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. . . 

En el proceso de industrializac'ión' d~'.!'recursos ve-g.!l_ 

tables y animales, se generan grand~s v~;Glll~n.~s;-de diver. 

sos residuos. La mayor'ia de éstos pres'~nfan'Jcar'acterís

ticas importantes que 1 os hacen apróp{~dó_{-;:€~~a-ser apr.Q_ 

vechados mediante transformación biotecríoÍóg/C:a, ·Sin e!!!. 

bargo, en la actualidad todav'ia se desconoCen las propi.!l_ 
-· - -··- .. , 

dades de muchos de ellos, por lo cual ~i muy 1illlitado su 

uso en procesos industriales. 

Esta investigación está enfocada a estudiar la pro

ducción de vitamina 012 , mediante el uso de los jugos r.!l_ 

siduales de la industrialización de la piña, empleando 

Propionibacterium shermanii ATCC 13673 como microorgani~ 

mo de prueba. Se usaron jugos extraídos directamente de 

la piña, porque a la fecha de iniciado el trabajo no éra 

época de procesamiento de la fruta, y por tanto no hab'ia 

disponibilidad de desechos de la misma. Se realiza la 

investigación a escala laboratorio, ya que en la actual.i_ 

dad no se conocer ninguna en la que se haya intentado e~ 

tudiar la producción de cianocobalamina, con el uso de 

la mencionada materia prima como sustrato. 

En este trabajo se incluyen varios aspectos entre 

los que destacan la caracterización y acondicionamiento 

. de los jugos de piña, para la formulación de un medio de ., 



ferm~ntación, y para investigar.el aprovechamiento de sus 

componentes por P~opionibacterium shermani1. En princi-

pío se emplear~n diferentes volOmenes de medio en matra-

ces de 250 ml. Posteriormente, y en base a los resulta-

dos obtenidos, se usaron. 100 ml de medio para todas las 

demás fermentaciones. Los valores de crecimiento bacte-

riano (máximo de 11.60 g/l) y de producción de vitamina 

B12 (máximo de 5,033 µg/l) compitie~on favorablemente 

con los de otras fermentaciones en las que se usó gluco

sa y sacarosa, respectivamente. 

Otro aspecto de interés fue probar el efecto de 

ciertos agentes precursores y/o factores de crecimiento, 

que pudieran tener repercusión positiva en el crecimien

to del microorganismo y/o en la producción de cianocoba

lamina, pudiendo contribuir a mejorar la productividad 

del proceso. Estos experimentos se .realizaron en medio 

con glucosa y posteriormente se probaron todos los efec

tores positivos en medio formulado con jugo de piña. Por 

su efecto en el proceso fermentativo destacan el pantot~ 

nato de calcio y el fosfato de piridoxal. El crecimien

to se vió incrementado en 17% con el primero, y no hubo 

ningOn efecto por el segundo, mientras que la producción 

de cianocobalamina se aumentó en 22.5% con la adición de 



panto ten ado. el e e.al ci ~/y' en 32 :ia% •e ~ri· fo's"Í·~~~ .el~ pi ri dC)-
xa l. ·····•:>; .. ·. - •>.· 

- . -· -- -

Se conc.luy6 qúe lOs .iúgos 'de piña r¿SüJ¿n atracti

vos para su• uso como fuente de carbono en proceso ferme!!_ 

tativo para producci6n de vitamina s 12 . En vista de los 

resultados obtenidos con este sustrato y en raz6n de que 

los desechos de la industrialización de la piña tienen 

la misma composición que los jugos extraídos de piña, se 

deja abierta la posibilidad de usar los desechos de la 

industrializaci6n de esa fruta, en la producción de un 

metabolito de alto valor agregado como es el caso de la 

vitamina s12 . 

/ 
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En el_procesri de iridustrialización de· los d~sperdi

cios agrícolas se ge~~ra.Una.al~a<~a~itdad de;re~iduos, 
' ' . . . . .. 

entre los que se encuent"ran fas ·mel ázas ·de caña de azú-. 

car, pulpa de henequén, subproducto',; de papa, agua .de C.!?_ 

cimiento de maíz, semillas de algodón, etc .• Al provenir 

de fuentes renovables, se facilita su utilizaci6n para 

la obtención de materia prima que puede ser usada en la 

industria química, farmacéutica, alimentaria u otra, o 

bien como productos terminados. A nivel internacional 

mucho de esos residuos tienen utilidad práctica ya sea 

como fuente de nitr6geno, de carbono .y/o de factores de 

crecimiento, en procesos de producción de muchas sustan

cias. Cabe mencionar la producción de proteasas, gluco-

sa isomerasa, vitamina s 12 , lisina, peni~ilina, gentami

cina, etc. ( 13 ) • 

Entre los desechos agroindustriales existentes en 

México y que presentan perspectivas interesantes, se en

cuentran los jugos de desperdicios de la industrializa-

ci6n de la piña. Estos podrían ser usados como fuente 

de carbono para obtener cualquier metabolito de importa!!_ 

eta industrial, en funci6n de su composición y de sus V.Q. 

lúmenes de producción. 

En el proceso de industrialización de la piña (enl!!_ 



- 2 -

tado, producción d~ me~~elada:, otfo's}j~e ufiri'zaisolo el 

c i 1 i nd ro q·u ed ando c 0~10. resf ctÚ'~ }1'~ ¡.¿~;~c'i;.a{; }os c~ ra z o- . 
o..--.· >.:,·:-.-:;'.;'.\' ,--:'-,-:-':.~.:~.-·.. . - . '· ·-,. ,-_ . 

nes fibrosos, las coronas,•lo,s ofos,"y•losC,Jju·go!l;E!S.c'Urri 

dos ( Fi g. l, Tabla 1). L": "<:":~1:\cl~~~f<Í~"j;§~~i;~'e~pe;cli~ios 
se estima en un 60% en peso deítC>i:ai .de: fruta pr_ocesada. 

- - "" - . -

El jugo extraído de los residuos constituye él 60%, (p/v), 

y .su composición es interesante para su·uso como fuente 

de carbono de azúcares fácilmente metabolizables (13 ) . 

. En 1983 la producción de piña a nivel nacional al

canzó un total de 477,750 toneladas, de las cuales se 

procesó aproximadamente el 44% (210,210 toneladas), y de 

esta cantidad, 75,676 toneladas correspondieron a jugos 

residuales (8.V. Téllez, Comunicación Personal). 

Actualmente las cáscaras de piña, corazones fibra-

sos y otros desperdicios son utilizados para la obten-

' ción de salvado que se destina a la alimentación de gan~ 

do ( 13). También se ha intentado utilizar los jugos éf, 

curridos y los extraídos de la cáscara y otros residuos, 

en la producción de vinagre por métodos fermentativos, 

pero lo inadecuado de las instalaciones destinadas a tal 

proceso han hecho imposible esos intentos. 

En este trabajo se plantea estudiar la posibilidad 
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TABLA 1: RENDIMIENTO DE LA INDUSTRIALIZACION DE LA PIÑA 

TAMAÑO PROMEDIO CHICA MEDIANA GRANDE 

Peso medio ( Kg) l. 585 2.205 3.230 

Corona (%}* 16.970 12.970 9.121 

Puntas ( % ) 6.255 6.325 8.195 

Cáscaras (%) 17.765 18. 920 16.665 

Ojos (%) 8.250 B.345 9.325 

Corazones (%) 9.270 7.960 8.730 

Jugo Es cu rri do (%) 5.055 3.990 5.985 

Pulpa Aprovechable ( % ) 36.435 41. 490 41. 975 

Fuente: García, H.F. y Pérez M. • J.L. ( 13 ) ,. 
*Todos los porcentajes son con relación al peso de la 
piña. 
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~e utilizar esos jugos ~esiduales, como sustrato para la 

producción de vitamina s12 por fermentaci6n, en función 

de su aportación de carbohidratos y de otros nutrientes, 

previa aplicación del tratamiento adecuado (sacarifica

ción y estandarización). 

/ 
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1.1 CARACTERIZACION 

1.1.1 ·Generalidades. La
0

piñaseconoce científic~ 

mente con los nolllb~es~}.l\;¡l,;;,ks ~~tiva, Ananas carnosa y 

Bromelia ananas. E.s' ul1~i·~1~·~·J:'füt1énbácea, vivaz hasta 

los cuatro años. su {1,lI?R~'Z;IÍ~r'~', y único alcanza hasta 

1.20 m de altura; i;e'gú.rt la ;~iFi~ciad y el terreno donde 

se coseche ( 1 ) .-- .,. ··-·-

Se cultiva con verdadero provecho en las zonas tro

picales y subtropicales, en terrenos arcillosos y limo-

sos y con buen desague ( 30 ) • Necesita una altura sobre 

el nivel del mar no superior a lo's 800 metros, con temp~ 

ratura media entre 25 y ~6ºC y mínima de 13ºC, y precip! 

taci6n pluvial anual de alrededor de 1,000 mm, sin lar-

gas períodos de sequía ( 49 ) . La siembra se efectúa en-

tre Agosto y Diciembre, y tarda en fructificar de 18 a 
' 20 meses, según las condiciones ecológicas y el método 

de cultivo. 

La piña es una fruta compuesta, esto es, está cons-

tituída por una colección de pequeñas frutas llamadas 

frutillas. Cada una de esas frutillas nace separadamen-

te ~obre el pedQnculo, y a consecuencia de un proceso 

evolutivo se fusionan y formar así la fruta compuesta 

( 27 ) . 
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1.1.2 Variedades, Se con~~d~rari más de 100.varie

dades de piña, ~nt.re/l·a~· que se encuentran cuatro grupos 

principales: tipo Reyna, Puerto Rico, Española y Cayena 

lisa. La que se ctiltiva en México corresponde princ~pa! 

mente a la variedad Cayena lisa, cuyo fruto es grande, 

de color amarillo anaranjado y más jugosa que las otras 

variedades. Además los ojos en la Cayena 1 isa son poco 

profundos, y el corazón es pequeño en relación al tamaño 

de la fruta. Su sabor y aroma agradables, junto a las 

caracter1sticas mencionadas la hacen apropiada para la 

industrialización ( 12 ) . Fue introducida al Estado de 

Oaxaca en el año de 1906, y en la actualidad se cultiva 

con gran éxito en esa región ( 49 ) • 

1.1.3 Madurez Fisiológica. Las diferentes etapas 

de desarrollo de un fruto son: -sazonamiento, -madura-

ción y -senescencia. Estos nombres %ueron asignados en 

base a una serie de cambios físicos y bioqulmicos ocurrí 

dos en tiempos espec1ficos durante el desarrollo de la 

fruta. El conocimiento de los cambios que normalmente 

ocurren en la piña es de gran importancia, ya que nos 

permite saber el estado de madurez adecuado en que debe 

ser cosechada (27 ). 

En la práctica, determinar el estado de madurez en 
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base a los cambios .bioquímicos slJcedidos·.en el•fruto re

sulta labori osd e•imllrái::til:o: .,.··.· Páta>e~ta;f{ria licÍad. se 

han estab1:_C°idd:.esC:'11~i-'.·~~'~e~¿)~;"~i?qJ: fad~Jitan. la 
··.e_.:•· 

icÍentificaciÓn Cie1?·és'ta'd"~cl.~(ni_il~~~ez b~s~dos simplemente 

en la colo·r~cióll de•. fa' ·¿¡¡·~ca Fa; ·se considera que una pi 

ña está madura cuarldo.·el100% de la cáscara es amarilla 

( 27); 

1.1.4 Cambios composicionales durante el desarro-

1.lg_. La mayor parte de los carbohidratos solubles de la 

piña son, en orden de importancia: disacáridos (sacara-

sa) y monosacáridos (glucosa y fructosa) (Tabla II). De 

la presencia de éstos depende parte del sabor del fruto, 

que es un factor importante para su aceptación o rechazo. 

Durante el período de maduración de la fruta la cantidad 

de sacarosa presenta un máximo de concentración y poste-

riormente declina. Lo contrario oc~rre con los azúcares 

reductores directos y totales, los cuales continúan su 

incremento durante todas las etapas de desarrollo de la 

frÚta. El mayor incremento se observa cuando la caneen-

tración de sacarosa disminu.Ye, lo 'cual indica que el au

mento en la cantidad de azúcares reductores viene en par 

te de la hidrólisis de la sacarosa, y por otro lado, de

bido a los que se generan durante el proceso de fotosín-
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TABLA 11: COMPOSICION CEL. JUGO OE Pl~A (Por 100 g) 

Calorías 49.0 cal/g Manga ne so 0.6 mg 

Agua . 86. 2 % Fierro 0.6 mg 

Carbohidratos 14.0 % Sodio 0.5 mg 

Azúcares Totales Cob.re o. 04 mg 

invertidos 13. 9 % Vitamina A 80.0 IU 

Acidez Vitamina c 9.0 mg 

(Acido Cítrico) 0.6 N Vitamina B5 o. 76 mg ~ 

Cenizas 0.4 % Vitamina Bl o.os mg 

Proteínas 0.3 % Vitamina ª2 0.02 mg 

Grasas 0.1 % Ac. nicotínico 0.2 mg 

Fibra 0.1 % Ac. pantoténico 0.1 mg . 

pH 3.7 Ac. fálico . .0.001 mg 

Potasio 140. o mg Bromelina 41.1 mg 

Calcio 15.0 mg Oxalatos 6.3 mg 

Magnesio 12.0 mg Azúcares: 

Fósforo B.O mg Sacarosa 66 % 

Glucosa 17 % 

Fructosa 17 % 

INCAP. Food Composition Table. 
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tesis. Cabe· menc10J\~r qu;~~n~•: ~~is~e' acI/mlJ'laclón de almj_ 

dón en la. fr~t~, µ(i,;;.1Ó~c~~l ir\~)h~i. r~se'rv~s una vez co.: 
.·,.--::--_,:>~·:· ' ,, ·.,·>~ ; 

sechada. 

1.1.5 Acidos. Los ácidos de mayor importancia en 

la piña, basado en su concentración son el cítrico y el 

málico.· De éstos, el primero aporta alrededor del 80% 

de la acidez total. También existe en la fruta pequeña 

cantidad de ácido ascórbico, pero éste contribuye en muy 

baja proporción a su acidez. Durante la postcosecha la 

acidez titulable exhibe un leve aumento, pero posterior

mente tiende a bajar hasta llegar ligeramente arriba de 

su punto inicial. 

1.1.6 Pigmentos. El proceso de maduración de la 

pt·fia está asociado con una disminuci6n en la concentra-

ción de clorofila en la cáscara. En la pulpa, los caro-,. 
tenoides pasan de una concentración mínima a los 40 días 

antes de la etapa conocida como maduración, a una canee~ 

tración máxima en el punto en que la fruta está complet~ 

mente madura. Posteriormente el proceso continúa, pero 

más lentamente. 

1.1.7 Otros Componentes. En la última etapa de m~ 

duración del fruto se producen ésteres y compuestos vol~ 
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tiles como acetaldehído; ac~t~to de•et.il~.<acetona, eta

nol, propionato de etilo, etc. Los c();;¡~l.Jes\os, nitrógen~ 
.- -. ...·".< . ··.---.. ·.';;,:.·.:·.·:- _;:e - . 

dos varían. con. el estado de desarrol.lo.de la f~·uta; .Jos 
- - - - -

principales constituyentes son compl.ejos .en~im&ticos ta-

les como bromelina. Sin embargo, no se considera que 

las sustancias peptídicas contribuyan considerablemente 

con la calidad de la fruta (27 ). 

1.1.8 Localización e Industrialización de la Piña. 

De-acuerdo a las estimaciones, existe en Mªxico una su~ 

perficie apropiada para cultivo de piña de 50,000 hectá

reas, de las cuales se aprovechan poco más del 25%. Los 

estados productores son: Tabasco, Nayarit, Veracruz, 

Oaxaca, Chiapas y Yucatán. Desde hace algunos años la 

producción se ha concentrado en la cuenca del Papaloapa~ 

que comprende parte de los estados de Veracruz y Oaxaca, 

y en la actualidad representa alrededor del 90% de la 

producción del país. 

En la cuenca del Papaloapan la cosecha de piña se 

realiza desde noviembre hasta julio. En los primeros m~ 

ses de este período los productores satisfacen las nece

sidades de las plantas procesadoras; en los meses fina

les la abundancia del fruto así como su maduración acel~ 

rada por las altas temperaturas, los obligan a canalizar 
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gran parte d_e-la producción de· piña ~l •. mercado -de frutas 

frescas.. Otra parte -se destin~ a.\~ i;eJtort~c\6n (Tabla 

I I I); 
. ,.·: .. ·:.:~·.:(.: ;,· 

En la región existen seis plantas~{¿rkce~~~~bras cuya 

capacidad es de 256,000 toneladas p~r·~:~~( ~n"éstas se 

procesa alrededor del 95% de la canti~ad'tot~l de piña 

industrializada (Tabla IV}. 

1.1.9 Proceso de Industrialización. La piña que -

se usa para industrializar es la que se encuentra en el 

.Pertodo de maduraci6n denominada 11 pintona 11 y madura. En 

la ''pintona" algunas de las partes de la ciscara empie

zan a tomar un color amarillo, y predomina éste en la b~ 

se del fruto. En la madura la cáscara está completamen-

te amarilla, as1 como la totalidad de la pulpa que es 

más jugosa y suave. 
,-

El proceso de enlatado de piña comprende principal

mente tres líneas de operación: 

-Piña rebanada a la que se agrega jarabe para aumen 

tar su concentración en azúcares de 13º a 18º~ 

24º ó 32° Brix, de acuerdo a las normas del merca-

do. 

-Enlatado de pulpa de piña molida. 
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TABLA III: DESTINO DE LA PRODUCCION DE PIÑA FRESCA (Toneladas) 

Demanda Aparente 

AÑOS PRODUCCJON INDUSTRIALIZACION TOTAL 

Total 2' 281,606 912,642 

1974 397 ,781 159,112 

1975 371,258 148,503 

1976 441,564 176,626 

1977 510,003 204,001 

1978 561,000 224,400 

1983* 477 ,750 210,210 

Fuente: García H., F. y Pérez M., J.L. ( 13) 

*(B.V. Téllez, Comunicación Personal) 

N.O.: Información no disponible. 

EXPORTACION MERCADO 
INTERNO 

114,475 1'254,489 

12,145 225,524 

17,153 205,602 

18,736 246,202 

27,822 278, 180 

37,619 298,981 

N.O. N.O. 



-14 -

. . . ' .... -·,. ;_ - . "> '" , - ._-· .. ' 

TABLA IV: CAPACIDAD ·ANUAL>! NSTALl\o~ ~E LAS.EMPRESAS.·. 
INDUSTRIALIZA DORAS DE P.I ÑA';LLOCAlIZADAS. - . 
EN LA CUENCA DEL PAPAL~~~A~; ·: _ • 

-·:~ :t :~td~'._.1-~-.:1.t -~'. -~: ~-: - ,_ 
. >:-_ _,;~~-~;--,~,~A{,_~ 

LOCALIZACION Y NOMBRE DE ·LA EMPRESÁ'~·~ \.•' 
· .. : .:·::,·~~': '·< 

Loma Bonita, Oaxaca ... , ... ,..,. 
Complejo Agrícola IndusfriaT"•dii°.· ·-. 
la cuenca del Papaloapan, s,· A; .. 
(Cofrinsa)l 

Pr~ductos de Loma Bonita, S.A. 

Empacadora Azteca, S.A.2 

Villa Isla, Veracruz 

Cofrinsa 

Procesadora, S.A.3 

Herdez, S.A.4 

Rodríguez Clara, Veracruz 
Empacadora Clara, S.A. 

CAPACIDAD 
(ton/año) 

62,500 

60,000 

6,000 

62,500 

N.O. 

35,000 

30' 000 

10riginalmente esta empresa operó bajo el nombre de Empacadora Eji
dal, S.A. de C.V., creada en 1951. A partir de 1974 trabaja con -
la razón social reportada en esta tabla. 

2Elabora piña verde en salmuera. 
3Produce piña glaceada. 
4Capacidad estimada. 

Fuente: García H., F. y Pérez M., J.L. ( 13 ). 
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- - ,, 

-Enlatado: de Jugo
0

·d~.pirÍa.al natural. 
- . ' ' · ... ,:::;.-.-_ ..• ~-:<--, ... , 

ga, 

La fruta c!l.~ech.{da/s'e<tra'nsporta y al macen a en bod~ 

aquí se le qii\tai.J_¡'.·~~n~~~~ ·de .hojas por torsión a 

mano. Los. frutos•se é".toc·an: en bandas transportadoras 

por donde entran a la p·lanta para el proceso general 

e 30 >. 

En primer término la p~ña pasa a la máquina mondado 

ra (ginaca) en la cual, por mecanismos completamente au

tomáticos se le quita la cáscara, los extremos y el eje 

de la infrutescencia (corazón), así como la pulpa adherj_ 

da a la cáscara. Donde no existe este tipo de máquina-

ria el mondado se efectOa a mano por trabajadoras, y el 

corazón se le quita en la máquina conformadora. Por am-

bos métodos se llega a obtener cilindro de pulpa más o 

menos limpio. Estos pasan por una banda en donde las 

trabajadoras les quitan los trozos de cáscara y la pulpa 

en malas condiciones. Los cilindros limpios pasan a la 

máquina rebanadora, en donde son cortadas en rebanadas 

de media pulgada de espesor, se seleccionan y se envasan 

en latas. Posteriormente pasan a los dispensadores de 

jarabe los cuales vierten un volumen precalculado y a d~ 

terminada concentración de azúcar. De ahí pasan a una 

cámara de vapor y después a una máquina en donde se les 
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extrae completamente'. ei~ aire,. \ue!lo ·~ lá máquina engarg.Q_ 

1 adora· en donde}~C>n ·;;;;;~~~i:' >~-asariica la {C>c~dora -en-' 

friadora y ~e.sorn~~~na uribafi~i-~;~o~c durante 10 minu

tos, .y e~seguida·se ~ri·.f~}~n·;~ ~nos 40ºC y se etiquetan. 

-Las rebanadas rotas, los trozos de cilindros y las 

raspaduras de las cáscaras, pasan a un molino de pulpa. 

Se transporta esta última a una criba vibratoria, para 

que la relación de pulpa a jugo se ajuste a las normas 

del mercado. La pulpa aprovechable pasa a las pailas de 

cocimiento en donde se calienta a 95ºC y se procede a 

llenar las latas, se cierran en la engargoladora sin es

terilización posterior. 

-El jugo obtenido en la criba vibratoria se clarifi 

ca por calentamiento, y es bombeado a un esterilizador 

(cambiador de calor). Allí se somete el jugo a 90ºC por 

un minuto. Pasan a la llenadora de latas y estas se ci~ 

rran en la engargoladora sin esterilización posterior. 

1.1.10 Desperdicios. En cada operación en el pro-

ceso de enlatado se desechan grandes cantidades de des

perdicios. Estos están integrados por las cáscaras, co

razones fibrosos, las partes obtenidas de la limpieza de 

los cilindros, los residuos de los extractores de jugo y 
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las coronas. Se e~timan en.un 601 de la fruta procesa-

da. De. esta canti.dad el 60% está. constitllída por jugos 

residua·les, los qu~ contieren alrededor del 13% de "Brix 

( 30 ) • 

1.2 VITAMINA B12· 

A principios de este siglo se encontraron algunos -

factores químicos entre los que cuentan las vitaminas, 

que.son indispensables para el buen funcionamiento del 

7uerpo humano. En la actualidad se ha demostrado que la 

carencia de ellas produce cuadros clínicos aparatosos 

que no pasan desapercibidos, aunque se consuma una dieta 

rica en los demás nutrientes .. Se les considera indispe~ 

sables porque la mayoría de ellas no son sintetizadas 

por el organismo (excepto la vitamina O, el ácido fálico, 

la biotina y la vitamina K), por lo que es necesario in

gerirlas en la dieta diaria ( 3 ). 

La vitamina B12 forma parte del llamado complejo B 

(Tabla V), el cual es una mezcla de varias sustancias 

cuya función es su participación en ciertos sistemas en-

zim.áticos muy específicos del metabolismo. Este comple-

jo pertenece a las vitaminas hidrosolubles, razón por la 

que el hombre debe consumirlas continuamente, pues no 
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son almacenadas po el organismo y cualquier e~ce~o es -

eliminado por la o ina (.26). 

De mucho tiem o se conoc,a.q~;"l• anemia perniciosa 

se curaba con extr cto de h,g~do,~y luego de.muchas in

vestigaciones se 1 gró·atslar el factor curativo: la vi

tamina a12 o etano obalamina.· Fu·e obtenida por primera 

vez en forma crist lina casi simultáneamente por Smith 

en Inglaterra (año 1g48) y por Folkers y sus colaborado

res en 1 os Estad os Un i do s ( 4 2 ) . su con ten id o en e 1 h , -

gado es de aproxim damente 1 mg/kg ( 39 ). 

Por otra partj. ni los animales, ni los vegetales 

pueden sintetizarl , por lo que sus formas comerciales 

se obtienen por pr cesas fermentativos. Es producida 

pero no existen re artes de su producción por hongos y , 
levaduras ( 45). 

La obtención 1e cianocobalamina por s,ntesis qu,mi

ca requiere aproximadamente 96 pasos. Por tanto, si se 

trata de obtenerla por esa v,a o a partir del h,gado, r~ 

sultarían procesos antieconómicos. Es por lo que se ob-

tiene por fermenta ión ( 39). 
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. { 

TABLA V: COMPONENTES~ DEL COMPLEJO B 

Vitamina B1 (tiamina) 

Vitamina B2 (riboflavina) 

Acido Nicotinico (niacina) 

Acido Pantoténico 

Fuente: Lehninger, A.L. (26 ). 

Vitamina B6 (piridoxina) 

Vitamina B12 (cianocobalamina) 

Biotina 

Acido a-lipoico 

/ 
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1. 2. 1 Importan;C:; a .de. la.Vi.t'~111i•n·a Bf2: .Funciones 

N5-metil FH 4 + homocisteína ·--~> FH 4 + metionina 

Por otra parte, la vitamina B12 interviene en la c~ 

tálisis enzimática de los desplazamientos 1,2 de átomos 

·de hidrógeno, entre átomos de carbono adyacentes. Esto 

es, actúa como portador intermediario de hidrógeno, para 

cambiar un átomo de hidrógeno unido a un carbono, por un 

grupo sustituyente de un carbono vecino. Este grupo 

sustituyente puede ser hidroxilo, un amino, un alquilo o 

un carboxilo. El mecanismo de la reacción es de gran 

' complejidad y todavía no ha sido completamente definido. 

1 

- b 
X 

1 

C2 -
1 

H 

1 

- el 
1 

H 

Desplazamiento 1,2 de un átomo de hidrógeno, en in-

tercambio con el grupo X provocado por las enzimas depe~ 

dientes de la coenzima B12· 
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También hay que señala.r que.la cianocobalamina se 
. ',, ,--- -. 

conoce como agente cofactor de· ia l11etilmal'aríil-'CoA 'muta·-. 

sa. Esta enzima interviene en la 
0

oxÍdaci¿~ de lo~ áci

dos grasos de número impar. Para .el caso de· los énfer~ 

mas aquejados de anemia perniciosa, que son defi6ientes 

de vitamina B12 , se sabe que excretan por la orina gran

des cantidades de ácido metilmalónico, así como del pre

cursor de éste, el ácido propiónico, lo cual demuestra 

que en tales pacientes la reacción de la metilmalonil

CoA-mutasa, dependiente de la coenzima B¡2, es defectuo

sa ( 26). 

En lo referente al género Propionibacterium se tie

ne que el proceso metabólico de mayor importancia en es

tos microorganismos está representado por la producción 

de ácido propiónico. La coenzima B12 juega un papel im

portante sobre la metilmalonil-CoA mutasa, la cual cata

liza la interconversión de metilmalonil-CoA y succinil-

CoA, en el proceso de conversión del piruvato a propion~ 

to (Fig. JI). Sin embargo, todavía no está claro el pa-

pel que juega la coenzima B12 en la reacción. Esta últj_ 

ma viene dada como sigue: 



3
CH3 
1 

HOOC
1 

- C
2 

- c - s -
1 11 
H.·. O 

Metilmalonil-CoA 

metilmalonil-
1 2 3 . 

CoA HOOC - CH2 - CH2 - c - s - CoA 
CoA-muta sa ll · · o 

· Succinil-CoA. · 

De acuerdo a los estudios real·izados con trazadores 

isotópicos esta reacción ocurre mediante la migración 

del grupo -C- S-CoA, desde el átomo de carbono 2 del me 

tilmalonil-CoA hasta el átomo de carbono metílico, en i~ 

tercambio por un átomo de hidrógeno ( 26 ). 

Finalmente hay que destacar que la cianocobalamina 

es esencial para la maduración normal y el desarrollo de 

los eritrocitos. 

1.2.2 Estructura de la Vitamina B12 .. La cianocob~ 

lamina es la vitamina de estructura .química más compleja, 

y su peso molecular es de aproximadamente 1,500 (Fig. 

III). Posee dos componentes característicos: el mayor 

es el sistema de anillos de corrina, que se parece al 

sistema de la porfirina de la hemoglobina. Contiene cu~ 

tro anillos del tipo pirrol, y un par de estos anillos 

de cinco términos se halla unido directamente, en vez de 

estarlo por un puente meteno. Coordinado con los cuatro 
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1/2 Fe:~:. 

Piruvato =------¿'~_· __ ..,...,.. Acetil -CoA 
co. 

E-Biotina------·-0-x-'a~etato ~ATP 
~ Acetato 

~~al ato 

~ 
Succinato 

~ 
Succ"nil-CoA 

mutasa, requiere 
coenzima B12 

/ 

Enzima-biotina-C02 

F!G. !!: FERMENTACION PROPIONICA 

¡ 
' 1 

' 

1 

,¡ 
1 
! 
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átomos. de nitrógeno infernos.dél sistema .de la corrina 

hay un·átomo decobaJto,. ~~e~Lcb~o~l~o '.c!esde. h~cetie!!!_ 
P!> porsu importancia e;encilll·I~_é;,checimie~fo. Este 

átomo. de cobal t~ s~··· enc~~ntt!il<e~ la·~;~·m~ p~siciÓn que 

ocuparía el fierro. en la molécula· de· tiemciglobina. El se 

gundo com.ponente principal de la vitamina s 12 es un ribo 

nucleótido, el 5,6-dimetilbenzimidazol~ unido por el en

lace a-N-glucosídico con la 0-ribosa, en lugar de estar

lo por el enlace a presente en la mayor parte de los de

más nucleótidos. El cianuro ocupa una de las posiciones 

de coordinación del átomo de cobalto, de ahí el nombre 

de cianocobalamina. 

1.2.3 Biosíntesis de la.Vitamina B12. Las investi 

gaciones acerca de la biosíntesis de la vitamina s 12 han 

sugerido que esa ocurre con la formación del sistema de 

la corrina (parecido al de la porfirina), con posterior 

incorporación del nucleótido. De acuerdo a los estudios 

realizados, dos moléculas de ácido ~-aminolevulínico se 

condensan para formar porfobilinógeno, el cual es la unj_ 

dad básica del macroanillo. La biosíntesis prosigue pa

sando por porfobilinógeno a uroporfirin6geno IJI, y este 

es luego sometido a metilación y rearreglo, con la intro 

ducción de la molécula de cobalto, para dar el cromóforo 

B12. 
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FIG. III. ESTRUCTURA DE LA V!Tf\1'1INA B12 • • 
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Se ha demostrado qui; ;ii ~~~1ollir\a .és la fuente de·· 

los seis grupos.1metilils {2~y;c.;.;siha s,ugerido que el 

pr~ceso de metil;.ci~~nt~~;~r.~~J:~~~.~~;~:~1.1&~Ja f~rmaci.ón· del 

macrociclo; L·os•.deinás\gr.uifo1s•1;me:t·i·los':•provienen de la 
'-'>.:; ... ':)¿" --<"'.-:-: .•. ,. __ _-_,.,._, ,·: 

descarboxilaéión del 1ii:;clci .i:c'ét\hoH'otciginado del ácido 
-··.-·.',;-·: _ _,_ .. . ---' 

aminolevulínico (39) .. La rrloÍéétifa de aminopropanol pro 
··-:, ---'º'_:·-· ,. 

viene de la descarboxilaci6n:1 de.ia treonina, o de un de

rivado relacionado (5,6). El dimetilbenzimidazol se in

corpora en la vitamina como el 5' -nucleótido. La ribosa 

viene a ser esterificada al C-3 con el fosfato de la 

DGP-cobinamida, y el producto es vitamina s12 5'-fosfa

to. Después el fosfato es removido en el Oltimo paso 

de la secuencia biosintética por una fosfatasa específi-

ca (Fig. IV). 

1.2.4 Características: Propiedades Físicas y 

Químicas. La cianocobalamina es insípida e inodora, 

existe en forma de polvo rojo o en cristales en forma de 

agujas de color rojo. En su estado anhidro es muy hi

groscópica, pero se puede eliminar su humedad a 105ºC a 

presión reducida. La vitamina s 12 es soluble en agua en 

concentración hasta 1.25%, relativamente soluble en al

coholes de bajo peso molecular y en fenoles, pero es in

soluble en la mayoría de los solventes orgánicos. Los 
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.> .A\:ico. o~amino 
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fosfato 
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Hemo C orofil as 
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5,6-dimetilbenzi
midazol 
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Fosfato 5°-deoxiadenosilco
balamina 

5'-de~xiadenosilcobalamina 
(caenzima B¡z) 

FIG. IV: RUTA GENERAL PARA LA BIOSINTESIS DE COBALAMINAS. 
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cristales se funden por•.·encima de los ;tJOº·C.• En la .Ta

bla VI se ~es~rÚen otr~s·~rb"~i:CÍade~ r~l~din~·das .con 
__ _,,,. -- ;·,-,. ;· -, -'~-'~'- .:.:-~;--.. .,,. .· ,'.:: .-"~,:-:>_ -

la estabi1.rdací_de es.t.áYj~~m.i.:~~~fR. :• , .. ,, ••.... 
,,. e'- ;". '· <-:-.o:. --;~ '¡ ~J ,--::':•:"·.e-;.~;-'.~-~"';,.;--:- :/· " .-:e~·· :~~: .. -~¡~~;: ~'. \;:~~~f\:}L_;~;_,~:i~_-:'.·/i:k~ 

VI l ). 

1.2;5 Producción de Vitamina 812· Aunque a la fe

cha se han descrito más de 100 procesos para la produc

ción de vitamina s12 , tan sólo seis de ellos han sido 

usados a escala comercial. Entre ellos cuenta la recup~ 

ración de vitamina s 12 como un subproducto de las ferme~ 

taciones de antibiótico (estreptomicina, clortetracicli

na o neomicina), basado en el uso de Bacillus megaterium; 
' 

otro en el que se emplea un estreptomiceto no identific~ 

do¡ uno en el que se usa Propionibacterium freudenreichii 

y Propionibacterium shermanii; y otro proceso en el que 

se usa Pseudomonas denitrificans. 

En la Tabla Vl!I se resumen las caracterfsticas de 

varios de los procesos mencionados, de los cuales los 

más productivos son aquellos en los que se emplean 
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TABLA VI: ESTABILIDAD DE LA CIANOCOBALAMINA 

pH 7 E 

pH ácido E 

pH alcalino 

Oxígeno o aire 

Luz 

Calor 

Temperatura y 
esterilización 
a pH entre 4y 6 

E = Estable 

I = Inestable 

Fuente: Baduí, S. ( 3 ) 

/ 

E 

I 

I 

E 

E 
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TABLA VII: FORMAS.' DE·LA VITAMINA B12 

- ----_--e_"; 

LOS PRODUCTOS DE LA VITAMINl\ll{Í! QÜE,ENPRINCIPIO .SE 
·.'...:':·_,·:_<:'.-"' "' ·=-' .. ,_--_-. -

OFRECEN AL MERCADO NACIONAL DE ACUERDO AL>DIRECTORIO OE 

EMPRESAS, PRODUCTOS, SERVICIOS'{ bisTRIBUioÓ!lAS DE LA 

INDUSTRIA QUIMICA SON: 

Cianocobalamina U.S.P. 

Vitamina s12 en diferentes 

concentraciones 

Coenzima s12 

Acetato de hidroxicobalamina 

_,_-:e-

Hidroxicobalamina 

Vitamina B12 grado alimenticio 

Clorhidrato de hidroxicobala
mina 

¡ 

Fuente: Insti tute Mexicano de Comercio Exterior ( 19). 
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- -

Propioniba~terium y PsetÍ~omo~ásd~niiriflcans, y en los 

:'~- ·; ·.':· :--:.:<:::: .; _,._.:~?·:·:,:~~-: ,--.: ,:'.·.='t:.-A:" :,-.;-i:. :;:~;-,.)2~:::'..:~.)~~t -~ ~::;_, --; ;:~:.:::·-.. ~--~· ... :-_~-- -.:· 
Se han,:fdescr·n.o :'.tanto);procesos por 'lote como con ti -

nuos, en los que'seifl~~.emp1¡'ac1~-diferentes medios para 

el crecimi~rít¿d~l mi~roo~ganism'éiy para la acumulación 

de vitamina a12 . Entre _esos_ medios se incluyen materia

les de diversos orígenes como son el suero de queso, 

agua de la industrialización de la papa, hidrolizados de 

caseína, agua de cocimiento de maíz, etc. En los medios 

de fermentación se incluye cobalto, ya que forma parte 

de la molécula de vitamina a 12 . 

Uno entre los procesos más productivos es el de 

Speedie & Hull ( 44), en el que se usan cultivos de 

Propionibacterium. El microorganismo es crecido anaeró-

bicamente durante 2 ó 4 días, y posteriormente es aerea-

do vigorosamente durante 3 ó 4 días. En la fase anaero-

bia se forma gran cantidad de cobinamida (cobinamida 5'

deoxiadenosina), luego este compuesto es convertido a 

5,6-dimetilbenzimidazolcobamida-5-deoxiadenosina durante 

la fase aeróbica ( 39). 

Otro proceso importante es aquel que emplea Pseudo-

monas denitrificans crecida en un medio al que se adicio 



TABLA VIII: PROCESOS PARA LA PRODUCCION MICROBIANA DE VITAMINA B12 

Microorganismo 

Pilo p.i.o nlba.&e;Uwn 

61leudenllcúc.lu:..t 

Pilo p.i.o 1úba.&e1Uwn 

6lleude1Vt<Ú<!/M..i. 

Pllop.i.01úba.&e;Uwn 

,¡, lterona.n.U 

Componentes del Medio 

Melaza de betabel; fosfato de amo 
nio; sales inorgánicas; sal de C.Q. 

balto. 

Glucosa; agua de cocimiento de 
maíz; sal de cobalto; control de 
pH hasta 7.0 con hidróxido de am.Q_ 
nio .. 

Glucosa; agua de cocimiento de 
maíz; sal de cobalto. 

Glucosa; agua de cocimiento de 
maíz; sal de cobalto. 

Producción· 
(mg/l) 

0.45 

19 

8 

23 

Comentario 

Aerobios is 

3 días anaerobio
sis y 3 aerobiosis 

Cultivo continuo 
en dos etapas; 

·tiempo de reten
ción de 33 horas 

3 días anaerobio
sis y 4 días de -
aerobios is 

w 

"' 



Cont. TABLA VIII. 

Microorganismo 

E¿,;tn.ep-t:omuc.u 

tUc.n.omono¿,pol!.a. 

p¿, eudomo lllU> 

deii.ltlr.i.6.lcan6 

Componentes del Medio 

Glucosa; harina de soya; sal de 
cobalto; fosfato de potasio di
básico. 

Glucosa; harina de soya; sa 1 es 
inorgánicas; vinazas; sal de ca 
ba 1 to. 

Glucosa; harina de soya; carbo
nato de calcio; sal de cobalto. 

Sacarosa; ácido glutámico; be
taína; 5,6-dimetilbenzimidazol; 
sal de cobalto. 

Producción 
(mg/l 

5.7 

3.3 

11.5 

15 

Comentario 

Fermentación en l.Q. 
te de 6 días de d.!!_ 
ración 

Fermentación en lo 
te de 6 días de du 
ración y en aero
biosis 

Fermentación en l.Q. 
te de 7 días de d.!!_ 
ración y en aero
biosi s 

2 días aerobiosis 

w 
w 



Cont. TABLA VIII. 

Microorganismo Componentes del Medio 

Glucosa; agua de comiento de -
maíz; sal de cobalto. 

Fuente: Modificado de Perlman, D. (39 ). 

Producción 
(mg/l) 

5 

·comentario 

4 días anaerobio
si s. 
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na betaina y. 5,6-dimetilben_zimidazol 
--·-:--- '' ;'-.' .-. ·:-:_;· 

(39, 23). 

l. 2. 6 

.. , .. -·,,/ ,. __ ,: 

-Él<tra~cióTI y?PurilidXc~é'in.de· 1 a Vi ta mi na B12. 

Prácticamente, toda lacollámida -f'Orniáéía en las fermenta

ciones en .las que se usan·pro¡iio~i"~k~ierias es retenida 

en las células, y el prim-er:pa'so;:es,-la separación de es

tas últimas del medio de fermentación, lo que se hace 

por centrifugación hasta concentrar las células en una 

crema. Luego de una trituración de este material cremo-

so .resulta un producto con actividad de vitamina B12 y 

que puede ser usado como suplemento de alimento para ani 

males. La actividad de vitamina s 12 es liberada de las 

células por ácido, calentamiento, cianuro u otros trata-

miento s. La adición de soluciones de cianuro (ya sea di 

rectamente a las células o al filtrado obtenido después 

del tratamiento de éstas) convierten la coenzima B12 en 

vitamina s12 . La cianocobalamina así formada es aislada 

de la solución por procesos variados: se ha reportado 

que la adsorción y elución de una resina de intercambio 

iónico IRC-50 proporciona una alta purificación inicial, 

y la adsorción en carbón y una elución selectiva también 

son recomendables. Las soluciones de cianocobalamina 

son luego purificadas con solventes fenólicos (fenol, 

cresol, etc.) y agua. La vitamina finalmente es crist~ 

lizada de soluciones acetona-agua (38). 
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PRECURSORES. Y /O ·FACTORES llE •cRECÚIIENTO QÚE P UD IE-. 

RAN AFECTAR. A Lils;rilririoN1sAcrEíi1'1\s;t ········~· .·~·/ 
,,._. __ .. ,o:,-.,,_:,~!:..:: ••. ,._;,:-,.-,;: ' ,, ? •• -.:. ;ú: "::_/·:· -~--

__ -: --~: :"_.'- ·''·:>:; :,- _, _;~<r/i~~?:{{;~JJ~1::,r~1~i<T1f~~~7¿¡~;;-~~~~\~~e;,_~_::::~::~-/._.::-~ ,~> ;" __ ~·:-.:-~-~;-~-~~ _ 
Hasta· a ha ra se •·han•· He v·ada••a·I; cabcíc:111ii.c ha sd.i rive s ti g a -;,_-. ,- - -<-,,_:_ ,,- __ .'.·_::;_,;~·-~··.·-:·--·-.·,,;--·.·:-····--~·'+·-- ''-""·- _,_,."""' --~ _-_ .. - _-

ci ones sob.re los requer1niie~j;§·s·:n~tficjbríales'de las ·pri 

pionibacterias. Sin embarg~';•kan.~'() ~~;;~en ··informacio-

n~s apropiadas en ese sentido,.ni sobre la relaci6n.en

tre dichos requerimientos y la habilidad que tienen esos 

microorganismos de producir vitamina s12 . Por ejemplo, 

se ha reportado que los aminoácidos·son beneficiosos pe

ro no esenciales para las propionibacterias (48 ). Por 

otra parte se ha sostenido que!'_,_ shermanii necesita la 

presencia de la mayoría. de las vitaminas del complejo B 

( 34). También se estableci6 que las purinas pueden ser 

incorporadas en la vitamina para dar sus análogos, sin 

embargo, las pirimidinas no hacen el mismo· efecto. 

, 
En este trabajo se plantea adicionar ciertos agen

tes al medio de fermentación con el objetivo de conocer 

el efecto que pudieran tener sobre el crecimiento de 

!'_,_ shermanii y/o la producción de cianocobalamina. A 

continuación se describe la importancia bioquímica que 

tiene cada uno de esos agentes, para las actividades me

tabólicas y el desarrollo de los microorganismos. 
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. . 

1.3. 1 La coen.zÍma A o j'or-

ma activa ~el á. ,~i··.·····.? .•. ~ .. º.·. ;'pa··~·····t······i/fé~l·¿g.:¡·nt~·~·~·i ~.~~~.~~'.1a'úl.ti~a 
' <'.·;.:;· ' ' ·"!"' .,., .:e-'.;::,_. '"J.'·.·'' 

et a·pa ci e ·-~=.~~¡~·~:~~.~~·H~;s.1~º·;·0·.~J~~:~!'·~.Y~ e}. ···péi}".ji~i~~···'.~·~·:·ª~~:- •.. 
t jl -CoA; éúya'~ i':e á.c c5ó n~ es} pro fu nd.amen te.¿e s:t:i mü l á dil':por >: 
el. é:al ci o:,'E~i~r:.fii~~~oFf a~iéen•• .1 a}~~~~§·{~~\fa ¡~~fa~· 

-- '--·· ·=- ,,.-\·.··;·· ·'·· </:i ---,,._, ;~,_:·;,- ,, .. ., ,•, ~·-. '.<~f 

·to pa~~ ~]. c~·;·g;;d~ prcipiÓnibacteí;i¡ís.;(f'f!iit;I!'io;i'' .. 
:·-,."-

1.3.2 Biotina; Esta vitalltiria parfilf¡:>a!!n la fij~ 

ción del co 2 catálizada por h ·fo~foenolpirúvico carboxi 

transferasa, para dar oxalacetato. Posteriormente tam

bién interviene en la descarboxilación del metilmalonil-

CoA para formar propionil-CoA. Ambas reacciones están 

incluidas en la ruta de producción de ácidos propiónico y 

acético de las propionibacterias, como se aprecia en la 

Figura 11. 

1.3.3 Fosfato de Piridoxal. Al igual que el fosf~ 

' to de piridoxamina, el fosfato de piridoxal es una forma 

enzimática de la piridoxina, y es conocida como coenzima 

de muchas enzimas que participan en el metabolismo inte~ 

mediario de los aminoácidos (15 ). Entre las reacciones 

enzimáticas que precisan de ese compuesto los tres más 

comunes son: transaminaciones, a-eliminación y adición, 

y racemización~ Por otra parte se ha reportado que el 

fosfato de piridoxal es agente cofactor esencial en la 
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. . 

rea ce i ón de la g l'.{c.i rí~ y !~1/\s~Cc;.f nil.ié:o)\; ~a ~~·~la' forma"• 

ción de1· ácldo ·.6:.:amino1e,vu1íni~ó (25)·;:prfmera}eacción 
,'.- --"· 

de la ruta biosintética d~ ·1a.v .. ftam,i.~.~:;~y~_C•, :,'. ·.· .... ··.•·." 
:- .. _,-_ .' ·_:::::~;/';'._:~·.t. 

: .. __ ; ' ' : ; ·: .. ~>.::--_; ''º_~:_-_:.,' __ :;/{\_ --,, __ _.._,_--_ ~ . -' -:· . 
1.3.4 Betaína. Este compuesto tieneten0su~estruc- · 

- · ... --· .... ,-. _. ,_.,-, _, .• ,.,, .. ,;> · c-~"";c o¡;-;·>:-·,,_ ·.. ' · 

tura un nitrógeno cuaternario, 

tituyentes son grupos metilos. 

la betaína actúa como donador de grupos metn~;; l.6s ella 

les forman parte de la vitamina a12. (39 ). 

Otros investigadores han sostenido la hipótesis que 

la acción estimulatoria de la betaina se debe a que au

menta la actividad de la 6-aminolevulínico sintetasa 

(22 ). También se ha considerado la posibilidad de que 

ese compuesto actúe directamente mediante efecto sobre 

la síntesis de fosfolípidos. En un estudio realizado 

por Kortstee ( 21 ), este investigador estableció que la 

presencia de fosfolípidos éra necesaria para la conver

sión de Scido ~-arninolevulinico a protoporfirinógeno IX, 

por extractos de células de Arthrobacter globiformis que 

acumulan coproporfirina. 

Sin embargo, el verdadero modo de como actúa la be-

taina permanece sin esclarecer. En investigación reali

zada por Demain y sus colaboradores ( 7 ) en la que usa-
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ron Pseudomonas deni tri fi ca ns y ad.i ci o ria ron .diferentes· 

dosis de esa al mecliodefér~e.~.t~dióÍl c.1fo2.f,§sgfl, 

res pe c ti vamen te) • en crin t ral-iin . tj..;~. ~~~ agent e/ej ~ f:ci ó .. 

efecto estimulatori~ so~r~l~ produ~.ción _de vitámillá ª12• 

aunque no. hubo ningún ~f~ctéi scihre· el•cr~~i~ienfo celú-

1 ar. 

1.3.5 Metionina. El grupo metilo de la metionina 

es usado como precursor para la formación de un gran nú

mero de biomoléculas entre las que se encuentra la vita-

De acuerdo a los estudios realizados por 

Janicki y sus colaboradores ( 20 ), los grupos metilos 

del anillo corrinoide de la molécula de cianocobalamina 

son aportados por ese aminoácido. Sin embargo, no es la 

metionina per se la donadora directa de grupos metilos; 

dicha molécula es activada mediante reacción con el ATP, 

por la que se forma S-adenosilmetionina. La transferen-

cia desde la S-adenosilmetionina es catalizada por una 

metil-transferasa, y se forma S-adenosilhomocisteína.co

mo producto desmetilado. 

1.3.6 Treonina. Su degradación conduce a la form~ 

ción de glicina y acetil-CoA. En una segunda ruta la 

treonina puede ser degradada hasta propionil-CoA, que es 

un precursor del succinil-CoA. Este último al igual que 
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la gliCina·es precur";?r en·l~f~[niá d.7.~itamina B12 • 

y Turne~ ( 2'8) r~~liz~~on estudios mediante Lowe 

el uso de L-treonina marc~da~ ~d;C:~onadá a un medio con 

Streptomyces olivaceus. Encontra~o~ que dicha sustancia 

se incorporó específicamente en la molécula D-l-aminopr~ 

pan-2-ol de la vitamina B12 , con lo que quedó demostrado 

que el aminoácido contribuye con el esqueleto de carbono 

así como el nitrógeno del amino alcohol de esa molécula. 

l.3.7 Histidina. Hasta la fecha no se conoce nin-· 

guna incidencia particular de este aminoácido en la pro-

ducción de vitamina B12 . En términos generales es impo~ 

tante señalar que su esqueleto carbonado se incorpora al 

ciclo de los ácidos tricarboxílico por la vía del ~-oxo-

glutarato. Los restos de este aminoácido son fundament~ 

les para la actividad catalítica de muchas enzimas, en

tre ellos algunos que intervienen en la transferencia 

de fosfato, por ejemplo la succinil-CoA sintetasa. 

1.3.B Acido Glutámico, Alanina, Valina y Arginina. 

Estos aminoácidos donan sus grupos metilos mediante rea~ 

cienes en las que interviene la acción de enzimas conoci 

dos como transaminasas. Los grupos aminas se recogen en 

forma de un solo aminoácido, generalmente el ácido glut~ 



- 41 -

mico. Dado que el glutamato es el produc.to final de la 

mayor parte de las transaminaciones, actOi entonces como 

donador de grupo amino en una serie final ·de· reacciones 

cuyo grupo especffico se ve convertido •n producto de e~ 

creción ni.trogenado. Posteriormente el glutamato experi 

menta una rápida desaminación en la que los grupos ami

nas se separan en forma de iones NH~ ( 26 ) . 

/ 

···-·· 
. . :.· 



- 42 -

CAPITULO 2 

ANTECEDENTES 

/ . 
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. El aprovechamiento. de residuos ·de Ta industrializa

ción de la piña, ha sido motivo de diversos trabajos. 

Hasta la fecha el uso que se ha dado a una parte de esos, 

ha sido para la obtenci6n de salvado (cáscara de piña 

prensada y deshidratada) que se destina a la alimenta-

ci6n de ganado ( 13), En este sentido Martfnez Martfnez 

( 30) en 1951, estudió la posibilidad de aprovechar los 

desperdicios provenientes de las fábricas procesadoras 

de la fruta, para ia elaboración de forraje para el gan~ 

.do, alcohol y vinagre para ser usado por las mismas emp~ 

caderas en el enlatado de otros productos. De acuerdo a 

los resultados de sus investigaciones Martfnez Martfnez 

concluyó que el bagazo de piña por sf solo no es sufi

ciente para la alimentación de animales de leche, ni pa

ra el engorde de ganado. Más bien, puede ser usado para 

la elaboración de un alimento concentrado completo, si 

se mezcla con otros productos de un elevado contenido de 

protefnas y vitaminas. 

Otras pruebas hechas por Martfnez tuvieron por obj~ 

tivo, la producción de alcohol y vinagre por vfa fermen

ta ti va. Concluyó que el vinagre obtenido, por su conte

nido en ácido acético y cualidades organolépticas, éra 

de buena calidad y podía tener buena aceptación en el 
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mercado. 

Por otra parte, Tello Maya ( 46) realizó investiga

ciones encaminadas a la propagación de levaduras comestj_ 

bles, en las que se emplearon los jugos residuales de pi_ 

ña como única fuente de carbono. Para su estudio este 

autor se fundamentó en que las proteínas de levaduras 

son de significativo valor alimenticio. Además conside

ró que su contenido en vitamina, particularmente del con 

tenido de vitaminas del complejo B, la hacen apropiada 

como complemento para la dieta animal. Tel lo Maya afir

ma que los rendimientos en levadura seca obtenidos en su 

investigación fueron comparables con los obtenidos por 

otros autores que u.saron sustratos diferentes, tales co

mo melazas, hidrolizados de madera, etc. 

Como se ha señalado, han sido varios los autores 

que han canal izado sus esfuerzos en encontrar apl icacio

ncs útiles a los desperdicios de la industrialización de 

la piña. Todos ellos basados en la composición de esos 

residuos, en la disponibilidad de los mismos, y en los 

problemas que origina su eliminación al drenaje. 

En términos generales, los resultados de las inves

tigaciones realizadas son indicio de que esos residuos -
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pueden tener utilidad práctica "Jn1~: cibterición de una dj_ 
- - ~-,. . 

versidad de productos. 
. - "·- -' - .. 

Sin embargo, ninguno ha intentad~· estudiar su posi-

ble uso en la producción de metabolit~s de interés indu~ 

trial con alto valor agregado como es la cianocobalamina. 

En este sentido se hizo una revisión ex~austiva de los 

trabajos realizados hasta la fecha, en los cuales se ha 

estudiado la producción de vitamina B12 . No se encontró 

ninguna investigación acerca de esa vitamina en la que 

se haya empleado jugo de desperdicios de piña como fuen

te de carbono. Cabe señalar que otros autores han reali 

zado trabajos acerca de la obtención de ese producto me

diante proceso de fermentación, con el empleo de otros 

sustratos. Destaca el trabajo de Pérez Mendoza ( 37), 

quien empleó como fuente de carbono los subproductos in

dustriales de limón mexicano. En su investigación Pérez 

Mendoza se fundamenta en los problemas de eliminación y 

contaminación ambiental que representan los residuos de 

la industria del limón (jugo cocido de limón). Conside 

ró que los carbohidratos contenidos en ése (azúcares y 

ácido cítrico), podían ser usados por L shermani i en 

fermentaciones destinadas a la producción de la vitami

na B12 , ya que se conoce a ese microorganismo como alta-
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mente productor de este metabolito. 

AGn y cuando el medio basal con jugo cocido de li

món es poco aprovechado por f.:_ shermanii para su creci

miento y producción de cianocobalamina, el trabajo de 

Pérez Mendoza resulta interesante, en el sentido que fue 

el punto de partida para investigaciones posteriores co~ 

cernientes a estudiar la producción de vitamina s12 en 

México. 

Santana Castillo ( 43) continuó con esta misma lí

nea de trabajo. La autora se enfoca a estudiar la ciné

tica de f.:_ shermanii, con el uso de la misma fuente de 

carbono empleada por Pérez Mendoza. Basado en sus resul 

tados y en otros obtenidos posteriormente, Santana Casti 

l lo descarta la posibilidad de usar el jugo cocido de li 

món en la producción de vitamina s12 (Comunicación Pers~ 

nal). Los crecimientos celulares y las cantidades de 

producto obtenidos son muy bajos, aGn en las mejores co~ 

diciones de fermentación, comparados con otros procesos 

en los que emplean otras fuentes de carbono. 

En virtud de la posibilidad que presentan los jugos 

residuales de la industrialización de la piña, de ser 

usados en la producción de levadura, alcohol y vinagre 
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por fermenta~ióri, se .considerade inter~s usarlos en la 

producción de ci.anocobalamina por ese mismo proceso. En 

tre otras razones, se toma en consideración el alto con

tenido de azúcares fácilmente metabolizables de estos j~ 

gos, y que además existen las bases fundamentales sobre 

estudios en la producción de vitamina B12 • 
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CAPITULO 3 

OBJETIVO 

/ 
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El objetivo de este trabajo es estudiar la produc

ción de vitamina s 12 mediante proceso fermentativo de 

los jugos de desechos de la industrialización de la piña 

como fuente de carbono, y con Propionibacterium sherma

nii ATCC 13673. Es importante señalar que la producción 

de piña así como su industrialización se realizan por 

temporada, y al ser iniciada esta investigación no éra 

época de procesamiento de la fruta. Por esa razón y en 

virtud de que los jugos extraídos directamente de la pi

ña tienen la misma composición que los jugos provenien

tes de los desechos de la industrialización, se usaron 

esos (jugo de piña) en la realización de este trabajo. 
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CAPITULO 4 

JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION 
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En esta investigación se Propone estudii!r la produE_ .. . ' ' ; . ' 

ción de vitamina B12 por su import¿nc,ia. terap~LJtica (an

tianémica, antirreumática, antineurítica, etc.), y por 

su amplio uso en la fortificación de alimen os y en med~ 

'cina veterinaria como factor de crecimiento. Por otra 

parte, esta vitamina no se produce en Méxic , por lo que 

es un producto de importación cuyo el mercado 

internacional es muy elevado (15,000 a 20,0 O US Dlls./ 

Kg de vitamina s12 de 95 a 98% de pureza). En la Tabla 

IX se presenta una relación de las importac ones de pol

vo desecado de fermentación con actividad d• vitamina 

s12 (55%), desde 1978 hasta 1984. En esa s' observa un 

aumento por año de la demanda del producto, así como un 

aumento en su valor unitario (Dlls/Kg). Es os factores 

son indicativos de la existencia de un merccdo cada vez 

más amplio de ese producto. La disparidad ce los datos 

presentados en el año 1981, probablemente c rresponden 

a un registro erróneo por parte del Institu o Mexicano 

de Comercio Exterior. 

Se plantea el aprovechamiento de los j 9os residua-

les provenientes del procesamiento de la pir1a para su 

uso como sustrato fermentativo, por su alto contenido de 

carbohidratos y de otros nutrientes tales como minerales, 
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TABLA IX: IMPORTACIONES DE POLVO DESECADO CON ACTIVIDAD 

DE VITAMINA s12 . 

AÑO VOLUMEN V. A L O R 
(KG/AÑO) 

( Ol LS) (DLLS/KG) TOTAL UNITARIO 

1978 714 1'326,623 1,858 

1979 800 

1980 819 1'866,051 2,278 

1981 4,854 2'013,972 415 

1982 774 1'715,736 2,216 

1983 l, 111 2'584,409 2,240 

1984 842 2'066,453. 2. 454 

Fuente: Instituto Mexicano de Comercio Exterior ( 19). 
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vitaminas, etc. Además d.E! su composición, se toma en 

cuenta los altos volQmenes de producción de esos jugos. 

En 1983 la cantidad total 'de piña industrializada alcan

zó las 210,210 toneladas (Tabla III), de las cuales 

75,676 toneladas correspondieron a jugos residuales. Es 

importante señalar que el estudio se hace con jugos ex

traídos directamente de la piña, ya que al ser iniciado 

el trabajo no éra época de procesamiento de piña, y bajo 

la consideración que estos tienen una composición equiv~ 

lente a la de los jugos de desechos de la industrializa

ción de la fruta. 

En la obtención de cianocobalamina normalmente se 

emplea glucosa como fuente de carbono, la cual es una m~ 

teria prima de alto precio comercial. Los jugos de dis

perdicios de la industrialización de la piña constttui

rían un sustrato barato, apropiado para la producción de 

tan importante metabolito. Además de que se daría un 

uso relevante como materia prima de un proceso fermenta

tivo, se estarían solucionando los problemas de contami n~ 

ción ambiental que esos desechos originan al ser elimin~ 

dos al drenaje. 

Se usa Propionibacterium shermanii porque es conocl 

do como uno de los microorganismos más altamente produc-
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tares de vitamina s12 . En este sentido hay que destacar 

que además de su amplio uso en procesos industriales de 

producción de cianocobalamina, tiene la capacidad de si~ 

tetizar el 5,6-dimetilbenzimidazol (segunda parte de la 

molécula de vitamina B12 ). Esta característica represe~ 

ta una ventaja desde el punto de vista económico, ya que 

no es necesario adicionar este compuesto al medio de fe~ 

mentación, contrario a lo que ocurre en los procesos de 

producción en los que se usan otros microorganismos. De 

acuerdo a lo reportado en la literatura ( 17 ) Propioni

bacterium shermanii no emplea la sacarosa como tal, por 

lo que en esta investigación s~ emplea un método de hi

drólisis de la sacarosa contenida en el jugo de piña. 
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CAPITULO 5 

MATERIALES Y METODOS 

/ 
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5.1 MICROORGANISMO: 

Para la producción de vitamina s 12 es de gran impo~ 

tancia la selección del microorganismo. Existe una gran 

variedad de microorganismos capaces de sintetizar ciano

cobalamina, en los que varían los rendimientos y produc

ción de otras cobalaminas y compuestos análogos inacti

vos ( 11 ) . 

/ 

Se consideran como microorganismos buenos producto-

res de vitamina s 12 , aquellos que la producen con altos 

rendimientos y tiempos de fermentación cortos, asl como 

los que la producen a partir de sustratos de bajos cos-

tos. Entre los que cumplen estas condiciones destacan 

las propionibacterias, particularmente !:.:._ shermanii y . 

!:.:.._ freudenreichii, y además Pseudomonas denitrificans, 

por lo que son los más usados a nivel industrial ( 3g ). 

En experimentos anteriores a este trabajo se prob~ 

ron .E..:.. freudenreichii y .E..:.. shermanii porque además de 

ser altamente productoras de vitamina s 12 , tiene la cap~ 

cidad de sintetizar el 5,6-dimetilbenzimidazol como se 

mencionó antes (ver Cap. 4 ). Se encontró que las dos 

propionibacterias fueron igualmente buenas productoras 

de cianocobalamina, pero .E..:.. shermanii resultó más fácil-
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. •, --

mente manejabl_e en·cu~nto k::lace;~tra~ci~n de li vitamina. 
-.-. ,:-c:'.·::c::··:: 

Por. esta razón, y por-'las'/ventaj:a~Yex·pues;tas;; se escogió 
---- - : --·-- : :.-·,_,:_,~;,- -.. _·, .-,._,.-.:.:,. -. -'_;_· .. -:·."" ._ .. ' - . 

f.,_ shermanii como el microoF!lar((smO a ser empleado en e~ 

ta investigación: 
':- _-:-:-_':~: _·:: __ - . 

5.2 OBTENCJON DEL JUGO DE PlílA. 

La temporada de producción de piña está comprendida 

entre noviembre y julio de cada año. A la fecha de ini-

ciación de este trabajo no éra época de procesamiento 

del fruto. Sin embargo, se tomó en consideración que 

los jugos de desperdicios de su industrialización, tie

nen la misma composición que l~ de los jugos extraídos 

directamente de la piña. Se decidió entonces comprar 

fruta fresca en el mercado y extraer los jugos. para in! 

ciar la investigación. Se desconoce el origen, condicio 

nes de cultivo y variedad de las piñas compradas. 

Los pasos de extracción del jugo (Fig. V) consisti~ 

ron en pelar las piñas y partirlas en trozos. Se tritu

raron en una licuadora (Hoffmann Pinther & Bosworth) y 

se filtró en un embudo buckner, utilizando gasa como me

dio filtrante. Posteriormente se centrifugaron los ju

gos (centrífuga Sorval 1 Dupont RC-5) a 10,000 RPM duran

te 15 minutos, para eliminar los restos de sólidos pre-
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sentes, y 1 u ego se conservaron. ¡Íor congelación .. Este 

proceso fue diseñado.en e1·.1abórat:órJo. 

5.3 TRATAMIENTO DE LOS JUGOS DE PIRA. 

Estos fuero~ sometidos a hidrólisis de la sacarosa 

presente, y a posterior estandarización de los azúcares 

reductores. El mªtodo de sacarificación se diseñó en el 

laboratorio y es el que se describe en el capítulo de 
' Resultados y Discusión. 

5.4 ORIGEN Y TRATAMIENTO DEL AGUA DE COCIMIENTO DE MAIZ 

(FUENTE DE NITROGENO). 

Esta materia prima es un subproducto de la indus

tria de obtención de almid6n a partir de maíz. De acue.!:. 

do a las características generales reportadas por la CO!!J. 

pañía proveedora (Arancia Ingredientes Especiales, S.A.), 

el agua de cocimiento de maíz contiene menos de 2% de 

azúcares reductores totales, más de 28% de ácido láctico, 

y entre 7 y 9% de nitr6geno, todos en base seca. Su pH 

oscila entre 4.1 y 4.3, y es de naturaleza altamente vis 

cosa, debido a que tiene una gran cantidad de sólidos en 

suspensión (al rededor del 50%). Por estas razones, el 

tratamiento que normalmente se aplicó fue diluirla 1:3 y 

ajustarle el pH entre 8 y 8.5 con hidr6xido de sodio pu-
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,. ro. Luego se centrifugó a 10,000 RPM durante 15 minutos 

(sorvall o·úpont· Rc'-s), y ,si! decantó el material líquido 

para su uso posterior. 

5.5 COMPOSICION .oE·tos MEDIOS DE FERMENTACION USADOS. 

Medio Basal: 

AzGcares Reductor~s (jugo_de piñi) 

Nitrógeno (agua de cocimiento de maíz) , 
CoC1 2 
Agua destilada 

pH 

Medio Control: 

Glucosa 

Nitrógeno (agua de cocimiento de maíz) 

CoC1 2 
Agua destilada 

pH 

32.8 g/l 

3.15 g/l 

5 mg/l 

hasta 1 litro 

7.0 

.32.8 g/l 

3.15 g/l 

5 mg/l 

hasta 1 litro 

7.0 

Para otros experimentos el jugo de piña se sustitu

yó por sacarosa con la misma cantidad de carbohidratos. 

Todos los medios de fermentación se formularon con 

32.8 g/l de carbohidratos, con el fin de congruentar es

te trabajo con otros realizados en el mismo grupo de in-
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.. · . ' . 

vestigación,: en los que se estudió ·1,. producción de cia-
--- ·:.>' 

> : - : ·: . 
-·-·<·---·' 

Se usó una co~~~~t0a~l~n ~enit~óge~~ de 3.15 g/1, 

basado .. en la cantidád qúe se empl~il E!n la patente de 

Speedie & Hull · (44 ) para 1il producción de cianocobalamj_ 

na. 

Por otra parte, la cantidad de cloruro de cobalto .. 
adicionada a los medios alcanzó los 5 mg/l. Se escogió 

esta concentración fundamentado en los estudios realiza-

dos de Bullerman y Berry ( 5 ), en los que emplearon di

ferentes concentraciones de esa sal, en fermentaciones 

con.!:..:.. shermanii. Estos investigadores encontraron que 

la producción de cianocobalamina ya no se incrementaba 

cuando el medio se suplementaba con cantidades de cloru

ro de cobalto superiores a los 5 ppm. 

5.6 PREPARACION DEL MEDIO DE FERMENTACION. 

El jugo de piña sin hidrolizar se diluyó con una 

cantidad de agua, tal que se obtuvieron 32.8 g de azúca

res reductores por cada litro de medio. Tanto el jugo 

como el agua de cocimiento de maíz (cantidad que propor

ciona 3.15 g/l de nitrógeno) y el cloruro de cobalto (s!!_ 

lución patrón de 5 mg/ml) se esterilizaron por separado, 
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y posteriormente.se mezclaronasépticamente. 

Durante el proceso de esterilización se formaron al_ 

gunos sólidos al agua de cocimiento de ma,z, pero fueron 

.eliminados por decantación aséptica. El pH final del m~ 

dio de fermentación fue de 7.0. Cuando los experimentqs 

se llevaron a cabo con el uso de glucosa o sacarosa (hi

drolizada), el jugo de piña fue sustituido por 32.8 g/l 

de esos azúcares. según el caso. 

5.7 REACTIVACJON DEL MICROORGANISMO. 

~ shermanii, previamente conservado en tubos con -

medio de lactato-levadura de Krebs ( 24), fue reactivado 

mediante la transferencia de 1 ml de ese cultivo en otro 

con 10 ml del mismo medio. Se incubó luego a 29ºC, du-

rante 48 horas y sin agitación. 

5.8 PREPARACION DEL INOCULO. 

El microorganismo fue adaptado a los medios con ju

go de piña, glucosa y sacarosa, respectivamente, de 

acuerdo a como se muestra en la Figura VI, para lo cual 

se partió del reactivado en medio de Krebs. Las adapta

ciones, así como el inóculo, se prepararon en condicio

nes microaerofílicas (200 ml de medio/matraz de 250 ml), 

para preservar la capacidad de producción de cianocobal~ 
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mina de f..:_ shermanii. 

Para las adaptaciones se transfirieron 10 ml del mi 

croorganismo proveniente de medio de Krebs, en 190 ml 

del medio correspondiente (inoculación al 5%). Se incu

bó a 29ºC durante 48 horas y con agitación de 125 RPM 

(agitadora rotatoria de 1.5 cm de radio de giro, Instit~ 

to de Investigaciones Biomédicas, UNAM). En el caso del 

medio formulado con jugo de piña, fueron necesarias dos 

adaptaciones antes del inóculo. 

Para la preparación del inóculo se emplearon 20 ml 

de la adaptación anterior y 180 ml de medio fresco (ino

culación al 10%). La incubación se hizo en las mismas 

condiciones que las adaptaciones, durante un período de 

36 horas. 



·'· 
Medio control con 
glucosa, incuba-
ci6n durante 48 
horas. 

20 ml/180 m1 

. 
Segunda transfe-
rencia durante 
36 horas de incu-
bación. 
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Microorganismo en 
Medio de Krebs 

l 1 ml/10 m1 de medio 

Reactivación en medio 
de Krebs (48 horas) 

l 10 ml/190 m1 de medio 

.~ .L 
Medio con sacarosa, Incubación en el 
incubación durante medio con jugo de 
48 horas. piña durante 48 

horas. Dos tran~ 
ferencias. 

medio 20 ml/180 m1 medio 20 m1 /180 m1 

. 

Segunda transferen Incubación en el 
cia durante 36 ho::- medio con jugo de 
ras de incubación. piña durante 36 
Inóculo • horas. Inóculo. 

. 
Fermentación 

o.o. = 1 

FIG. VI. Reactivación, adaptación e inóculo para P. shermanii 
ATCC 13673, en medios con glucosa, sacarosa y jugo 
de piña, respectivamente. 

medio 
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5.9 CONDICIONES DE FERMENTACION. 

Edad del I n6cul o 

Densidad Optica Inicial .. del matraz 

inoculado (medida a 540 nan6metros) 

Tempe rato ra 

pH (ajustado peri6dicamente con 

NaOH al 20%) 

Agitación 

Tiempo de Fermentaci6n 

Relación Volumen de Operaci6n/ 

Volumen Nominal 

5.10 DETERMINACIONES ANALITICAS. 

36 horas 

l. 00 

29ºC 

7.0 

125 RPM 

5-7 días 

100/250 

Crecimiento Celular: Se efectu6 por turbidimetría a 540 

nanómetros. Un mililitro de suspensión bacteriana se 

centrífuga durante 10 minutos (centrífuga Wifug, 5,700 

RPM), se.decanta el sobrenadante y el paquete celular se 

resuspende en 10 ml de agua y se vuelve a centrifugar, 

se diluye en una cantidad de agua apropiada para leer a 

la longitud de onda mencionada. Se calcula el peso seco 
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. .. 

(g/l) en base a una.2urv~ de',C::alillración deA.~nfidad p-

tica (D. o.). én funci6~ d~· peso ~eco i i r<: >I 
·· .. ~·. 

Acido Láctico: Se determinó en un cromátógrafo · d;e gases 

(Varian 3,700 - FID), columna: 3% OV-17 en Chromosorb' 

WHP 80/100 (Pérez Mendoza y Garc,a Hernández, en prensa). 

El método se fundamenta en la metilaci6n del ácido que 

se quiere determinar, se forma así un compuesto de alta 

volatilidad que es ·'determinado cromatográficamente'. Pr~ 

vio a la muestra que se quiere analizar, se determina la 

composición de una muestra estándar (concentración cono

cida) a la que se ha aplicado el mismo tratamiento. La 

cantidad de ácido láctico presente en la muestra, se cal 

cula por la medición de la altura de los picos y poste

rior comparación con el estándar correspondiente. 

Vitamina B12 en el paquete celular: El método empleado 

es el de Fisher ( 10 ). Este se base en la extracción de 

la vitamina s 12 de las células por calentamiento con pr~ 

panel más cianuro de potasio (solución de 100 mililitros 

de propanol más 10 mililitros de cianuro de potasio al 

0.5%). Luego se induce la formación de monocianocobala

mina en una alícuota y la de dicianocobalamina en otra 

alícuota, y se determinan sus absorbancias mediante lec

tura espectrofotométrica a 587 nanómetros. La vitamina 



- 67 -

se calcula mediante la siguiente fórmula:. 

~~- . --··· . _. 

·. .. · · · :J . . :;llÍ\ ·.;x (l .19: X 4 3 X· l 0 . 
Vi ta~ i n~: ( ~.91 l )/'.;'._,··_. --,-"-,.-

0
-;,..

0
-
5
..,
4
-.. ----

-,-¡, ·::;: ('.C". ,;-~ - ,-,._--.,;.:;e'.· 

en donde:' i\l\:i<· = diferencia de absorbancfas entre el COfil 
c_::;"·_'{·<'·'.~;.:.._. -- -- ---

ple.jo monociano y el complejo dicianó. 

,l.19 =.factor de dilución • 
.' 

43 = volumen de propanol-cianuro adicionado 

( ml ) 

10 factor de conversión a µg/l. 

0.054= coeficiente de extinción de la vitamina 

s 12 a 587 nanómetros. 

Azúcares reductores: La determinación se hace 1nediante 

la técnica de Ting ( 47 ). El método se basa en la oxid~ 

ción de los azúcares cuya concentración se desea deterffij_ 

nar, con una solución alcalina de ferricianuro de pota-

sio. La cantidad reducida de este último compuesto se -

determina colorimétricamente a 515 nanómetros. El color 

se desarrolla debido a la formación de complejos entre 

los iones metálicos reducidos y compuestos como el arse-

nomolibdato, con el que se forma un complejo de color 

verde esmeralda. La intensidad de color depende de la 



- 68 -

concentración de azúcares en la muestra. Antés de cada: 

medición se hace la calibración del aparato (Spectroni 

20 Bausch & Ldmb) con un testigo de reactivo preparado 

en la misma forma que las muestras de análisis. 

Nitrógeno: Esta determinación se hace por el método de 

Kjeldahl ( 2 ), técnica que se basa en la digestión de· 

la muestra con ácido sulfúrico concentrado, y en la que 

se forma sulfato de amonio a partir del nitrógeno prove

niente de la muestra. Posteriormente, se realiza una 

destilación en la que el nitrógeno se desprende en forma 

de amoníaco, 'el cual es captado en un ácido débil. Des

pués se efectúa una titulación ~on ~Cl 0.1 N para la 

cuantificación del amoníaco desprendido. 
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CAPITULO 6 

RESULTADOS Y DISCUS!ON. 
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La mayor parte de.los azocares del jugo de pifia se 
. . . 

encuentra ·en forma, de sacarosa ( 27 ) , la cual se ha re-

portado como no metabolizable por Propionibacterium 

shermanii (. 17). Se tomó en consideración ese antece-

dente para el acondicionamiento de la materia prima me

diante inversión de la sacarosa presente. El proceso de 

sacarificación usado fue el mismo empleado para la inve~ 

sión de una solución de sacarosa a varios valores de pH, 
" 

y el cual se describe a continuación: 

6.1 HIDROLISIS DE UNA SOLUCION DE SACAROSA EN CONDICIO

NES DE ESTERILIZACION. 

La finalidad de esta prueba fue determinar el pH al. 

cual ocurría el máximo porcentaje de sacarificación en 

una solución de sacarosa de concentración conocida, para 

usarlo posteriormente en el tratamiento del jugo de piña. 

Se empleó ácido clorhídrico y condiciones de esteriliza

ción. 

Se preparó una solución de sacarosa de 40 g/l. En 

matraces de 250 ml se colocaron 50 ml de la solución y 

se ajustó a pH en cada uno a 3.2, 3.0, 2.8, 2.0, 1.5 y 

1,2, respectivamente, con ácido clorhídrico al 20%. Se 

esterilizaron a 12lºC durante 15 minutos, se neutraliza-
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ron con hidróxido de sod.io al· 20%''Y ·se de-term nó la-can-

tidad de azúcares reductores. EnFe~~e preces ~se ... en con-

tró que a medida que di~ntinÍiyó ,~)J)i~· a~;ri~,']t6 lá inv.er

sión de la sacarosa, hasta 11é9a~a iifi ci~ i.5, en el 

cual se observó aproximadanten'te•_el_ 100% de sacarifica-

ción (Fig. VII). A partir· de ese valor, mientras se si

guió disminuyendo el pH se observó la formación de com

puestos coloridos, lo cual explica que a pH de 1.2 se de 
' tectaron 45.70 g/1 de azúcares reductores. Por lo tanto, 

se descartó la posibilidad de usar pH de 1.2 ya que con 

éste no se tenía una determinación real de los azúcares 

del medio. En consecuencia, se tomó 1.5 como el pH al 

cual se realizaría la hidrólisis. 

6.2 ANALISIS Y ACONDICIONAMIENTO DEL JUGO DE PIÑA. 

Con el objetivo de saber si la composición del jugo 

de piña éra apropiada para ser usado como sustrato de 

fermentación, con el empleo de Propionibacterium sherma

ni i, se procesaron 3.718 kilogramos de piña, de acuerdo 

a lo descrito en 5.2. Al jugo extraído (3 litros) se le 

hicieron algunos análisis químicos. Los resultados se 

muestran en la Tabla X, en los que se puede apreciar que 

esos jugos contienen una alta cantidad de carbohidratos. 

De igual manera se detectó la existencia de minerales 
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proceso de hidrólisis. 
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traza útiles para su·•·a~rove¿h~ITif~n•1:o·en uri ·medid .de fer..: 

menta e i ón •. Una vez anali~a'.~ó:D~\/j11gl).~e/pi ña fue a con-

di c i ona do med fa nte el· prqcé~o~def\s~E~rfficaCión emplea do 
"-'-'"'--·';,.,-_ _,,,~_;_·.,;-.;:;-;'.; '- _,;:_--"'-'. ,, "<'-· .. -.-

antes, según se esqUei.atiza.:)éff'1.1;j}'~igura\/_ru; Luego se 

diluyó hasta obtener una conc~IJt~~i:ii;IJ i<Je lzúcares de 
'".o'.'..!2' 0 0,:.c;: __ , ;'.·---

- - . '··:¡'',.'.:e~·~'. -;-ji:' -

32.8 g/1. 

6.3 PRUEBA DE CRECIMIENTO DE P • .6ft<1.1tma.11.U. CON EL EMPLEO 

DE MEDIO CON JUGO DE PI~A. 

Después de establecer que tanto la composición del 

jugo de piña como las condiciones del procesamiento para 

obtener azúcares fácilmente asimilables son adecuadas Pi!. 

ra su uso en fermentación, se creció P. shermanii en ese. 

medio. Se obtuvo un crecimiento muy pobre (Fig. IX), lo 

que tal vez se debió a la deficiencia de sustancias ni

trogenadas en el jugo de piña ( 27) y/o de cloruro de Cf!. 

balto en el medio. Ya que el microorganismo, como todos 

los seres vivos, necesita una fuente de nitrógeno para 

la formación de biomoléculas constituyentes de membrana, 

pared celular, etc., se estableció un medio base, para 

el cual se complementó el jugo de piña con agua de coci

miento de maíz, y con cloruro de cobalto. 

Se empleó agua de cocimiento de maíz porque puede 
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TABLA X: .ANALISIS DE LA MATERIA PRIMA (JUGO DE PiílA) 

pH 4.2 

ºBrix 10.7 % 

Acidez Titulable · O; 57 % 

Nitrógeno 0.10 %' 
Proteína (calculada) 0.625 % 

Azúcares Reductores Totales*- 10 • .4 .% 

Calcio + o. 011 % 

Magnesio + 
0.035 % 

Manganeso + 
º·ºººª % 

Cobre + 0.0002 % 

Sodio+ 0.008 % 

Potasio+ 0.135 % 

El jugo de piña extraído se centrifugó (Sorvall/Dupont 
RC5 a 10,000 RPM por 20 minutos a 4ºC) para eliminar 
sólidos en suspensión, y posteriormente se le hicieron 
las determinaciones reportadas en esta tabla. 

*Determinación realizada después de hidrolizar una alí-
cuota de jugo de piña a pH de 1.5 en condiciones de e~ 
terilización. 

+Determinaciones realizadas en el Departamento de Quími 
ca Analítica de la Facultad de Química (UNAM). 

La cantidad de minerales está expresada como porciento 
en peso de materia seca. 
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servir como fuente '.de nitrógeno,· ya que es una materia 

prima rica en aminoácidos··libr.es, y eri ella abundan ade

más otros nutrientes tales "como :vitaminas, minerales y 

ácido láctico, los cuales son usados por E.:_ shermanii 

para su desarrollo. Particularmente el ácido llctico se 

usa como fuente de. carbono. Otra ventaja de gran impor

tancia es que esa fuente nitrogenada es un subproducto 

agroindustrial de muy bajo valor comercial, y eso resul-
/ 

taría económicamente atractivo para usarlo en un proceso 

a escala industrial. Al medio se adicionó también clor!!_ 

ro de cobalto por su importancia como precursor de la m.2_ 

En tal sentido se ha encontrado 

que la adición de esa sal al medio de cultivo aumentó la 

producción de ese metabol ito ( 39). 

Una vez obtenido el medio basal se realizó un expe,o 

rimento para determinar si el microorganismo no solo éra 

capaz de crecer. sino también de producir vitamina s 12 . 

La prueba fue de 5 días de duración y se determinó crecJ.. 

miento celular cada 24 horas. En los resultados presen-

tados (Fig. X) se observa que P. shermanii además de 

crecer hasta 10.46 g/l a las 96 horas de fermentación, 

también produjo el metabolito de interés para este trab!!_ 

jo, ya que alcanzó los 3,185 µg/1 a las 120 horas. 
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En la fermentact6n también. se observa que el perfil 

de .PH alcanzó valores .de;.ha.sta 4.7, por la producción de 

ácidos del ciclo tricarb6x5lico, a.st como de acético y 

propiónico. En ésta y en las demás fermentaciones siem

pre se ajustó el pH en el rango de valores óptimo para 

el buen desarrollo de r._,_ shermanii y para la producción 

de cianocobalamina. de acuerdo a como se especifica en 

Materiales y Métodos. 
' 

6.4 EDAD DE CRECIMIENTO DE LAS CELULAS DEL INOCULO. 

Con la evidencia de que r._,_ shermanii podía crecer y 

producir vitamina s 12 en el me.dio basal establecido, se 

decidió realizar la cinética de crecimiento a las célu-

las de un inóculo, para determinar el período de tiempo 

más apropiado para la realización de las fermentaciones. 

El estado fisiológico de las células que van a ser 

empleadas como inóculo, es una varinble importante que 

influye en la longitud de la fase lag de un procesos feL 

mentativo, ya que en cada fase de su desarrollo las mis

mas difie~en en caracteristicas fisiológicas y qu1micas. 

Las células que se hallan en período de crecimiento lag~ 

rítmico exhiben una pequeña o ninguna fase lag cuando se 

hace la transferencia al mismo medio. En cambio, las 



- 79 -

!ESTA TESIS 
S.~llR ll.E u. 

¡-¡q Íl:J!f 
i:!;m.WifGA 

que se ·hallan en fase esta.cionari.a requieren un período 

relativament.e largo de adápfación, y las que se encuen

tran en fase de muerte r'eqú.ieren un período aún más lar-

go (29). En consecuendi~:;'.:de' la fase de crecimi ente en 

que se encuentre el m-Ícroorg~nismo depende que se pueda 

nulificar la fase lag en una fermentación, lo cual redun 

dará positivamente en la productividad de todo el proce-

so. 
I 

Para conocer el intervalo de tiempo en el que f.:._ 

shermanii se encuentra en su fase exponencial, se deter

minó la cinética de crecimiento en un medio cuya composi 

ción es la misma que la del usado en las fermentaciones. 

Las determinaciones se hicieron cada 12 horas durante 60 · 

horas. Se encontró una fase logarítmica de crecimiento 

comprendida entre las 12 y las 48 horas (Fig. XI). Por 

consiguiente, esos fueron los límites de tiempo dentro 

de los que se tomó el inóculo para la realización de las 

demás pruebas, específicamente a las 36 horas. 

6.5 FERMENTACIONES A VARIOS NIVELES DE AERAC!ON. 

Se ha considerado a ~ shermanii como un microorga

nismo microaerofíl ico ( 40). Sin embargo, algunos resul_ 

tados presentados por S. lbragimova y E.M. Shulgovskaya 
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( 18) demo.strar.on que ese puede crecer mejor en un me.; 

dio. a tensiones~de o·xígeno relativamente altas, ya que 

las propioÍlio~{t~~T~s tlerÍen todas las enzimas del ciclo 

de.Krebs, por Í~·':~~e· se. ad.aptan fácilmente al crecimien

to aeróbico,•· 

·Para determinar el comportamiento de crecimiento 

bacteriano, producción, productividad y producción espe

cífica de vitamina'B 12 a varios niveles de aeración, se 

diseñó un bloque de experimentos en los que se emplearon 

diferentes volúmenes de medio (25, 50, 75, 100, 125 y 

150 ml, respectivamente), en matraces de 250 ml. Se h i -

cieron estas pruebas para conoéer la relación de volumen 

de medio de cultivo más conveniente, en términos de pro-

ducción de vitamina Blº' Los volúmenes que se emplearon 
. ¿ 

proporcionaron indirectamente una condición de oxigena-

ción al medio. A ese respecto vale señalar que el hecho 

que a un nivel de aeración determinado se tengan buenos 

crecimientos bacterianos, tal vez no implica que necesa-

riamente las células se encuentren en las mejores condi

ciones fisiológicas para la obtención de cianocobalamina, 

lo cual habrá que corroborar. 

Se hicieron mediciones de crecimiento bacteriano e~ 

da 23 horas y de vitamina s12 solo al final. Esta última 
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determinación se h.izo en' ese?ti'é'rnpo '.Ya;fqué de ac.uerdo a 

experimentos real izados i~r,sa1i~·'.'~a 't~}~\í1~ ( 43 r. es 

a 1 quinto di a cuando se«p;:_se~'é~i la·~á~i~a· pr~ducci ón de 

vitamina s12 . 

Cuando se emplearon 50 ml de medio se obtuvieron 

los más alt.os crecimientos celulares (Fig. XII). Con el 

uso de 25 ml de medio se estableció más pronto una fase 

estacionaria de crecimiento de!'..:.. shermanii a partir de 

las 69 horas, y se detectó más baja producción de vitami_ 

na B12 , comparada con la obtenida con el empleo de las 

otras cantidades de medio. En este sentido existen ant~ 

cedentes de investigaciones realizadas por Clark y col a-

boradores ( 6 ) en las que, estudiaron la síntesis de ci 

tocromos y su regulación en S~irillum itersonii, y encon 

traron que la actividad de 1 a enzima o-ALA sintetasa éra 

disminuida por una alta aeración y aumentaba en baja ae-

ración. Dado que en propionibacterias la síntesis de cj_ 

to cromos tiene una ruta biosintética común con 1 a de pr2_ 

ducción de vitamina 612 ( Fi g. IV) , y que la o-ALA sinte-

tasa en la primera y 1 a más importante enzima de esa ru-

ta, se sugiere que la cantidad de oxigeno proporcionada 

cuando se emplearon 25 ml de medio afectó la mencionada 

enzima, a través de la formación de algún producto tóxi-
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co como el ~uper6xidp o el pef6iiidj de· hidrógeno. La p~ 

si ble presencia de uno ··_de{esos• pr<lciuct~s pudo haber afee . - - ·- ,,' - ' -
tado la formacióQ de ~itoC:~o~~~.f~j()~e'.vitamina s 12 , y 

consecuentemente, -el é-~~-~:i ~:i ~ .. ~_t,~1'.:;·d·'~i~\ó:i-.c-roorgan i smo. 

Otra alternativa es que el 'suc~··{nato dispÓnible entrara 

a formar parte del ciclo de los ácidos tricarbox'il icos, 

en vez de pasar a succinil-CoAy entrar a la ruta biosi~ 

tética de la vitamina s 12 (Fig. XIII). 
' 

Cua.ndo se ºemplearon 125 y 150 ml de medio, se halle_ 

ron crecimientos bacterianos muy similares. Se piensa 

que con estos volúmenes de medio de cultivo el efecto 

por parte del oxígeno fue el mismo. 

Cuando se usaron 100 ml de medio la producción, 

productividad y producción específica de vitamina s12 , 

de determinaciones realizadas al quinto día de fermenta

ción para todos los casos (Fig. XIV) muestran que esos 

parámetros tienen valores de 5,033 µg/l, 43.76 µg/1- 1 h- 1 

y 433.88 µg/g cél, respectivamente. Oe acuerdo a estos 

resultado~, no existe una correlación entre el máximo 

crecimiento y la producción mfixima de vitamina en rela

ción a los volúmenes empleados. Se puede afirmar enton

ces que una muy alta oxigenación del medio favorece el 

crecimiento bacteriano, pero afecta negativamente la pr~ 
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condiciones óptimas 

En base a· los resultados··obtenidos, _se escogió el 

volumen de medio con el que. se obtuvieron mejores valo

res de producción, productividad y producción específica 

de vitamina B12 para la realización de una cinética de 

fermentación, es decir 100 ml de medio. 

' 6.6 CINETICA DE LA FERMENTACION CON JUGO DE PIRA USANDO 

100 ml DE MEDIO/MATRAZ DE 250 ml. 

Los estudios cinéticos son necesarios para entender 

el comp~rtamiento de cualquier fermentación, y en gene-. 

ral, consisten en la estimación de las velocidades de 

síntesis celular, de formación de producto y de utiliza

ción de sustrato ( 41). 

En la Figura XV puede verse que P. shermanii creció 

en forma exponencial durante las primeras 46 horas de 

fermentación, y alcanzó una velocidad específica de cre

cimiento máxima de 0.063 h- 1 entre el tiempo O y las 23 

horas. Se observó un consumo total del ácido láctico 

existente (11.96 g/l) en las primeras 23 horas. Esta 

fuente de carbono se consumió primero que cualquier otra 

en el medio, lo cual probablemente se debió a que con 
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este sustrato el microorganismo se ahorró los pasos que 

siguen la glucosa y/o fructosa para llegar hasta la for-

mación de ácido láctico. Aunque en ese período de tiem-

po se detectó el consumo de una pequeña cantidad de los 

azúcares provenientes del jugo de piña, fue a partir de 

las 23 horas cuando hubo una más alta velocidad de cons~ 

mo de los mismos. Pero, a las 115 horas aún no hubo un 

consumo total ya que sobró una cantidad de 20.82 g/l de 

azúcares residuales. De ésos, 8.95 g/l son provenientes 

del agua de cocimiento de maíz, y no son metabolizables 

por~ shermanii, como se demostró anteriormente. 

En la fermentación hubo un consumo de nitrógeno de 

0.73 g, equivalente al 22.5%, lo cual es congruente con 

reportes anteriores ( 43) en los que se empleó la misma 

fuente nitrogenada, en la misma concentración usada ·en 

estos experimentos, y en los que f..,_ shermanii solo alcarr 

zó a consumir aproximadamente 1 g del nitrógeno asimila

ble (dializable). 

La vitamina 8 12 empezó a sintetizarse a partir de 

las 23 horas y se encontró que dicha producción en térmi 

nos generales está asociada al crecimiento (Fig. XVI), 

es decir, la velocidad específica de producción de vita

mJna está directamente relacionada con la velocidad esp~ 
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cífica de crecimien~;ll.·{¿•¡;o~·,e·st·{ razóri se>considera una 
.,_., i,.,'. ,. ' ( ., '_,,_·, .·.;_·' ' . .-,-

fermenta Ci óll de ti~~ l~ dé:ácJercl6·: aí~ cl~sif icaci ón. de 

Ga den ( 2 9 ) • 

La cantidad de cianocobalamina detectada en las prj_ 

meras 23 horas fue muy baja o prácticamente nula. Prob~ 

blemente no se detectó mayor cantidad por la poca canti

dad de masa celular existente en ese tiempo, o tal vez 

por la baja sensibilidad del método que se empleó para 

-· la determinación de esa vitamina. 

Se calcularon las velocidades volumétricas y especí 

ficas de consumo de las fuentes de carbono y de nitróge-

no, respectivamente. Estos parámetros nos dan idea de 

qué tanto el microorganismo aprovechó esas fuentes. De 

acuerdo a los datos obtenidos, las velocidades de consu

mo de la fuente de carbono disminuyeron progresivamente 

con la fermentación (Tabla XI), aunque todavía se obser. 

vó una velocidad considerable al quinto día. Este com-

portamiento es razonable, pues todavía existía disponi

ble en el medio cierta cantidad de azúcares. 

En cuanto al aprovechamiento de la fuente de nitró

geno no se ha116 una tendencia unifor1ne en las velocida-

des de consumo de este nutriente, y al igual que en caso 
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TABLA XI: VELOCIDADES VOLUMETRICAS Y ESPECIFICAS DE COli 

SUMO DE LA FUENTE DE CARBONO PARA P. shermanii 

(ATCC 13673) EN UN f1EOIO CON JUGO DE PiílA. 

TIEMPO 
{H) 

O- 23 

23- 46 

46- 69 

69- 92 

92-115 

VELOCIDADES VOLUMETRICAS 
(g 1-' h-') 

o. 57 

0.43 

0.16 

0.15· 

o .11 

VELOCIDADES ESPECIFICAS 
(g g cé1- 1 h- 1 ) 

0.25 

0.065 

0.018 

0.015 

0.0095 
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~ - -. 

de la fuente>de ~ai-t>d~~-t~ct~Vi~a)··'l~inia~dja sE!regis-,· 
. , - ; ., - - ·:;,\·::".•· :.:.:-~·;--.:j.-:_~,,_,¡::;_..,.:•;::.::_,_;;,:'.-;;o;':: •-•'>et:,;.'.'--.''•.-,:·,-,:·-·:.-_,··,_-;_.'.-

t ra ron ciertas:•~valore.s,i,cy;;además.;'uh•aTto porcentaje de 
. -~;,,.:..~--.;_;:;_s..'-s·~'. ,-;.-,.-.··-.·--. -·-: -~ •. ---.-, ',• ._-. 

ni t róge""o~~e~Ji3J.i,~,~~ºJF~~ti;!efü~füli.<fffbla/' XII) • 

En un análi°Si~>crolllatog~áfi~o. del caldo de ferment~ 

ción (Ffg;<XVII).,. se identificaron algunos compuestos e!l 
. - - . 

tre los que s~ encontró el ácido malónico, el cual se en 

centró en una concentración máxima de 18.3 mg/ml. Fund~ 

mentado en evidencias experimentales anteriores en las 

que Gibson y sus colaboradores ( 14 ) demostraron que el 

ácido o-aminolevulínico (intermediario en la ruta biosi!l 

tética de la vitamina s12 ) podía ser inhibido por deri

vados del ácido malónico como el aminomalonato y el etil 

aminomalonato, se piensa que posiblemente el ácido maló

nico detectado en el medio afectó el desarrollo de E_,_ 

shermanii y/o la producción de cianocobalamina. Sin em-

bargo, ésta es una suposición que tiene que ser comprob~ 

. da. 

6.7 FERMENTACIONES DE SIETE DIAS DE DURACION. 

6.7.i En medio con jugo de piña. 

6.7.2 En medio con sacarosa. 

De acuerdo a los datos cinéticos obtenidos en el e~ 

perimento anterior, después de las 115 horas aún queda-
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TABLA XII: VELOCIDADES VOLUMETRICAS Y ESPECIFICAS DE CO.t! 

TIEMPO 
(H) 

O- 23 

23- 46 

46- 69 

69- 92 

92-115 

SUMO DE LA FUENTE DE NITROGENO DE .!'_,_ shermanii 

(ATCC 13673) EN UN MEDIO CON JUGO DE PIÑA. 

VELOCIDADES VOLUMENTRICAS VELOCIDADES ESPECIFICAS 
(g.1- 1 h-1) (g g cé1- 1 h-1) 

0.0090 0.0039 

0.0025 0.00038 

0.014 0.0016 

o. 0038 0.00039 

0,0099 0.00085 
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-. ron azúcares asimilab.les en .el .. medio basal establecido; 

·independientemente de Tos aportados" por el· agua de· coci

miento de maíz (no asimilábles). A consecuencia de ésto, 

todavía al quinto día de fermentación .!'...,_ shermanii se

guía en· plena fase de creci~~e~to, y los valores calcul~ 

dos de velocidades de consumo de las fuentes de nitróge

no y de carbono fueron considerables (Tablas XI y XII). 

Se tomaron en consideración esos antecedentes y se deci-
' dió llevar a cabo una fermentación en las mismas candi-

cienes, pero de siete días de duración, para determinar 

el tiempo en el que éran consumidos los carbohidratos, y 

si ésto repercutía en el aumento en la producción de vi-

tamina B12 . 

Dado que con el uso de sacarosa como fuente de car-

bono se podían minimizar las posibles interacciones cau-

sadas por los componentes del jugo de piña, se realizó 

una fermentación en la que se usó ese carbohidrato, en 

condiciones idlnticas a las usadas con jugo de piña. Ta~ 

bién se consideró que la mayorla de los carbohidratos 

del jugo de piña se encuentra en forma de sacarosa, por 

lo que un medio formulado con este azúcar guarda estre-

cha relación con el medio basal con jugo de piña. El o~ 

jetivo del experimento fue conocer el comportamiento de 
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P. shermani i en estl! ll1edio'i< y 'además poder comparar con - .--.. --.,·. 

los resultadosque ¿e·:~n~o~·1:rar~n: en el experimento plan 

tea do anteriorlllenfe. J\ {a\solució~ de sacar9sa (32.8 -

g/l) se le aplicó'·el · proce·so de sacarificación en las 

mismas condic.iones que se especifican en 6.1. 

En los resultados de las dos fermentaciones (Figu

ras XVIII y XIX) se puede ver que el crecimiento celular 

cuando se usó jugo 'de piña alcanzó un máximo de 16.53 g/l 

a las 138 horas. La producción de vitamina B1i fue de 

6,629 µg/1 a las 161 horas. Para el caso del medio for-

mulado con sacarosa el crecimiento máximo fue de 

13.24 g/l a las 161 horas, mientras que la producción de 

vitamina alcanzó a 6,326 µg/l a las 115 horas. La dife-

rencia entre los crecimientos máximos de las dos fermen-

taciones fue de 19.9%, en cambio cuando se analizaron 

los valores máximos de producción de vitamina s12 se en

contró que diferían en 4.6%. Se piensa que tales dife

rencias pudieron deberse a que en el experimento en el 

que se usó jugo de piña había mayor contenido de ácido 

láctico (15.4 g/1) que aquél en el que la fuente de car

bono fue sacarosa (8.3 g/l), y además pudo ser que el mi 

croorganismo empleara el ácido láctico procedente del me 

dio principalmente para crecer, y en términos secunda-
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ríos para l.a prpdl.lcció)i de ~ianoc6balaniinao de,iual

qu i er. ótro' prciducto/dei ¡~ ~.,¿ b·~l j snio, pues. la . di feren

. e i a·: es:. má_s_ ~~nb_t'.~/rj~~~;?~:~:~~--; .. ~·-cr~~-:~,J~_-·te·n·t~-'-~,_";_ __ 

El contenido··:de ácido Jiict.ico fue diferente en los 

dos medios, debido a que el agua de cocimiento de ma'z 

(fuente de donde proviene ese carbohidrato), normalmente 

se almacena a 4ºC durante un tiempo relativamente largo, 

en el que se ve sujeta a contaminación. Los microorga-

nismos contaminantes no sólo consumen el ácido láctico, 

sino también el nitrógeno disponible. Por tanto, las di_ 

ferencias se explican de.sde el punto de vista que los ex 

perimentos fueron realizados en tiempos diferentes, y el 

agua de cocimiento de mafz. vari6 en su concentración de 

ácido láctico. 

También se observa que el ácido láctico para las 

dos fermentaciones se consumió en las primeras 23 horas, 

y simultáneamente hubo un consumo de los azúcares, pero 

la curva de consumo de estos últimos es más pronunciada 

para el experimento realizado en medio con jugo de piña. 

Estos resultados coinciden con el hecho que las velocida 

des volumétricas y específicas de consumo de la fuente 

de carbono (Tabla XIII), en las primeras 46 horas fueron 

más altos cuando se empleó medio con jugo de piña. Pu-
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TABLA XIII: VELOCIDADES VÓLÜMETRICAS Y ESPECIFICAS DE 

TIEMPO 
( H) . 

O- 23 

23- 46 

46- 69 

69- 92 

92-115 
115-138 
138-161 

CONSUMO· DE. LA FÚENTE bE CARBONO DE UNA FER

MENTACION EN LA QUE SE USA JUGO DE PIÑA, Y 

DE OTRK EN LA QUE:SE.EMPLEA SACAROSA COMO 

FUENTE OE CARBONO. 

' 
VELOCIDADES VOLUMETRICAS VELOCIDADES ESPECIFICAS 

(g i- 1 ·h- 1 ) (g g cé1- 1 h- 1 ) 

JUGO DE PIÑA SACAROSA JUGO DE PIÑA SACAROSA 

0.78 0.42 0.27 0.13 

0.63 0.48 o. 059 0.054 

0.18 0.18 0.014 0.018 

0.11 0.28 0.0080 0.023 

0.12 0.20 0.0078 0.015 

0.22 0.19 0.013 11.017 

o o o o 
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diera ser que existiera en este Ultimo medio alguna sus

tancia que contrjbJyera a un aprovechamiento más. rápido 

de los nu{;re~~~·st~or i. shermaiti i, y que no se encontr~ 
ra presert~~· e~ ~edio. ~on sacarosa. 

Para 1 os···experim.entos tanto con jugo de piña como 

con sacarosa se observó una caída en la producción de vi 

tamina s12 a.las 136 horas de fermentacion, lo que tal 

vez se debió a inestabilidad de la misma con ese tiempo. 

Los resultados también se compararon en función de 

las producciones, productividades y producciones especí

ficas de las fermentaciones {Figuras XX, XXI y XXII), y 

se observa la misma tendencia para los tres parámetros, 

con resultados semejantes para las producciones específi 

cas y otro tanto para las producciones. Sin embargo, 

las cantidades óptimas ne ellos se obtienen en tiempos 

diferentes en los dos medios. Se piensa que el desfasa

miento en los valores óptimos se debió al efecto ejerci

do por alguna sustancia presente en el medio con jugo de 

piña, pues el medio basal con ese sustrato resultó dobl~ 

mente complejo, ya que el agua de cocimiento de maíz ta~ 

bién es una fuente rica en muchos nutrientes, como se 

mencionó antes. 
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. . . . . . - . - . .. -

En 1 a .. ferme~ta2; kn/~Cl;n ;s a~;afC>dá ti;~b ién . e .. cf~ i~~tó 
. - - - ,- __ ,·-.··-.· ... '·?_·:«).·\-.-,,:--·':_•~·--,-: ._:_--e_::;\_~~"''· .. -· . .,-.·." 

la existencia de cierta'<cántida'd\ile.á(ido·•malónico 
,,; '.-~}_:-· _._. ·--·- -.-- _,·:-~- ". ·:·-._·· -·-

( 15. 4 mg/ml) en;JasC•prJni~l.a~~b2•¡.~hb\iiJ:s};~y ef;'tual desapa-

ree i ó a· 1 a~ 48 •.· hJ;~~~;'~.>~~~~#i;'·1,¡tf,~~g~·~~·rn
5

*c~d¡¡ 1·~ ·~sp~cul ado 

cuando se .detectó. sú apar'iciCiri'é~/rii~<lio c~n .jugo de piña 
_·,~ "•·;;e-e_'.~--.' , __ .,.,._, ___ ·-_e,.-

ción a la aparición de este 'áCii:lo~,<ya'-qUe-5eria necesa

rio realizar experimentos en los 'que,sep~ueba su posi-

ble efecto en la fermentación. 

El consumo de la fuente de carbono continuó hasta 

las 138 horas, tiempo en el que se registró un consumo 

total para las dos fermentaciones. Los azúcares cuanti-

ficados a las 161 horas son los provenientes del agua de 

cocimiento de maíz, y que no son metabolizables por!'._,_ 

shermani i. 

A excepción de las diferencias encontradas debidas 

a la presencia de mayor o menor cantidad de ácidos lácti 

co, o de alguna(s) sustancia(s) del jugo de piña, en téL 

minos generales se puede decir que !'._,_ shermani_i se com

portó similarmente en los dos sustratos. Esto en cierto 

modo se explica desde el punto de vista que un medio foL 

mulada con sacarosa es el que guarda más parecido con el 

medio con jugo de piña. Además, los carbohidratos de 
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los dos.médiOs n~ :¡),() 'se,enco~t~a~on én la misma canti-

d ªd. (32·:•s•••.g/1 i'.. ~i ,,~;··~V~' ;i~;~H.-~"-i'1't.~~'~riX~Sª):i€~i:'i11~ment e··· 

: : : ª ~: s mo s f~ sp u:t·fJ~~~¿zf~~J1~~t.~.~f.~~.:.j.~'~J7't~!J~~~~~~"::;~fru c.- .· . 
. . '.~.'.;· /:-:~:;:~ '"•:·;·.: : ,._,::-·' /;.~' . 

'.·,': :.'.'_ ;.- ·¡.:,/·::..:::-- :.}:»_' _, ~"~''' '.·,-;:; .--..-.:,·.,,-, 

FERMENTACION EN ·L'A 'QUE';'SE· EMPÍ.:EA·.GLlJC:osÍ\ COMO FUEN-6.8 

TE DE CARBONO. 

Se propone realizar este experimento con glucosa c~ 

mo la fuente de carbono porque es la materia prima de m~ 

yor uso a nivel industrial, por lo que se considera de 

importancia obtener los datos cinéticos de una fermenta

ci6n con este carbohidrato para establecer aspectos co~ 

parativos con los resultados obtenidos con el uso de ju-

go de piña. Por otra parte con glucosa se obtiene un m~ 

dio más simplificado y hasta cierto punto es más fácil 

poder explicar el comportamiento de!:..:_ shermanii y rela

ctonarlo con el· comportamiento que este microorganismo 

tiene en el medio originalmente usado (jugo de piña). 

El experimento se llev6 a cabo en las mismas condi-

ciones de aquél descrito en 6.6, 
1 

e igualmente se dete~ 

minaron los parámetros cinéticos correspondientes. 

Los resultados muestra~ que el crecimiento bacteri~ 

no máximo alcanzó los 15.98 g/l a las 92 horas de fermen 
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tación (Fig. XXI.II). A partir. de ese tiempo se presentó 

una caída en el mismo, lo que tal vez se debió a que el 

microorganismo ya no disponía de·fuente de carbono asimi 

lable para su desarrollo. En la fermentación con jugo 

de piña, aún a las 115 horas f_,_ s·hermani i se encontraba 

en fase de crecimiento (Fig. XV), y se obtuvo 11.60 g/1 

de crecimiento celular (27.40% menos que en glucosa), y 

20.82 g/1 de azúcares residuales. 
·' 

Tam.bién se encontró que hasta las 92 horas el micr.Q_ 

organismo tuvo velocidades específicas de crecimiento 

más altas que con el uso de jugo de piña (Fig. XXIV). 

con una µmáx de 0.083 h- 1 (24.10% veces mayor que la en

contrada en jugo de piña). El crecimiento exponencial 

se presentó en las primeras 46 horas, e igualmente hubo 

un consumo total de ácido láctico (12.2 g/1) en las pri

meras 23 horas. 

Las producciones de vitamina s 12 en ambos medios 

fueron muy parecidas en todos los tiempos, máxima de 

4,780 µg/1 en glucosa y de 5,033 µg/1 en jugo de piña al 

quinto día de fermentación (Fig. XXV). Al calcular las 

productividades se encontró la misma tendencia (Fig. 

XXVI), con valores ligeramente superiores en glucosa. 

Para el caso de las producciones específicas (Fig. XXVII) 
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TIEMPO µ(H- 1 ) 

(H) MEDIO CON JUGO 
OE PIÑA 

0-23 
2 3-1+6 
1+6-69 
69-92 
92-115 

o. o 5 3 
o. o 4 (i 
o. o l 3 
0•0039 
0•0071 

µ(H-') 
MEOIO CON GLUCOSA 

o.3'---ÜL----,2L3--4.L6--6..l.9--9...l.2--..,..l..,5 

Tiempo (h) 

F!G. XXIV: Curvas de crecimiento y valores de 
velocidades específicas de creci
miento para P. shermani i en medio 
con jugo de pfña ( ¡:;¡ ) y en medio 
con glucosa ( o ), expresadas en 
h- l. 
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se nota ;que siempre, fueron_ l11ay<lres';-_en, favor c:feJ jugo de 

piña, y las diferencias se de~tacilrC>~' más ,a partir de' 

las 46 horas. 

Se calcularon las velocidades volumétricas y especí 

ficas de consumo tanto de la fuente de carbono como de 

la de nitrógeno (Tabla XIV y XV). En todos los tiempos 

se obtuvieron valores más elevados que los calculados en 

medio con jugo de piña. Estos resultados son congruen-

tes con ,el hecho que ~ shermani i crece más 1 entamente a 

partir de los componentes de este último medio. 

También se hicieron los c~lculos de rendimientos c~ 

lulares y de producción de cianocobalamina en relación a 

la fuente de carbono, a las 92 y a las 115 horas (Tabla 

XVI), es decir, a los tiempos de mayores crecimientos y 

producciones de vitamina s12 . En los sustratos entre 

los que se establece comparación, estuvieron presentes dos 

fuentes de carbono, ácido láctico y glucosa. Entonces 

los cálculos anteriores se hicieron en relación a los 

dos carbohidratos. Cuando la fuente de carbono fue jugo 

de piña, se recuerda que además contenía fructosa. Pero 

como ese azúcar se consume igual que la glucosa, se supQ_ 

ne que los rendimientos a partir de ella son los mismos 

que para glucosa, por lo que no se hace ninguna conside-
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TABLA XIV: VELOCIDADES :VOLUMETRICAS Y ESPECIFICAS DE CO!J. 

TIEMPO 
( H) . 

o- 23 

23- 46 

46- 69 

69- 92 

92-115 

SUMO DE LA FUENTE DE CARBONO PARA P. shermanii 

(ATCC13673) EN MEO.ID DE GLUCOSA Y EN MEDIO 
- -- --- - --- - . 

.• éON JUGO DE PIRA, RESPECTIVAMENTE. 

VELOCIDADES VOLUMETRICAS VELOCIDADES ESPECIFICAS 
¡9 1-1 h- 1 ) (9 g cé1-1 h-1¡ 

GLUCOSA JUGO DE PIÑA GLUCOSA JUGO DE PIÑA 

0.65 0.57 0.29 0.25 

0.46 0.43 o. 075 0.065 

0.52 0.16 0.13 0.018 

0.44 o. 15 o .14 0.015 

o 0.11 o 0.0095 
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TABLA XV: VELOCIDADES VOLUMETRICAS Y ESPECIFICAS DE CO!J. 

TIEMPO 
( H) 

O- 23 

23- 46 

46- 69 

69- 92 

92-115 

.SUMO DE NITROGE~O !PARA f...:_ shermani i (ATCC 13673) 

EN MEDIO·D{G{Ú~osA ~ EN MEDIO CON JUGO DE 

PIÑA, RESPECTIVAMENTE. 

/ 

VELOCIDADES VOLUMETRICAS VELOCIDADES ESPECIFICAS 
(g 1-1 h-1) (g g cél - 1 h-1 ) 

GLUCOSA JUGO DE PrnA GLUCOSA JUGO DE PIÑA 

0.017 0.0090 0.0066 0.0039 

0.024 0.0025 o. 003 9 0.00038 

0.023 0.014 0.0057 0.0016 

0.019 0.0038 0.0060 0.00039 

o. 0013 0.0099 -O. 00076 0.00085 
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ración partic~lar a) resp.ecto. 
. . 

Aunque::con. e; uso de un medio con glucosa se obtu

vieron mejores .crecimientos bacterianos y más altas vel.Q. 

cidades específicas de crecimiento y velocidades de con

sumo de sustratos, que cuando se empleo medio con jugo 

de piña, los valores de producción y productividad de vi 

tamina B12 fueron similares en ambos medios. Además las 

producciones específicas y los rendimientos celulares y 

de producción de vitamina B12 en relación a la fuente de 

carbono, fueron superiores en medio con jugo de piña, lo 

cual indica que el microorganismo aprovecha más eficien

temente los sustratos de este último. 

La mayor simplicidad del medio formulado con gluco

sa permiten explicar con más facilidad el comportamiento 

de.!:..:._ shermanii; por lo que se considera que un medio 

con este carbohidrato resulta más apropiado para obser-

var el efecto que individualmente pudieran tener ciertos 

agentes precursores y/o factores de crecimiento. Tam

bién con este medio se prueba el efecto del pH sobre el 

crecimiento bacteriano y/o la producción de cianocobala-

mina. Los resultados de estas investigaciones se deta-

llan y discuten a continuación. Posteriormente se hace 

una comparación con los resultados en medio con jugo de 



TABLA XVI: RENDIMIENTOS CELULARES Y DE PRODUCCION DE VITAMINA B12 EN RELACION 

A LA FUENTE DE CARBONO, PARA UNA'FERMENTACION EN MEDIO CON GLUCOSA 

Y PARA OTRA EN MEDIO CON JUG.O oÉ ~IRA; CALCULADOS A LAS 92 HORAS -

Y A LAS 115 HORAS, RESPECTIVAMENTE.' 

TIEMPO 
92 HORAS 

Yx/s: 

g cél/g glucosa 

g cél/g láctico 

TIEMPO 
115 HORAS 

yx/s: 

g cél/g glucosa 

g cél/g láctico 

Rendimientos celulares 

Glucosa Jugo de Piña 

0.41 0.47 

0.05 0.059 

0.37 0.49 

0 •. 092 0.12 

. yp/s: 

)Jg B12/g de 
glucosa 

yp/s: 

)Jg B12/g de 
glucosa 

Rendimientos de producto 

Glucosa Jugo de Piña 

115. 24 169.13 

128 238.98 
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piña. 

6. 9 EFECTO DE CONTROL DEL pH. 

Una de las características más importantes de la 

prdpionibacterias es la de producir ácidos acético y pr~ 

piónico ( 16). Se ha reportado que principalmente la 

acumulación de este último afecta negativamente la velo

cidad específica de crecimiento de E_,_ shermanii, y el ,. 
fenómeno es más destacado a pH inferiores a 6. 8 ( 33) 

(Tabla XVII). En los experimentos realizados con este 

microorganismo, en los que se ajustó el pH cada 24 horas 

se registraron valores hasta d~ 5.3 (Fig. XV), debido a 

su crecimiento y a los productos generados por el catab~ 

lismo simultáneo de los sustratos. 

Según las investigaciones de Nanba y colaboradores 

33), el ácido propiónico ejerce un efecto más destac!!_ 

do que el ácido acético, pues inhibe en forma no competl 

tiva el crecimiento de E_,_ shermanii. Fundamentado en 

esa evidencia y con el interés de conocer los niveles de 

producción de propiónico en el medio de fermentación, se 

hicieron determinaciones cromatográficas en las cuales 

se detectó una cantidad máxima de 16 g/l de este ácido. 

Se decidió entonces controlar más eficientemente el 
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. . 

TABLA XVII: EFECTOS DE LÁ CONCENTRACION DE ACIDO PROPIO

NICO Y DELpHSOBRE LA VELOCIDAD DE. CRECI

MIENTO DE'f.:.: shermallii A 30ºC. 

pH 'Acido Propi6nico 

· Ac.ido Total No Di saciado 
{mmol/l) .(mmol/l) 

0.7 0.008 
2.0 0.2.3 
51 0.60 

6.80 92. 1.10 
2.08 / 2..43 
316 3.69 

... 42.7 4.99 

0.7 0.035 
2.0 0.98 
50 2..50 

6.15 105 5.18 
2.05 10.3 
340 17.1 

0.7 o. 2.2. 
19 6.1 

5.2.0 2.B 9.0 
97 31.1 

2.75 as.o 

Velocidad específica 
de crecimiento (h- 1

) 

0.167 
0.136 
0.113 
0.099 
0.075 
0.061 
0.048 

0.163 
0.101 
O.OBS 
0.064 
o. 042. 
0.02.3 

0.152. 
0.057 
0.02.3 
0.008 
0.0010 

Fuente: Nanba, A., Nukada, R. & Nagari, S. {33 ). 
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. . 

pH en el rango de válores .(iptimos para el desarrollo del 

microorgan,1s~o. es'decir, entre 6.5 y L5. Se empleó m~ 
dio con glucosa ·y lás.mismas condiciones de fermentación 

especificadas e~ Materiales y M~todos. En un experimen-

to se adic1onó una sustancia amortiguadora, y en otro se 

hicieron ajustes de pH cada 12 horas. 

6.g.1 Fermentación en la gue se empleó una sustan

cia amortiguadora.' En este experimento se añadió al me

dio de cultivo un regulador O.lM de carbonato-bicarbona-

to de sodio. Se hicieron determinaciones de crecimiento 

bacteriano, de vitamina n12' de azúcares reductores y de 

ácido láctico, cada 23 horas. 

En los resultados (Fig. XXVIII) se aprecia que el 

regulador controló el pH en las primeras 23 horas, dura~ 

te las cuales el crecimiento bacteriano fue muy pobre, 

debido a la baja actividad metabólica, por lo que no hu

bo producción activa de ácidos. A partir de ese tiempo 

la presencia de carbonato-bicarbonato no alteró el creci 

miento microbiano, la producción de vitamina e12 , ni el 

consumo de la fuente de carbono, pues la fermentación 

presentó el comportamiento normal que se observó cuando 

se hizo el ajuste de pH cada 24 horas. Incluso se pre-

sentaron los cambios normales de este último parámetro. 
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El efecto nulo de regul?C:Io;r pudod~bers~ a que· probable 

mente la cantidad. añadida;ií1{~1!'dio·i~(~'fe~m'en1:aC:ión .n.o 

fue suficiente como;pa~~c'.i:6'~f~;~~~~t~r:\•,;\acci6n del áci 

do acét i.co y de 1. pcrá.·~~~ri·t~~rt~·t:~,~'u;~,x;g:t·~~~~firii ~:~~ 1 as -
' 2 3 h ora s . '\' ;::-·, ;·e'',-;::; ,-, - ·' -;~:-' '·._,Y._, ·:;.:.':· . -•':)'::-':e -;_'' - ,\;, 

•' "'.,T; ,, ;. ;-~:-·.·.-,:''.-:i 
__ ·,:,:Oc"'º'' ,.- .. ~:<; 

otra posibllidad ~{qi/ee1 ~~or't{gu~dor no hiciera· 

su efecto po~tratar~e d~ siste~a biológico, en el que 

constantemente se producen muchas sustancias propias del 

metabolismo. La complejidad de esas sustancias y de las 

del medio de fermentaci6n, asi como las numerosas y va~ 

riadas reacciones químicas que ocurren entre ellas (mu

chas irreversibles), contribuyén al establecimiento de 

un desequilibrio entre las formas oxidadas y las reduci-

das del sistema. En consecuencia, se origina una inest~ 

bilización del potencial de oxidorreducción. En este 

mismo sentido, una solución se considera que tiene buena 

capacidad amortiguadora en. relación al potencial redox, 

cuando ella contienne solamente un sistema reversible, y 

a concentraciones suficientes de las formas oxidadas y 

reducidas; adquiere un valor estable de la actividad 

electrónica, y consecuentemente una estabilidad del po

tencial de oxidación ( 4). 
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.- . --::·_-'_ :: 

6.9.2 Ajuste•d{ p~·•c~~~cr2 hfo.;as:. ~éJiev6 a cabo.·• 

do de sodio al 20% .• 

Los resultados de la· Figura XXIX muestran que con 

este método se obtuvo un acortamiento del tiempo de fer

mentación, ya que la fuente de carbono se agotó a las 

69 horas. Aunado a ésto se obtuvo el crecimiento bacte-

r1ano máximo igualmente a las 69 horas. Sin embargo, la 

producción de vitamina B12 siguió en aumento hasta el 

quinto dla, en donde se obtuvieron 7,600 ug/l. El hecho 

que continuara en aumento y que se obtuvieran valores 

más altos que en otras fermentaciones, conduce a pensar 

que la producción de ese metabolito guarda estrecha rel~ 

ci6n con el estado fisiológico en el que se encuentran 

las células. Si los ácidos del medio se han neutraliza-

do en tiempos más cortos, significa que las enzimas 1·es

ponsables del crecimiento y la producción de vitamina, y 

que son dependientes del pH, se encuentran en mejores 

condiciones para llevar a cabo sus actividades. 

Al establecer comparación entre los resultados en-
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contrados en estafermentaciÓn y a~uellos de una en la 

que se ajustó·el·pH/~acla•24 h~ras, y· otra en la que 
,;:-,-. ' c'.c:, ·-,,;;'. . ·. -~ , 

se 

empleó a1110Y:tigu~<lor;'i•s'e Ve ~ll~ }as velocidades específi

. cas de creci~i~H~o"Ui~'.!kkx)fueron más al tas cuando se 

ajustóief·¡)i-1,:.dciké:r2":frc:>ras. Tal que a partir de las 69 
:;,~< 

horas 1 os \/al o'res ca 1 cul a dos fueron muy cercanos a cero. 

ya que se«-hal:iía alcanzado la fase estacionaria de creci

miento·;: .Estos resultados están de acuerdo con lo que se 

esperaba, p·ues en estas condiciones el microorganismo 

permaneció por menos tiempo en medio acidificado. 

También resulta interesante comparar los valores de 

las productividades para los tr·es experimentos, ya que 

proporcionan información acerca de la duración del proce 

so fermentativo. En el experimento al que se ajustó el 

pH cada 12 horas, se encontraron más altas productivida

des (Fig. XXXI), con un óptimo de 82.11 µg 1-1 h- 1 al ter

cer día de fermentación, en relación a 54.04 µg 1-1 h-1 

obtenidos cuando se ajustó el pH cada 24 horas, y 

49.59 µg 1- 1 h.J cuando se empleó el amortiguador de car

bonato-bicarbonato de sodio. 

Igual que 1 os casos antes comparados, cuando se cal 

cularon las producciones específicas se encontró que pa

ra todos los tiempos los valores fueron más altos cuando 
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VELOCID.~DES ESPECIFICAS DE CRECIMIENTO 
( µ ) EN .H- 1 

O AJUSTANDO pH CADA 12 HORP.S 
ti AJUSTPJIDD pH CADA 24 HORAS 
O EMPLEANDO AMORTIGUADOR DE 

CARBOliATO-B I CARBO:~ATO DE 
SODIO D.l M. 

TIEMPO ( H) • 
0-23 

23-46 
46-69 
69-92 

0•098 
0 o 0 I¡ 8 
o • ~ 1 7 

-0.000B 
'3 2-1 l 5 ººººº" 

T i e m p o (h) 

o· 
o. o 4 3 
o. o 60 

8:81~ o • o o 1 

FIG. XXX: Crecimientos celulares y valores de velocidades 
especificas de creci~iento para P. sl1ermanii, 
a tres condiciones de pH. 
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80 
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FIG. XXXI: Productividad de vitamina B12 para f.,_ 
shermanii a varias condiciones de pH: 
t. ajusta do pfl cada 12 horas 
e con ajuste de pfl cada 24 horas 
o empleo de amortiguador de carbonato

bicarbonato de sodio O.lM 



- 123 -

se ajustó el pH C:ada>i<(horas,• con un máximo de 450 µg/g 
<· ·. . 

de cél, en reláció!la.3sf\µg/g'.télicu~rido se empleó el 

amortiguado~ de pH y 3J5 ~g/g d~ ~ill cÚando se ajustó el 

pH cada 24 horas. 

La met~ologia emple.ada tuvo la ventaja que con 

ella se mantuvo al microorganismo en condiciones más 

apropiadas para su desarrollo. Esto trajo como conse

cuencia que se registrara un acortamiento del tiempo de 

fermentación, y se obtuvieron más altas velocidades esp~ 

clficas de crecimiento, y más altas producciones, produE._ 

tividades y producciones. especificas de vitamina s12 . 

Debido a estos resultados, y a la utilidad que tiene pa

ra el buen funcionamiento de las actividades metabólicas 

de P. shermanii, se decidió ajustar el pH de todos los 

demás experimentos cada 12 horas. 
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6.10 PRUEBA DE PRECURSORES Y/O FACTORES DE CRECIMIENTO 

Para obtener mayor información sobre las necesida

des nutricionales de .!'_,_ shermanii y por el efecto que p~ 

dieran ejercer ciertos agentes sobre el crecimiento y/o 

la producción de vitamina s12 , se realizaron experimen

tos en los que se probaron algunos compuestos. Como se 

mencionó en 1.3, los agentes considerados son: pantoten~ 

to de calcio, biotina, fosfato de piridoxal y betafna. 

También se incluyeron algunos aminoácidos, entre ellos 

metionica, treonina, alanina, .valina, ácido glutámico, 

~istidina y arginina. 

Se decidió usar glucosa como la fuente de carbono 

para probar la acción de los agentes mencionados. Se 

consideró que con ese carbohidrato se podía formular un 

medio más sencillo que con jugo de piña, y por tanto, se 

evitaba hasta cierto punto el enmascaramiento de su efec 

to por la presencia de algQn componente presente en el 

medio con jugo de piña. Además se consideró que sería 

más práctjco usar este medio para relacionar los result~ 

dos obtenidos con los reportes encontrados en la litera

tura en los que se ha usado glucosa como fuente de carb~ 

no. 
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Los compuestos probados .que tuvj~ra~\al gún· efecto 

positivo sol:>i-e el ·c:~ecimiento de f>. sherlDanLi y/o Ja pr~ 
duc¿ión de cianocobalamina, con el úso de gluc~sa, se~ 
rfan probados simultáneamente en esa fuente de carbono, 

asf como en medio con jugo de piña. 

6.10.1 Pantotenato de calcio. Fundamentado en la 

importancia de este compuesto, como se destacó en 1.3.1, 

y en evidencias experimentales anteriores, en el sentido 

que el mismo estimuló el crecimiento y la producción de 

corrinoide, con el empleo de propionibacterias ( 50 ), se 

probaron varias concentraciones de pantotenato de calcio. 

En investigaciones realizadas por Zodrow y sus co

laboradores ( 50 ) en las que se emplearon 0.4, 4 y 10 

mg/l de este compuesto, encontraron que todas las canti-

dades probadas ejercieron efecto estimulatorio. Por tan 

to, en estos experimentos se seleccionaron las concentr~ 

cienes, en las que se tomó 10 mg/1 como valor mfnimo y 

30 mg/l y 50 mg/l como valores opcionales por encima de 

esa concentración. Se probó además una concentración in 

feriar a la tomada como referencia, que fue de 7 mg/l. 

Por ser estimulatorio del crecimiento se adicionó 

al tiempo cero, y en cada fermentación se hicieron deter 
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. ·- -"-'-."-- '" 

mi naciones ·de crecimien,to baé.teriano yde vitamina s 12 a 

las 115 ho~asf•,.· ;¡ ··,¡;;,·1•c:';.'.·~.: ... ;;3: · •.·······•·.·.·.•.· .. ····.· .. '.·.·.···.·.·.-.· ... •.··.· .. ·.• .. ·· -;:" ~~F;~· Ij\':f'.':'·:.: -·'·j _, .-._~:-.: '-"'·-· 
: .. :·,·· _,_ :::~ ·-:/::'. ~--,: <\.··.' ·,,·\;: . 

. Se .encontró .que el;pan!ofenato de calcio ejerció 

efectll estimu.lil.torfci'a'tóclas l.as concentraciones emplea-

das (Fig .. XXXII). El. aumento máximo en el crecimiento 

fue de 17%, y en la producción de cianocobalamina del 

22%, cuando se emplearon 10 mg/l de pantotenato de cal-

cio, en relaci6n con un experimento control al cual no 

se le hizo adición del compuesto. En concentración por 

encima de 10 mg/1 se encontró una meseta en el incremen

to de los dos parámetros, lo cual indica que existe una 

concentración máxima de pantotenato de calcio por encima 

de la cual, si bien no hubo mayor efecto positivo, tamp.Q. 

co afectó negativamente las actividades normales del mi-

croorganismo. 

También se analizaron los valores obtenidos de pr.Q_ 

ducciones específicas para todas las concentraciones em-

pleadas de pantotenato de calcio. En todos los casos se 

obtuvieron valores mayores que el obtenido en el experi

mento control, con un incremento máximo de 5.3% cuando 

se usaron 10 mg/l del agente. Estos resultados indican 

que el efecto sobre la producción de vitamina B12 en pa~ 

te estuvo dado indirectamente por un estímulo en la masa 
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celular. 

6.10.2 Biotina. Como s~.~ené:ionó antes (ver 1.3.2) 

esta vitamina interviene en va~ia;.ria~c~~nes propias 

del metabolismo en general. Con esa consideración y con 

el objetivo de saber el •recto sobre la producción de v1 

tamina B12 y sobre el crecimiento de f..:_ shermanii, se 

realizaron varios experimentos en los que se emplearon 

tres concentraciones de biotina, 0.5, l.O y 1.5 mg/1. Se 

tomaron esas cantidades basado en las usadas por Zodrow 

(O. 03, O. 3 y l. O mg/1) ( 50 ). en experimentos en los 

que investigó el ef•cto de esa vitamiria con tres propio-

nibacterias. Las adiciones se hicieron al tiempo cero, 

con la suposición de que el microorganismo la emplearía 

para su crecimiento. 

En los resultados de crecimiento celular y produc

ción de vitamina s12 , para determinaciones realizadas al 

quinto día de fermentación (Fig. XXXIII) se aprecia un 

aumento de 8% en la producción de vitamina s12 y de 8.8% 

en la masa celular. Probablemente el aumento no fue más 

significativo porque en el medio basal existía una canti 

dad de esa vitamina {proveniente del agua de cocimiento 

de maíz) que en alguna manera pudo satisfacer en parte 

la necesidad del microorganismo. 
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Los valores de produi:C:iotle~ e~pecíficas de vitami-.. - , ... , - -·-" -/,•'···-- .... ' -- -
na .a 12 cuando al medio se·adi¿.i.Üh~h·mg/ly 1.5 mg/1 de 

biotina, respectivamente; ft.Íe.ro.n;mii"nores que el obtenido 

en el experimento control, Sin 'embargo, con O, 5 mg/l 

del agente se obtuvo una pr¿ducci!n e~pecífica muy seme

jante a la del control, lo cual indica que el estímulo 

en la producci6n de vitamina a12 fue mis bien por un au

mento en Ja masa celular, 

6.10.3 Empleo de fosfato de piridoxal. Se plani

ficaron varios experimentos en los que se prob6 la ac

ci6n de este compuesto, por su importancia como factor 

de crecimiento para las bacterias. Además, se tom6 en 

consideraci6n que podía afectar positivamente la ó-amin~ 

levulínico sintetasa, primera y más importante enzima de 

la ruta biosintética de la vitamina a12 . Esta actividad 

enzimática cataliza la condensaci6n de la glicina y el 

succinil-CoA para la formaci6n de ácido ó-aminolevulíni

co. Como se dijo antes (ver 1.3.3), el fosfato de p.iri

doxal es agente cofactor en esa reacción. 

Se probaron dos concentraciones del compuesto, 15 

y 25 mg/1, respectivamente, en dos tiempos diferentes, 

24 y 48 horas. Para la selecci6n de esas cantidades, se 

tom6 como referencia la composici6n de un medio ( 16) en 
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el que se adicionaron 20 m~/1.de fosfato d~ ~irid6xal. 
Para los tiempos ~e .. ~()~sic!fr~}o_n7j~~ i:esti1tadós en .las 

mismas condiciones .;r eri Tiii{di&,¿oni"9iucósa C:s1n fosfato 
. . ,_-.·-_:--.:_·-::~:-:;'.•'<····--«:-... Lo··· .. .- . - • -· · 

de pi ri doxa 1), en ·las< qu.ejá'•.:prodÚ§ti ó,,11 def yi ta mi na B 12 
comenzó a ser sintetizada.'a• p'artir:<de Tas 24 horas. se 

' . . . ' . - . - ' . 

r~alizaron .determinaciori~s de crecimiento bacteriano y 

de ci~nocobalamina a las ~15 horas de fermentación. 

Las adiciones del compuesto realizadas a las 24 h~ 

ras (Fig. XXXIV) muestran un incremento en la produc

ción de vitamina del 32.78% cuando se añadieron 15 mg/l, 

y de 12.16% cuando la cantidad del agente fue de 25 mg/l. 

No se observó ningún efecto sobre el crecimiento bacte

riano en relación al control. Los valores cal culadas de 

producciones específicas para las cantidades de fosfato 

de piridoxal adicionadas fueron de 26% para 15 mg/1 y 

14% para 25 mg/l, respectivamente, relacionado con el e~ 

perimento sin adición del agente. 

En la Fig. XXXV se observa un incremento del 

32.131 en producción de cianocobalamina para 15 mg/l de 

fosfato de piridoxal, y de 10.563 para 25 mg/1, en adi-

ción hecha a las 48 horas. Igual que para el tratamien-

to a las 24 horas, no hubo efecto sobre el crecimiento 

de f_,_ shermanii. Las producciones específicas fueron 
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29% y .15% superiores ~· l~s encontradas en el experimento 

control, cuando se añadieron ¡5 mg/l y 25 mg/l, respectj_ 

vamente, de fosfato de piridoxal. 

Los incrementos en la cantidad de vitamina B12 fu~ 

ron muy diferentes si se habla en términos de las caneen 

traciones de fosfato de piridoxal empleadas a un mismo 

tiempo. Este fenómeno indica que la acción estimulato-

ria es altamente dependiente de la concentración que se 

use. También nos habla de que 15 mg/l es el punto· inter 

medio por encima o por debajo del cual se encuentra la 

concentración que causa el máximo estimulo en la produc-

ción del metabol ito, en las condiciones en que se lleva

ron a cabo estas fermentaciones. 

Sin embargo, al analizar los resultados por tiem-

pos de adición, se encontraron incrementos muy similares 

para las mismas concentraciones. Esto es una evidencia 

de que para los dos tiempos usados en estos experimentos, 

el compuesto es efectivo sin importar cual sea el tiempo 

en que se añada a la fermentación. 

Dado que el fosfato de piridoxal solamente actuó 

en relación a la síntesis de vitamina B12 , más no sobre 

el crecimiento de t.,_ shermanii, se puede pensar que pro-
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bablemente hubo un estí_mulo de la ~e.ALA sintetasa, como 

pre_dijeron Peraul t y sus col aborad·o;es ( _3 6· ) • 

6.10.4 Fermentación en la gue·~se'adicionó betaína. 

Aunque de hecho no se sabe cual es el verdadero efecto 

de la betaína sobre 1 a producción de cianocobalamina, en 

fermentaciones en las que se empleó Pseudomonas denitri

ficans ( 8 ) y se adicionaron diferentes concentracio

nes de ésta, se encontraron aumentos importantes en las 

cantidades de vitamina B12 . Se pensó entonces que en ex 

perimentos en los que se empleara Propionibacterium 

shermanii ocurriría el mismo fenómeno. 

Para tener informaciones preliminares acerca de la 

acción de este agente con el uso de f..:_ shermanii, y bas~ 

do en los posibles modos en que puede afectar la produc-

ción de cianocobalamina, se realizaron experimentos en 

los que se adicionaron 10 y 20 g/1 del compuesto, respeE_ 

tivamente. En investigaciones anteriores ( 8 se ha-

bían hecho adiciones de hasta 5 g/1, en las que se obte-

nía un aumento creciente en la producción de cianocobal~ 

mina, sin efecto sobre el crecimiento celular. Por lo 

tanto, en estos experimentos se seleccionaron dos canti-

dades arbitrarias por encima de 5 g/1. Las adiciones al 

medio de cultivo se hicieron al tiempo cero, y se hizo 
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. .- .· ·:: -. - . 

además un exp~rimentci control ·sin ad ción del. compuesto •. 

Se e~~Jnt;ó< ¡~'jiJ; ixx;kJr)una di smfouci ón tanto en 

el crecimi~ntC>C:~~o;,'e}L1~ p'.;.od~cción .de vitamina s12 • 

Tal vez las. dongehfg¡¡¡;foiies ele ,betaina fueron muy altas, 

y en vez. de ·~~tim~\~:~::.ejercierán algún efecto regulato

rio en el microorganismo, o posiblemente el tiempo cero 

no fue el más•apropiado para las adiciones. 

, 
Se aprovechó esa información y se diseñaron nuevos 

experimentos, en los cuales se emplearon 5 y 10 g/l, a 

las 4B y a las 72 horas. Todos los experimentos se hi

cieron simultáneamente, y se empleó esta metodología 

porque mediante ella se puede realizar mayor cantidad de 

experimentos en menos tiempo, y porque facilita el mane

jo de los resultados desde el punto de vista de su inte~ 

pretación. En este sentido cabe mencionar que cuando se 

trabaja con sistemas biológicos, y además con medios de 

cultivo complejos (como en este caso), resulta difícil 

interpretar los datos de experi111entos realizados en tiem 

pos diferentes, y en los cuales intervienen muchos fact~ 

res. Estos afectan de alguna manera el comportamiento 

de todo el sistema, y en ciertos momentos se hace imposi 

ble dilucidar la verdadera causa por lo que ocurren alg~ 

nos fenómenos en una fermentación. 
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En los resultados 

puede ver que .cuando se est~·b1~~~ ~eí~c:X6ii con é1 .experi 
,:--- ,-- -

En cuanto a los crecimien1:osj;cellJ1'¡í1'~·5 hubo un incremen

to del 5.6% cuando se áditiori'~~ohSg/l a las 48 horas y 
-_ - - -· ~-- - . -,- - -_ -

de 6.8% cuando la misma con.centrXC::i6n se adicionó a las 

72 horas; pero se observó una caída del mismo cuando se 
/ 

adicionaron 10 g/l de betaína en los dos tiempos de adi-

e i ón. Al calcular los valores de producciones específi-

cas, para la mayoría de las concentraciones y tiempo de 

adición del compuesto se encontraron valores más bajos 

que el calculado para el experimento control. En cambio 

para 10 g/l adicionado a las 48 horas y para la misma 

concentración adicionada a las 72 horas se encontraron 

incrementos del 15% y del 7%, respectivamente. Dichos 

incrementos se presentaron como consecuencia de una baj~ 

da en el crecimiento cclul~r y valores casi constantes 

de la producción de vitamina 012 , más no por un incremen 

to directo en la biosfntesis de este metabolito. En con 

secuencia, no se tomó en cuenta la betaína para su adi-

ción al medio en el que se adicionan todos los efectores 

positivos. 
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. . 

Estos resultados pueden gu~rdar cierta relación 

con el hecho de que E.:_ -shermanii no"excreta vitamina B12 
a su medio exterior (· 11 ) .. Conocie~do ese antecedente 

se puede suponer que el microorganismo tan sólo sinteti-

za la vitamina necesaria para su_ funcionamiento normal, 

y probablemente a partir de la cantidad de la que preci

sa, la vitamina ejerza algún mecanismO regulatorio sobre 

su propia síntesis. En el caso de Pseudomonas denitri-
/ 

ficans, microorganismo con el que se han hecho la mayo

ría de las pruebas con betaina, es importante decir que 

es capaz de producir cianocobalamina extracelularmente 

(B.D. Lago, Comunicación Perso.nal). Por tanto si la be-

taína estimula la producción de vitamina B12 , se supone 

que es más probable que se pueda ver el efecto en un mi

croorganismo que tiene facilidad de excretarla al medio 

de fermentación. 

Ahora bien, bajo el supuesto que la betaína done gru

pos metilos a la molécula de vitamina, otro fenómeno que 

pudo haber pasado es que como en el medio de fermentación 

hubo una ~antidad basal de metionina (proveniente del 

agua de cocimiento de maíz), la betaína no fuera necesa-

ria para que se llevara a cabo ese proceso. La metioni-

na es considerada como l" donadora normal de grupos meti 
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los de la molécula de vitamina s12 , como se dijo antes 

(ver 1.3.5). Esto es, el microorganismo disponía de una 

fuente de donde obtener más fácilmente los grupos metilo 

que necesitaba. En el caso que fuera a obtenerlos de la 

betaína, primero tenia que haber ocurrido la siguiente 

reacción ( 32). 

/ 

betaina + homocisteina 
betaina-homocisteina 

metil-transferasa 
dimetilglicina + 

L-metionina 

Esto significa que el microorganismo pudo haberse ahorr~ 

do el paso d~nversión de betaina a metionina, si ésta 

última estaba presente en el medio. 

6.10.5 Efecto de aminoácidos adicionados al tiempo 

cero: Acido glutámico, metionina y treonina. Se sabe 

que el agua de cocimiento de maíz es una fuente muy com

pleja, que además de nitrógeno orgánico como aminoácidos 

libres y péptidos contiene ácido láctico, vitaminas, mi-

nerales y otros agentes. Se sabe además que f.:. shermanii 

solamente aprovecha los aminoácidos libres para integrar 
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a su metabol -Í smo ( ·43 ¡ ,,\;1 vez no posee las proteasas. 

n ec.e s a Í-·i as· p á ra cons llnd r flif ró!i~ri6; pp;, t¿i~ o; 

Con los antecedentes menci;ri'ados;'y é:ori el ·conoci-.. 

mi en to que el contenido de amü1oáCiciéi.s •. én\1 ás c!ifer:entés . . . - . ·-

agua de cocimiento de maíz presenta m~chas ·variaciones· 

(éstas dependen de la procedencia¡ calidad de la tierra, 

proceso del maíz, etc.), se planteó probar el efecto de 

algunos aminoácidos. Antes de seleccionar los que se-

rían adicionados al medio de fermentación, se analizaron 

dos lotes de agua de cocimiento de malz (ACM-010 y 

ACM-012), para establecer comparación en el contenido de 

aminoácidos, y para poder seleccionar apropiadamente los 

mismos. 

En la Tabla XVIII se puede ver que la concentración 

de am1noáci dos en el lote ACM-012 es más bajo que la del 

lote ACM-010 en todos los casos. Además, se obtuvieron 

diferencias muy notorias en los valores de crecimiento 

celular y producción de vitamina s 12 para <los fermenta

ciones realizadas con estos dos lotes de agua de coci-

miento de maíz. Basado en estos resultados se escogie-

ron el ácido glutámico, histidina y alanina, porque la 

diferencia de sus cantidades en los dos lotes analizados 

éra muy notoria. Se supuso que su adición al medio de 
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TABLA XVIII: COMPOSICION EN ;AMINOACIDOS DEL AGUA DE COC! 

MIENTO DE MAIZ EN>mgfg OE MUESTRA SECA. 

ACM ~ 010 ACM - 012 

Acido aspártido 16.2 8.86 
Serina , 8.25 4.31 
Prolina 29.63 15.81 
Cisteína 6.45 2.34 
I soleucina 9. 03 8.76 
Leucina 27.12 13 . 9'0 
Tirosina 7.46 4.45 
Lisina 11. 9 4.54 
Argini na 7.25 4.94 
Fenilalanina 11. 14 7.41 
Glicina 16.31 10.79 
A e ido glutámico 56.54 15.40 
Histidina 10.45 3.30 
Metionina 8.24 7.72 
Treonina 9.5 9.10 
Alanina 30.73 11.28 
Valina 17.40 14.39 
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cultivo, compensarta la deficiencia natural del agua de 

cocimiento de matz empleada (ACM-012) •. •· Otro. factor im-

portante toma.do en cuentá fue l~ di~~d~itli\.idacli.di·~s~s 
aminoácidos en el laboratorio ·a la •f~¿tiá::~i.;·k~¿¡,{•1a. .in.., 

- - ,_-,. -~;::é.:::::;_ ··:'-""·"" - <-··:._--.. :·-

vestigación. Para los casos de\;{'~fJ!J&!g;.~-i¡¡¿i~a en •• que 

también se encontraron diferencia.~>lll~Y ·a'lta·s .no fue posi 

ble probar su efecto porqu~ l\ci e~tÚ~ierondi·sponibles. 

También se el i.gieron valina Y· ar.ginina porque los 

niveles encontrados en los dos lotes fueron muy pareci-

dos, en contraposición con los casos anteriores. Se as~ 

mió que si estos aminoácidos se encontraban en los nive-

les requeridos por el microorganismo en el agua de coci

miento de matz, la suplementación del medio basal con 

una determinada concentración de ellos, no tendría nin-

gún efecto sobre el crecimiento bacteriano. 

Además se seleccionaron metionina y treonina por su 

particular importancia como precursoras de la molécula 

de vitamina s12 , como se destacó antes (ver 1.3.5 y 1.3.6). 

Apoyado en experimentos precedentes realizados por 

Marwaha y sus colaboradores ( 31 ) , en los que adiciona

ron varios aminoácidos en concentración de O. 5 g/l, en 

estas fermentaciones también se usaron 0.5 g/1 de cada 
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uno de lose planteado 

En experimentos pril~~i~aies.se.adicionaron ácido 

glutámico, metionina y tre;.i;n·a '.fnoi\lidÜalmente, con sus 

respectivos controles. Se lii¡¿ la ~ilición al tiempo ce

ro, con la suposición de que ser.ían usados por el micro-
. . . 

organismo a partir del niom.ento.en que se encontrara en 

su fase exponencial de crecimiento, es decir, en las pr.:!_ 

meras 48 horas. ' 

El objetivo específico de adicionar estos aminoáci

dos al medio éra ver como se afectaba el crecimiento de 

f..:_ shermanii por la presencia de esos durante las prime-

ras 72 horas de fermentación. Por tanto, se siguió la 

determinación de crecimiento bacteriano cada 12 horas du 

rante ese período de tiempo. Se hizo el mismo segu.imie!!. 

to a los experimentos de control (sin adición de aminoá

cidos). 

De acuerdo a los resultados (Figuras XXXIX: A, B y 

C) hubo una disminución en el crecimiento celular, comp~ 

rado con los valores encontrados en el experimento con-

trol. Estos datos sugieren la posibilidad de que los 

aminoácidos de estas pruebas ejercieran algún mecanismo 

regulatorio, debido a que su adición al tiempo cero im-
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~ plicaba que se en~ontrában·,e.n exc.eso para .el ;microorga-·-

n i smo ..•. SU' ~.~eC:tC!ifpGctó'~;~~~.:~o~t a·~· .. i m~ecli.;~,; t!len la fo r-

m a c i ó n ~.e •. 1~",~i~~~1.~.~·r~.~:}$~,~.gi:i~~~~l ~~n §e :~v~ a rf a ·~ ar a 
que e L am1 noac1do?·entr·ara•Fa:F•mi croorgani smo • 

.. . . · ~; ~~f :i~rl¡illlif~;~f :~.::::·:: ::':, ::::~ 
de · pé. rnle;a::s:-a-_:;~~6'fiú::~~~~;~~'.r~:::y~¡~J~-O-~'~:-;:a-inc;_n_Oá e; das, e amo suele s!! . -.:,--.-· - --::-----

ceder en otros microorg~¡ii.~mos, por ejemplo L coli Kl2 

( 35) •. En este caso; la presencia en cantidades que re

sultasen regulatoria~ para la permeasa de entrada de un 

aminoácido, traerla como consecuencia el impedimento de 

la entrada de otros aminoácidos·, necesarios para que se 

llevaran a cabo ciertas funciones metabólicas relaciona-

das con el crecimiento de ~ shermani i. 

6.10.6 Adición de Aminoácidos (0.5 g/1) a las 36 

horas de fermentación. Fundamentado en los resultados 

obtenidos mediante la adición de ácido glut~mico, metio-

nina y treonina al tie1ílpo cero, se decidió realizar 

otros experimentos en las mismas condiciones. Se varió 

solamente el tiempo de adición de los aminoácidos, esta 

vez a las 36 horas. Se parte de la base que, si median-

te la adición al tiempo cero existía algún efecto regul~ 

torio como consecuencia de un exceso en la cantidad de 
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. - - ·- . 

ellos_, a las·36 horasprobableinen e e 

no estaba sujeto 'a. ·fa1•efec.toi 

También sé" C:ons"ider6 que• si el. aminoácido de prueba 

contri bufa a ~~ntene; un···buen crecimiento de f.:: shermanii, 

su adición a las 36 horas resultaba ideal para observar 

el efecto, ya que en las primeras 48 horas es cuando el 

microorganismo tiene sus más altas· velocidades especffi

cas de crecimiento; en las condiciones en _las que se re~ 

lizaron estos experimentos. 

Además de los amin~ácidos mencionados, se hicieron 

fermentaciones individuales con ad1ci6n de histidina, 

alanina, arginina y valina (con su re~pectivo control) 

adicionados igualmente a las 36 horas. 

En los resultados (Fig. XL) se aprecia un efecto e.'?_ 

timulatorio en el crecimiento del microorganismo, cuando 

se empleó ácido glutámico, metionina e histidina. Tales 

aumentos no sólo se justifican por la importuncia bioqui 

mica que esos tienen en relación a las actividades meta-

bélicas en general. Además, resultan estimulatorios Pº.!:. 

que cubre la deficiencia de esos aminoácidos en el agua 

de cocimiento de maíz empleada en la realización de es

tas pruebas. 



• 
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Por los resultados obtenidos con ácido glutámico, metio

ni na e hi stidi?a,yp~dría}stip~:~e§se5que ·~s.~'.os. tres amino

ácidos,.sean esencia\es,pá/á,eJ; de·sarr.Ólfo:de· P. shermanii. 
,- :_.-.;,,_. '/._<'- '.-'.,,·.·_: o- .. ,~-~:~-:'.:''.·;" ::'. •. ·:·.C:.:•· ''·':;•;.'·\ '.',·.,·:;·~- ->-:; ··" ' 

:--. __ -.-~:_::~_--:~.\. . .-.. -~.-:·· .-..: .. ~--- . ~~-:~:·-~: ,., ""·_.-. ~:-~ __ :;·.,, '::';;~, -·.· 

.A1 cg~[a,r~r_E1 f.sJ;~i~él.~.i~·g,{J~i7~f,\';Pi·I~~;~.s con 1 º s 
otros ainil'loii~ia'o~·.(alanilia;•arg'irii.ná•;;vaTina y treonina), 

en relación a .los 

tró nihgQn efecto 

;-:;,/¡,,_c·1;•, .. :_~;'·'' 
.... ,_.., ;_.•'. • .. ,,_-_,-,,-.>-•:-·'·;;:~i;;,::,,: .,,,, '· ·:·-"' ,, ex·p __ eri_merit-()·s-·;-.,,sJ:P .. ~::a\d:~c:-·:; __ órl, no se encon-

por eilos•. f~~~~g~-¿'¡i f'Jeron perj ud i ci a-

les, pues como se observa-~ni'{i'i~ti';.~··xL-los crecimien

tos registrados fueron muy similares a los respectivos 

controles. La ausencia de efecto pudo deberse a que tal 

vez en f.,_ shermanii es más difícil el transporte de es

tos aminoácidos hacia su interiOr, no así para aquellos 

que lo afectaron positivamente. De hecho no se tiene 

ningún conocimiento acerca del transporte de aminoácidos 

en ese microorganismo. Ahora bien, el fenómeno no es e~ 

traño, pues como se dijo antes esos compuestos son bené

ficos, más no esenciales para las propionibacterias ya 

que éstas tienen la capacidad de sintetizar algunos de 

ellos ( 48). Probablemente la alanina, arginina, valina 

y treonina formen parte de los que puede sintetizar, por 

lo que no es preciso adicionarlos al medio de fermenta

ción. Otra alternativa es que posiblemente, las cantid~ 

des de esos aminoácidos en el agua de cocimiento de maíz 
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fueron suficientes para satisfacer las necesidades. del 

microorganismo. •; ,t'' ''•• ),•{, ... 
··:':,".-·.'· > :',';.', ,·.~ - ,:J -

Aunque en estos experi~éi\~ci's•.\lo /~é '.'2ú'~ll'tificéi. 1 a 

cantidad de vi tam ina~B,iz!~{~~~~!~,~~i;i~E¡lf'~~~~~~-~.f :ifü;ue. un. 
aumento en la cantidád'':deirifas·a;i:"c'eluJJiif':p'.ósioleniente. se 

- -·- / _:;_,_ .. _:_:.::-; --,::_:;:_:-?-. '.::~/:_:.:!SJ;/'-~~¿'.:/;t_J~:(<t~~'.'.l~~:;,.\._:;:_;~~~;;: .. ;::>:·:,·;~: -. _ -- ·, : 
reflejó positivamente e~,\.] a;,;p roduc cjó ~?,';d.e';ci,ano coba l ami -

na. También pudo suce~e~:~q.~~€~.t~1~¡&,~1f:~f'.~f~~~rX~ja afec-
tada directa y posítivaniíi!nfe·eíi'15r'~li)sWamirió'ác.idos que. in-

crementaron el crecimientd.)_ ·ib·~-i~;§~;g2.:'••> 
·::--~-:-~-, -. - ... ,-.,s:_;,- ,·.:<· 

6 .11 PRUEBA INTEGRAL DE PRECÚRSORES· Y/o FACTORES ·DE CRE-

CIMIENTO. 

6.11.1 En medio con glucosa. 

6.11.2 En medio con jugo de piña. 

Como se mencionó antes (ver 6.10), otro de los pro~ 

pósitos de este trabajo, es probar en forma integral to

dos 1 os precursores y/o factores de crecimiento que tu

vieran efecto positivo sobre el crecimiento de f_,_ ~

manii y/o la producción de vitamina s 12 . Al igual que 

en los experimentos anteriores, primero se realizó la 

prueba en medio con glucosa y posteriormente en medio 

con jugo de piña. 
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En la Tabla XIX se pueden observar los agentes que 

fueron probados. i~clt\lfciuaT~enie y 'que tu vi e ron un efecto 

positivo >sob~e.{los'p¡;¡.:¡¡m~t~o~'antes citados. También se 
- . .!· - -= '/'. 

reporta la conceÍit~~ciiin ~ tÍ~mpo de adición en que ejer. 

ci e ron su ef~ctOY ... 

6.il<l Empleo de glucosa como fuente de carbono. 

Se hizo una fermentación en un medio formulado con este 

carbohidrato, en la que se adicionaron los precursores 

en las concentraciones y tiempos mencionados. Simultá

neamente se realizó un experimento control sin adicionar 

ninguno de los agentes, con el propósito de tener parám~ 

tras de comparación con el experimento de adición. 

Se determinó crecimiento bacteriano cada 24 horas, 

y vitamina B12 a partir de las 72 horas. Los resultados 

(Fig. XLI) muestran que para todos los casos los creci-

mientas fueron más altos en el experimento en el que se 

adicionaron los agentes de prueba. La cantidad máxima 

en la que se aumentó ese parámetro fue de 22.5% al quin

to día de fermentación. El mismo efecto se vió refleja-

do en ia producción de cianocobalamina, y ésta se aumen

tó en un 19.8%, m5xima al cuarto d1a. 

En base a los porcentajes en los que se incrementó 



TABLA XIX: PRECURSORES Y/O. F .. ACTOR~s··oECRECIMIENTO QUE AFECTARON POSITIVAMEN

TE EL CRECIMIENTO DE .e_,_ shermani i Y /O LA PRODUCCION DE CIANOCOBA

LAMINA. 

Precursor Tiempo de 

Pantotenato de Calcio 

Biotina 

Fosfato de 
Pi ri doxa 1 

Acido glutámico 

Metionina 

Histidina 

S.E.: Sin efecto. 

N.O.: No determinado. 

adición 
(h) 

o 

o 

24 ó 48 

36 

36 

36 

Concentrac-i ón 

10 mg/.l 

0.5 mg/l 

15 mg/l 

0.5 g/l 

0.5 g/l 

0.5 gfl 

Crecimiento Producci6n 
.e_,_ shermanii Vitamina 8 12 

+ + 

+ + 

s. E. + 

+ N.O. 

+ N.O. 

+ N.O. 

-"' w 
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el crecimiento bacter'iano, y ilquellos _en los que se _vi6 

aumentada· 1 a··.prod.uc6'ió~~d·~ ~it~m,i.nal·~i 2 -CT~bla 'XX), se 

puede decir. que los· ag~~if~~i-;:~d~i·c;f~~~do~ áfectaron ·más 
·:/·- - .n,,.,.,, ".,_, i';:. _;;,::;,-:;- :-~}.: 

:::: :::. :::::: ::'.:::~:~~f lll~~~~t~::: ::: :::::., 
·,•,;;:.;, e,,-::'_~-: ·.-.,•;;:c.·-:,.•,;_.-;; 

sores ~~hayan afectado'Ai,r_ecj;amente .su producción. 

Esta suposición se l"efuerza- ~§·~··~'ok-~J hecho que 1 as. pro .. 
ducciones especfficas (Fig. XLI) son muy parecidas para 

los dos experimentos, incluso ligeramente mayores para 

aquel en el que no se hizo ninguna adición. Si rea 1 me_!!. 

te hubiera habido un efecto sobre la producción de vit~ 

mina s 12 , entonces se habrían encontrado producciones es 

pecfficas significativamente mayores que las halladas en 

el experimento control. 

Dado que las producciones de cianocobalamina se vi~ 

ron aumentadas en todos los tiempos en que se hicieron 

cuantificaciones de ésa, las productividades se vieron 

igualmente afectadas en favor del experimento con adi

-ción de precursores (Fig. XLI). 

Las determinaciones de velocidades específicas de 

crecimiento para los dos experimentos (Fig. XLII), mues

tran muy poca diferencia en ese pará1netro en las prime-
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TABLA XX: INCREMENTOS EN EL CRECIMIENTO CELULAR Y EN LA 
PRODUCCION DE CIANOCOBALAMINA, CON LA ADICION 
DE PRECURSORES Y/O FACTORES DE CRECIMIENTO EN 
UN MEDIO CON GLUCOSA. 

Tiempo de 3 de incremento en % de incremento en 
Cuantificación el crecimiento la producción de 

(h) celular Vitamina B12 

72 17.20 12. 5 

96 22 19.8 

120 22.5 17 
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FIG. XLII: Curva de creci~iento y valores de velo
cidades específicas de crecimiento ex
presadas en h- 1

, de una fermentc:ición en 
la que se adicionaron todos los agentes 
precursores y/o factores de crecimiento 
descritos en la Tabla XIX , compara
dos con los de un experimento control -
en el que no se hizo nin9una adición. 
Se empleó glucosa co1:10 fuente de carbo
no. 
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. . . 

ras-48 he.ras, •:Los_ cambio.s.son ligeraf!l_Ei:nte.más notorios 

a part_ir._de_ ~se p~r'ioci~. por lo cual -~esu~iere que des

pués de ese tiempo fue cuando los .agentes probados afee-

taron'mayorme.nte el metabolismo de f..:_ ·slle·rmanii. Aunque 

algunos com~uestos como el pantotenato de calcio y la 

biotina se supone que actuaron desde las primeras horas 

de la fermentación, durante esas el efecto no fue tan 

marcado en parte por la poca cantidad de masa celular 

existente. 

De los agentes adicionados individualmente, el pan

totenato de calcio fue el mejor efector sobre el creci

miento bacteriano. Con éste sé obtuvo un aumento del 

17% (Fig. XXXII). Si se compara este porcentaje con el 

obtenido en este experimento, en que se adicionaron to

dos los efectores positivos (22.5%), se puede decir que 

la acción entre ellos se vi6 ligeramente potenciada en 

relación a esa determinación. Sin embargo, no se puede 

decir lo mismo en relación a la producción de cianoco.ba-

lamina. Para este caso, el compuesto con el que se obt!!_ 

vo un aumento máximo en vitamina B12 fue con fosfato de 

piridoxal (32.78%, Fig. XXXVII). En cambio, el porcent!!_ 

je en que se vió aumentada su producción en estt;? experi

mento fue en 19.8%. Estas. diferencias hacen suponer que 
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>·---- .. ,·-o ,._ .. -· 

para estas prueba;¡;, ·acción: del .fosfato d?pil".idoxal se 
._,:.. <~> '.-.':~\/'. ~ '_;~·-:,:.-:.".· 

:::::¡:~;:~;i~l~~l i~lif~t~~i~::E:::::::;·: 
meta bol i.to;cde:.interés\'se.'fdebi.ói'hiás.,:a ·un aumento en la m!!_ 

. : : re::~ la~fi~?~4·~~~~f ·&~~~1~~~i{t~f ~1'~,;~·fodu ce i ó n de v i ta mi na 

· - ·::~>_;~:-~r:)::·:·\r:-5/r.'-~ ~- . -... : ;~~-:~~- -.- , __ :_<' ·: -

6.11. 2 . EmPl ~o. de:cjuga•.de.•piña como fuente de car

bono. Se recuerda queuno~de los fines de adicionar -.-
ciertos agentes precursores ~/o factores de crecimiento 

al medio de fermentación es, en parte, conocer algunas 

de las necesidades nutricionales de E.:._ shermani i. Tam

bién se persigue estudiar como se afecta el crecimiento 

celular y la producción de cianocobalamina, con el uso 

de una fuente de carbono no convencional, que para este 

caso se trata de jugo de piña. 

Al igual que los experimentos descritos antes, se 

hicieron dos fermentaciones con esta fuente de carbono. 

En una de ellas se adicionaron todos los agentes que di~ 

ron efecto positivo con el uso de glucosa (Tabla XIX). 

En la otra no se hizo ninguna adición, por lo que fue to 

mada como control de comparación. 
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Las det~rmi na~i enes ;d~:cr~ci~i ento.b~éteri ano cada 

24 horas, cuyos. result,~d~s•,~'~?re~ci~iari eni'a•fig. XLIII 

reflejan aumentos. muy pe9~~:H.ós,0'.~;nt{~~~s:::ib_~ tiempos en 

que se hizo la cuantifid~'2f6i\(\,~,,E'~:}i~a'i'hF,i~1iximo encontr~ 
do en relación al control fü~'Íl~'7';'~íi'%{a.1··tercer día de 

fermentación (Tabla XXI). En-c~~¡,f~.\hu~o Un incremento 

máximo en la producción de. vit~;.ina s 12 :de: 17.60% al 

quinto día de fermentación. , 
Oe acuerdo a los resultados de la Tabla XXI, los 

compuestos adicionados al medio afectaron principalmente 

la producción de vitamina s 12 • El efecto encontrado se 

diferenció en parte del que se observó cuando se usó glu 

cosa como fuente de carbono. La explicación del fenóme-

no podría estar dada en que, posiblemente la producci6n 

de cianocobalamina estuvo afectada por algún componente 

presente en el medio con jugo de piña. Tal vez la ac

ción de ese compuesto se vió reforzada por la presencia 

de los agentes adicionados al medio de fermentacia11. 

Los valores calculados de productividades y produc

ciones específicas del experimento con adición (Fig. 

XLIII), son. superiores a los hallados en el experimento 

control. Este hecho no es más que el resultado de los 

incrementos en la producción de vitamina s 12 . 
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TABLA XXI: INCREMENTOS EN EL CRECIMIENTO.BACTERIANO Y EN 
LA PROOUCCION DE CIANOCOBALAMINA, CON LA ADI
CION DE PRECURSORES Y/O FACTORES DE CRECIMIEli 
TO EN UN MEDIO CON JUGO DE PI~A. 

Tiempo de 
cuantificación 

( h) . 

72 

96 

120 

% de incremento en 
·el crecimiento 

bacteriano 

7.44 

7.25 

3.7 

% de incremento en 
la producción de 

Vitamina s 12 

6.46 

16.20 

17.60 
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También .se· hicieron ';los .·¿~fcul (¡5· corres pondienfes. a 
. ,,:-:: ,,,;· .,·,.,,_-.'.,:-,·- ,;_;:" --~·,-:h\"'.O>:<' -·:··~· -·;''_;:,,.\:;_~ ;:. . ..:: ·" 

V e 1 oc i dad es ·.es pee i(ic~'s(de':C::'reci ni{~ntC. :'(Fig; (XLI.V) • 'y a 1 
-- _ - _: -:·- _- . ·.- --:;.e.'.-.· :,~~~' .. ·:_:,S;;_<,'-',;->\-_;:_-::;:;>\;_~-~'.5~;,{·:,{~i ::_:~~('.;::_<::_::,:_;/i'.?~;_:'.;i,{-~\:;::.~_.:/:}:'_-:::_,_-_-,_~,;_\:: --::: '.----- · ~ :-· _· ... -· 

igual que en eJ caso antes'descrit(),-:riofse/encon.traron.· 

di fe re n c ~a~ ~o 1:();}:~~?i~'11tf[1·!!~)~~'.~J2t.·f J~'{~~ifü!¡¡~;,~~;;;. ; , . 
-';.'·-; :Z:~-;~~:.:_.·.e:-_-' \'\:-.-'.~';' .·;·.·.-;.-· );-_.--·-- -·'" 

En estos experimentcis ';a{'~'~íi:ci~'a'cl~[:~{~~¿ífi~as 
de crecimiento y. las masas celufa~es:,cUantifi~a.das fue

ron menores que las encontradas' cuand~se uséi--gl UCOSa C.Q. 

mo la fuente de carbono, ya se haga comparación entre 

los controles de ambas pruebas, o ya se haga entre las 

fermentaciones con adición de agentes precursores. Sin 

embargo, los valores máximos de producciones, productivi 

dades y producciones especificas cuando se empleó medio 

con jugo de piíla, fueron superiores a los encontrados eri 

medio con glucosa. Esto es, 28, 28 y 36%, respectivame~ 

te, al hacer la comparación entre los controles; y 23, 

23 y 41% cuando se compararon los experimentos con adi-

ción. Estos resultados son evidencias claras de que el 

jugo de piña compite ventajosamente con una fuente de 

carbono convencional, que para el caso se trata de gl uc_Q, 

sa, y por tanto puede ser usado como carbohidrato en pr_Q, 

ceses fermentativos. 

En términos generales, los agentes que afectaron 

positivamente el crecimiento de P. shermanii y/o la pro-
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También. se hicieran .l.os .. cá 1 culos correspondientes a 

ve 1 oc id adé { es petíf;icas :el;.-: ci;:e¿Í,mfentoi (F.i g 0 XLI V) , y a 1 

igual que·.· en e1;é~i~\ari·t'~iii·d·~-~~~i.:t1a}··rio •se E!nc¡;ntra'ron . . --- __ .·. - . ,..,_ - '-·-- _.,., .. ::,:,\:-<.'.-- ,_,._ - _ .. ,, - . 

· di rerencia s .notoi'Tas '.éd~' ias"Kcie1-'C:tir1tro1. 

En estos 

--- - . ··-- .,.,,._ ·'· .'-~<-~-~/·'.1·_": -·•--;
.,._... -~~-·::,. -. -~ .::.~"-'_;-~;~.: " .. -· 

perimeritos: ·¡.,:; 'Je1~ci da des específicas 

de crecimiento y las masas celulares cuantificadas fue-

ron menores que las encontradas cuando se usó glucosa C.9_ 

mo la fuente de carbono, ya se haga comparación entre 

los controles de ambas pruebas, o ya se haga entre las 

fermentaciones con adición de agentes precursores. Sin 

embargo, los valores máximos de producciones, productivi 

darles y producciones específicas cuando se empleó medio 

con jugo de piiia, fueron superiores a los encontrados en 

medio con glucosa. Esto es, 28, 28 y 36%, respectivaffie~ 

te, al hacer la comparación entre los controles; y·23, 

23 y 41% cuando se compararon los experimentos con adi-

ción. Estos resultados son evidencias claras de que el 

jugo de piña compite ventajosamente con una fuente de 

carbono convencional, que para el caso se trata de glucQ_ 

sa, y por tanto puede ser usado como carbohidrato en pr~ 

cesas fermentativos. 

En términos generales, los agentes que afectaron 

positivamente el crecimiento de P. shermanii y/o la pro-
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FIG. XLIV: Curva de creci~iento y valores de ve
locidades especificas de crecimiento 
expresadas en h- 1 , de una fermenta
ción en la que se adicionaron todos -
los agentes precursores y/o factores 
de crecimiento descritos en la Tabla 
XIX , comparacios con los de un expe
rimento control en el que no se hizo 
ninguna adición. Se empleó jugo de pi 
ña como fuente de carbono. -
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ducción de cianocobalamina, se pueden considerar como 

factores nutricionales para este microorganismo. Pero 

la mayoría de esos compuestos (biotina, ácido pantoténi

co, ácido glutámico, metionina e histidina) forman parte 

del medio basal, específicamente del agua de cocimiento 

de maíz. Por tanto, es difícil precisar las cantidades 

de ellos necesarias para estimular a~ sherma·nii, a me

nos que en experimentos posteriores se tomen en conside

ración las cantidades oriainalmente presentes, o se tra

baje con un medio de fermentación aGn más simplificado. 
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/ 

CAPITULO 7 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 
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De acuerdo a los análisi.s qu,micos hechos al jugo 
. o--- ---- _:. __ . - '-· ••. __ : 

de piña,.·éste. puede\se;,·áp~ov~c.hado'.el]. prqcesos ferment.!!_ 
- .,,_. ___ - <~·:.';:::<~-:·\, _,_ ... ' ' -- -., -

ti vos, en .• función •• d~/s~\§?§~ci;~:ié}ó.~}./lri ~:irtud de que 

no presentan. caraéter'Ístiéas·'ról<ica's~'.0!:~'ero Jos jugos r~ 

:: : : . : : '" :·;:: ;:::' :;\; i~'.~~~¡¡¡¡~¡~~; :;:;; :: : ~:' 
mismos sería convenfente,~:,:,que.:~;eX:_;fs:tje_~·an~~-ot_ros procesos 

. -~>-;_· ,_:}':-~_:L-~_;:'.;:-~-~;3E_~~~:¡~~~-~;_;~:i~:._·--:-~: -. ': __ :. 
de p"roducción alternativos· •. ;· .. co·n·<é'sfii·s··•se nul1ficar,an 

/ - ' ' -- -.--'-·--·-->---~---·-:·-.,=o_- ·.-;~-------

1 os tiempos muertos originados'fo~· la ausencia de mate-

ria pri~a proveniente de la piña. 

Ya que no se conoce ninguna investigación acerca de 

la producción de vitamina s 12 , con el empleo de jugo de 

piña como fuente de carbono, y Propionibacterium sherma

nii como microorganismo de trabajo, y con el anteceden

te que éste es incapaz de metabolizar la sacarosa ( 17 }, 

en esta investigación se diseñó un método mediante el 

que se pudiera hidrolizar la sacarosa presente en el ju

go. La técnica resultó doblemente ventajosa porque no 

s6lo sirvió para la saca1·ificaci6n, sino tambifin para la 

esterilización de la fuente de carbono. 

El jugo de piña resulta ser una excelente materia 

prima para el crecimiento de Propionibacterium shermanii 

y/o la producción de cianocobalamina. Aunque se trata 
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de una: fuente de carbono.no co~venciollal, 16s resúltados 
. - - - : ·- - '. -· , ___ . -- . '. . .. "," ' ·_,,-- -. 

obtenidos camparan favorabl ~mente con los bbf~ni'cÍ()s cu~n_ 
do se usa glucosa ~ sacarosa. Estos résultadi:ls~clejan 

. ' - '• - ·; - - - - ~ 

abierta la posibilidad de aprovechar los·ji;go~· residua~ 

les de la industrialización de la piíla en proceso fermen_ 

tativo de producción de vitamina s 12 . 

En trabajos publicados anteriormente (9, 40 ), se 

habla demostrado que los niveles de aeración proporcion~ 

dos a las fermentaciones con Propionibacterium shermanii, 

son de importancia critica tanto para su desarrollo como 

para la producción de vitamina s12 . Este hecho se com-

probó mediante los resultados obtenidos en esta investi

gación, en el que indirectamente se proporcionaron va

rias condiciones de oxigenación al microorganismo, me-

diante el uso de diferentes volümenes de medio de c~lti-

vo en matraces de 250 ml. Con el empleo de 50 ml de me-

dio se obtuvieron mejores resultados en cuanto a creci-

miento celular, mientras que 100 ml de medio resultaron 

mejores para la producción de cianocobalamina. En base 

a estas comprobaciones, en trabajos posteriores a nivel 

matraz se sugiere la optimización de volumen de medio a 

ser empleado, para encontrar el que mejor incidencia tie 

ne sobre los parámetros mencionados. 



- 169 -

Se ha reportado: que. 'i_otes diferentes de agua de co

cimiento. de lllá;~:;.\~r\arí i~n·'··sü:capaCidad de mejorar los 

rendimientos de ci:O.no~oba¡'amina ( 51 ) • La eficiencia 

de prodlJ~ción>'de'~~te metabolito está afectada por las 

fuert~s va~iaci~~es de los componentes de esa fuente ni

trogenada. Dado que en esta investigación se usaron di

versos lotes de agua de cocimiento de maíz, se encontra

ron muchas diferencias de un experimento a otro, lo cual 

confirma los reportes anteriores. Por esta razón, en 

trabajos posteriores se recomienda usar siempre el mismo 

lote de esa materia prima, o por el contrario estandari-

zar las cantidades de sus componentes. 

Hasta la fecha no existe ningún trabajo en el que 

se reporte las cantidades más adecuadas en las que deben 

encontrarse las fuentes de carbono y la de nitrógeno pa-

ra el crecimiento de Propionibacterium shermanii y/o la 

producción de vitamina s12 . En las condiciones en que 

se llevaron a cabo estos experimentos, el microor-yanismo 

no alcanzó a consumir todo el nitrógeno proporcionado al 

medio de fermentación, en cambio si se consumió toda la 

fuente de carbono suministrada. Esto es una evidencia 

de que al medio se adiciona un exceso de fuente de nitr.Q_ 

geno en relación a la de carbono. En este sentido se re 
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com i en da . la reforii1tJ,l a ci 6 n :~el m~C!i9 basal en pruebas su]1_ 

siguientes ~ori eÍ elllple() d~ ~;opionibac-ter.ii.iín shermanii. 

De acuerdo .. a las evidencias e~peri'nleritales ~n¿ontr~ 

das por Gi bson y sus col ab~r~do~ei (14 ), 
., - . -' '-. 

Í~ f~~fll~2i 6n 

de ácido 6-aminolevullnico {intermediario en la ruta bi~ 

sintética de la vitamina s12 ) puede ser inhibida por de

rivados del ácido malónico, tales como aminomalonato y 

metilaminomalonato~ Ya que en las fermentaciones con j~ 

go de piña se detectó una cantidad de ácido malónico que 

alcanzó los lB.3 mg/ml, se piensa que tal vez este ácido 

tuvo algún efecto sobre el desarrollo de Propionibacte-

ri um shermanii y/o sobre la producción de cianocobalami 

na. Por tanto, se recomienda hacer una investigación 

más exhaustiva acerca de los posibles efectos del malóni 

co en el proceso fermentativo de producción de vitamina 

s 12 en el que se emplee jugo de piña como fuente de car

bono. 

Con anterioridad a este trabajo se había publicado 

que la sacarosa como tal no es metabolizable por Propio-

nibacterium shermanii { 17 ). En esta investigación se 

realizó una fermentación en la que se formuló el medio 

con sacarosa hidrolizada, ya que guarda estrecha rela-

ción con el medio con jugo de piña. Se encontró que los 
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res u l·t.ado·s····~e •. cr~ci'~'j,~nr~;.r Pto~u,0~f};ó,~.j~ei ~J~~~ina s12 · 
comp.i ten com}() s;obt:enidO~)c:uanclo•se'~us~n<ót~a s . fuentes 

d e .ca r .b o ng }i 91.u:t~~j~¡; ~.e~~~~;~~~1.~:i;Ü~~i ;(~:;~{~·~ l.~y~ .• e ~.to n c e s 
que .1 a. ·sa e a rosa .•'h:id ro ri'za· d a:.(.tifm ti.té•n;;¡iu 'ei:I e•);,s er usad a corno 

fuente de carba~~ i{f~~~'.ifiV~t··~·~&¡::~:~~~·. tip~ de experimen-
<:)- -:~;,t·-·, "'"' ¡ ::,;'.;.~;;¡-· ,, 0",''-T" .>.<:-·>,':~' \ ·-º 

t OS• •··•· :·: é~·~t;·0~;~~~c;f~, · · 
Es de conocimiento •genéraFtjue cuanto más tiempo se 

mantenga a los mic.roorgani·~~·os ··en el rango de pH óptimo 

para su crecimiento, más eficientemente aprovecharán los 

sustratos del medio de fermentación en que sean crecidos. 

En el caso de ]os procesos de fermentación para produc-

ción de vitamina s 12 con ·propionibacterium shermanii re~ 

lizados a nivel matraz, nunca se ha especificado el pe-

ríodo de tiempo en el que se ajusta el pH para mantener

lo entre los límites que permitan su mejor desarrollo y 

producción de cianocobalamina. En este trabajo se enea~ 

tró que al controlar ese parámetro (pH) cada 12 horas, 

en vez de hacerlo cada 24 horas como solía hacerse, el 

microorganismo crecía a más altas velocidades específi-

cas de crecimiento, de acuerdo a lo esperado. En canse-

cuencia hubo un acortamiento del tiempo de fermentación 

y más altas productividades de vitamina s 12 . De ser po-

sible, se recomienda controlar el pH de las fermentacio-
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'•' . 

nes a nivel .matraz en. pe~f6do~·,d~' 1:~"eriipo .aún más ;ortos. 
. , ... <~·'~: __ -.o:' 

Ya se sabía que .la a'di'cl'ó; de p~ntotenato de calcio 
";'. 

y biotina (so), ácido gllitamico (31); metionina ( 20 ), 

así como de fosfato de piridoxal e 16), a diferentes me

dios de fermentación para producción de cianocobalamina 

con Propionibacterium shermanii, estimulaban el creci

miento del microorganismo y/o la producción de esa vita-

mi na. Los resultados de esta investigación con el medio 

de fermentación y bajo las condiciones de trabajo usadas, 

confirman esas evidencias. Pero no se conocen las mejo-

res concentraciones y tiempos de adición de esos agentes, 

por lo que en trabajos posteriores relacionados a la pr.Q_ 

ducción de cianocobalamina con Propionibacterium sherma-· 

nii se recomienda la optimización de estos dos paráme-

tres. 
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