was s ign i f icmt .  The  cu l ture  incubated under this con- 

d i t i on  and w i t h  0 - 0 3 ' X t  (w/v) GCO, added, producctl the 
highest  extracel lular  amylolyt ic activity ur the  series: 1521) U 
I". t lowcvcr,  it  was not as h igh  m fur the  f i rst  seria. I h e  

alculatcll by Equation R. 
p r h i c t c d  mean production of extracellular amylase (p,) w u  
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.TIle production "Cdiacetyl. as the maill comptlund in the 
hutter-likearoma, was thcmost  imprrtant  cumpunentstudied 
in this wurk. Depi te  the low evnsumption IJfcarhuhydrotes 
and the modest cell p w t h  zt 32°C. diacetyl production WIS 

hiehest at this wnditiun (5R.72mg I"). T h e   y d a t a  related 
IO the prmluctiun of diacetyl in the mixed cultures  are shown 
in Table 2. From the currespunding statistid analysis sum- 
marized in Table 3 ,  $ was clear that the cultivation t m -  
peraturc exerted a cipifiwnt effed un these  culturr7, 
particulnrly at 32°C (A?). The predicted mean diacrtyl pro- 
duction (p.,) at this temperature waq calculated s in Equatiun 
( ( 1 .  

= A,-d.r. (pT,*.,) = 61.22-0(5tr.rAJ = 

61X?mg I" Equation I O  

D ~ C U S S I O N  

'The highest starch consumption by t o r t .  ucidnpbtlru Hansen 
1748 WI. oberved in cultures a t  28°C. with  added glucose 
1% (w/v) and yeast extract 0 2 ' %  (w/v). This bchaviour was 
attributed to the activity of  one extracellular amylase released 
to the medium (maximum: 1111)7&67U I" medium). T h e  
enzymatic assays  were applied in cuntrolled conditio& (37 "C 
and pH = 54). m i  it was &med that more amylave  w5s 
exrwted into the hrcrth in cultures urried out at 32-35 "C. 
rather than at 28°C (Tahle 3). However, since the ptl 
decreased to helow 5.0 in cultures wrried out at 32-35"C, 
the amylases in thuse broths b s m c  reversihly inactivated in 
I I ~ .  Therefore, starch consumption ww  lower in cultures 
carried out at those temperatures than at 2X"C. Similarly, 
it ~ 3 %  ubwrved that the activities of sume cell-linked z- 
glucusirlmes in other strains of Lart. oridrrflhilru, were higher 
zt 37-55°C and pH of 5.lLh.5, dennsing notably hcyond 
tlruse ranges (Champ d a l .  1983; Li and Chan 19x3). Only 
une strain ofthis specks ha. presented an extracellular nmyl- 
ase, and it had a very low activity (Champ eral. 10x3); athcr 
strains of Lurr. ar idophih prduced amylases linked tu the 
cell; therefure. the  luution and the activity produced by L r r .  
acmhplilru Hansen 174R arc  unwmmon findings. 

Results showed  that the cumpusition or the medium influ- 
enced  the amount or diomtyl rormed by Pcd. pmtnraccw 
MITJ-IO. It was observed that at Z B O C ,  the addition of 210 
(w/v) o f  yMst extract, I% (a/r) of glurusc to  the  starch-; 
hased medium;  ravuurd discctyl production by this shin: 
T h e  cumpusition of the medium i n l l u d  the mount of' ' 
diacetyt funitgisinuc it was p r o ~ u a d  m y c  In assays with 
added gluuaai ShnihrlR di.mtyl has betn lormuf in svmq 
fermented rbjxli thaPincludd starch and. simpk cub. 
hydrates in &C&¡ium; the diacetyl cunmntration in d h u k k  

it wm ROpg kg:' (Gramtaand  Mort 1%). Ih D m r r b a n l i ,  
was 2413 mp I" u&ctsl; 1989). while inrtuy-bad yoghurt, \ 

l'ermental finwls an kenkey (thlm eral.' I993Js paul; mur>: 

porridge (Eswmilla cruf. 1996h), the pracnccof  diacWl wan 
also detected by sensory analysh 

IOS~CCUI MITJ-11,; this  cumpuund wm nut signiliant for  the 
I t  w s  surprising that citrate w s  msimilated by pd. Pen- 

production or diacctyt. Previous research arr ied  o~ with 
milk and wine and other lactic acid bacteria cuncluded that 
citrate runctions m an alternate suurcc of pyruvate, Imdinp 
to the biosynthesis of diarrtyl (Shimuu eral. IORS; GJgan 
1995; k a i n  rfrrl. 1996; € ~ a m i l I n c t u l .  I'J96a). It is pussible 

since mure lactic acid w a s  prducrrl when gluruse wzq added 
that  free glucvse could suppurt the energy-related reaction% 

could berume indirm  wurcu of  diacetyl. The  yeasqt extract 
tu the systems; su, the sluwly delivered starch by-products 

added to the p w t h  medium (0-05-0k2'1~. w/v) significantly - 
enhanced diacetyl prtductiun. Other factors that favoured 

pcntmarcru MITJ-IO were the GCO, (tkll3'%1, wlv) acting m 
the wcumulatiun uf dincrtyl in the axenic  cultures of fed. 

a ptl hufkr and a temperature or 28°C. 
T h e  strain uf Ped. pemsurcus MITJ-IO WIS ahle to wn- 

enzymatic assnys wr ied  out m cym, either at JU or 3 7 ° C  
sume starch in different cultivation cunditions; however, the 

allows us to asume that the amylase might  be linked to the 
revealed the ahsmcc of an atracelluhr amylase; this finding 

cell. Among the pediacucci,only fed. durnnnrw(Garvic 1986) 
ir  recugnitd as a starch-utilizing species; ncvertheless, 
strains of Ped. penfmarcw have uccuionally been isulatd 
from natural sources of a starchy nahlre (Clalm crul. 1Y93; 
Mersehurpet cr 01. 1995; Olscn ef a/. 1995). Starch utiliwtion 
by Ped. pcnrosurcru kllTJ-lll mas ratrained by the additiun 
of glucose (I1%, w/v).  prohnhly due to catabulitc represcion. 

In mixed culture, the virhlc cuuntr  were as high 1s thuse 

uf the fact that starch-based media had lower nutritional 
required in yughurt ( 2  x IIK c.f.u. ml-', SECOFI). in spite 

valves than milk. The  k t  temperature fur c ~ l l  y w t h  w m  
3 2 T ,  indicating that Ped pcnfmurrru MITJ-IO probably 
prevailed over Lart. ucidnphilw tlmsen 174R. since the opti- 
mal growth temperatures were: 311"32°C(Garvie 19x6; Verde 
c r d .  1995) and 3 5 4 ° C  (Kandler and Weiss 19x6; Verde 
c ~ d .  IW5). respectively. The  lowest growth in mixed culture 
was obtained at 35°C. probably due to  the inhibitory ct&ct 

,(Rodriguez and M n n a 4 c N a d r a  1995). Ped pentmarcus 
of acidity, a- w r u r r d  in anurhcr strain of Ped. pcntmareru 

MITJ-I0 u nhlc to produce a pscud+catalue  (Verde crrl. 

b t  Lad. ariaáphilw tiansen 17411 (Kuldla and Weim 1911% 
1995) that protects it agalnst the possible furmntion of H,O1 

Vade eral: 1995):Thmlurc, thu antagonistic erkct did not 
' k u i  in thii systcnt:; 

, ! . B u d i  spsia are  homofermentas, bu: ud. acicioplilw e 
: particularlj a bt-acid p d u c n ;  thercforc. mast of ths" 
i ,AG.V. f u ~ d  during the m u d  culturcs m,y be attributed 

the metabolkm ofPC¿. prrrarrrru MITJ-IO. The uvmfk 
f.;ltcnc pPA.0.V. nkumulated in the m i x d  culture c a m i d .  
ouk n!7323G.w PO6 mg I"? which &.under the acceptabli.' I 
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