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INTRODUCCION

La presente monografia plasma el contenido de la sequnda parte de un curso de
bioquimica para alumnos de la especialidad de industrias agricolas, tal como se ha venido en-
sefiando en la E.T.S.1.Agronomos de Madrid en los Gltimos cinco afos.

Se trata de una recopilacion y resumen de los aspectos mas importantes de las
Fermentaciones microbianas basados en los textos que se citan a continuacion:

- STANIER, R.Y., DOUDOROFF, M. y ADELBERG, E.A. General Microbiolo-
gy. Ed. Macmillan (1971).

- RHODES, A.y FLETCHER, D.L. Principles of Industrial Microbiology. Ed.
Pergamon Press {1966).

- SOKATCH, J.R. Bacterial Physiology and Metaholism. Ed. Academic Press -
(1969).

- CASIDA, L.E. Industrial Microbiology. Ed. John Wiley and sons (1968).

En ningiin caso es el proposito de esta monografia el sustituir a la lectura de estos
libros, sino el servir de introduccion a los mismos.

Pilar Carbonero Zalduegui
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1. FERMENTACIONES DERIVADAS DE LA VIA GLICOLITICA (1)

INTRODUCCION: MODALIDADES BASICAS DEL METABOLISMO ENERGETICO

Existen tres modalidades basicas del metabolismo energético que no son mutua-
mente excluyentes: fermentacion, respiracion y fotosintesis.

La fermentacion es el mas simple de los tres procesos desde el punto de vista me-
canistico, y puede definirse como un proceso metabélico generador de energia en el cual tan-
to los dadores como los aceptores de electrones son compuestos organicos. En la fermenta-
cion, el sustrato da lugar a una mezcla de productos finales, unos mas oxidados que él y otros
mas reducidos. Los sustratos fermentables no pueden ser ni muy oxidados ni muy reducidos.
L.os carbohidratos son por esta razon muy buenos sustratos para los procesos fermentativos,
atin cuando las bacterias pueden también fermentar acidos organicos, aminoacidos, piridinas y

pirimidinas.

Ya que los sustratos farmentables estan al mismo nivel de oxidacién que el mate-
rial celular y al mismo tiempo sirven como principal fuente de carbono para las biosintesis, los
requerimientos de poder reductor son poco importantes. La principal o (inica contribucion de
la fermentacion es la produccion de ATP, por fosforilaciones a nivel de sustrato.

Pasteur, que fué el primero en reconocer la funcion fisiologica de la fermentacion,
la denomino ““la consecuencia de la vida sin aire’’. Esta afirmacion sigue siendo correcta, ya
que todas las fermentaciones pueden tener lugar bajo condiciones anaerobias estrictas. Muchos
de los organismos que obtienen energia por fermentacion son anaerobios estrictos. Otros sin
embargo, son anaerobios facultativos, capaces de crecer en presencia o ausencia de oxigeno; en
general, los organismos anaerobios facultativos modifican su tipo de metabolismo energético
al ser expuestos al aire: la presencia de oxigeno molecular induce el cambio metabélico de fer-
mentacion a respiracion. No obstante, un grupo bacteriano anaerdbico facultativo, las bacte-
rias del &cido lactico, constituye una excepcion a esta regla: el tipo de metabolismo energético
no es modificado en aerobiosis y la fermentacion continua incluso en presencia de oxigeno.

La respiracion puede definirse como un proceso metabolico productor de ener-
gia en el que compuestos organicos o inorganicos reducidos sirven como dadores de electro-
nes y el oxigeno molecular como aceptor final. Esta definicion cubre todas las modalidades
del metabolismo respiratorio, con la excepcion de las llamadas ‘‘respiraciones anaerobias’’, -
realizadas por ciertas bacterias, en las que compuestos inorganicos oxidados (sulfatos, nitra-
tos y carbonatos), sustituyen al oxigeno molecular como aceptor final de electrones.

Una caracterfstica distintiva de la mayoria de los procesos respiratorios es la pre-
sencia de la cadena respiratcria de transporte de electrones.

El acoplamiento de la oxidacion de sustrato a un aceptor de electrones externo,
permite una oxidacién completa de los sustratos organicos a CO9. El cambio de energia li-
bre para la oxidacion completa de un compuesto organico es mucho mayor que para su fer-
mentacion. Asi, la oxidacion de 1 mol de glucosa libera 688 kcal, mientras que la mayoria



de las fermentaciones de este az(car liberan la décima parte de la energia. Las fosforilaciones
a nivel de sustrato, caracteristicas de las fermentaciones, también se dan en la respiracion, pe-
ro se genera mucho mas ATP como resultado del paso de electrones a través de la cadena res-
piratoria de transporte, proceso denominado fosforilacidon oxidativa.

Segn que el nivel medio de oxidacion de la fuente de carbono sea proximo o no
al del material celular, el proceso energético habra de generar menor o mayor poder reductor,
en forma de coenzimas reducidos para los procesos biosintéticos, ademas de ATP. En el caso
extremo de las bacterias quimioautotrofas, en que el sustrato respirable es un compuesto inor-
ganico reducido, la Gnica fuente de carbono celular es el CO9. La generacion de giridinnucled-
tidos reducidos para la asimilacion reductora del CO5 es una funcion primordial del metabo-
lismo respiratorio de estos organismos.

Muchos microorganismos que respiran son aerobios estrictos. Algunos, sin embar-
go,son anaerobios facultatives. Las bacterias que llevan a cabo la ““respiracion anaerobica’ -
con sulfato o carbonato como aceptor terminalson anaerobios estrictos; las que utilizan nitra-
to son facultativas y se ponen a respirar en condiciones aerobias.

En la fotosintesis, la energia luminosa es transformada en energia quimica en for-
ma de ATP y de poder reductor, que en este caso es indispensable para reducir al CO5» hasta
el nivel medio de oxidacion del material celular. La generacion de ATP dependiente de la luz
se designa fotofosforilacion y tiene lugar asociada al transporte electronico en las cadenas fo-
tosintéticas.

Muchas bacterias fotosintéticas usan fuentes de carbono distintas del CO9, por
ejemplo, compuestos organicos, y en éstas el requerimiento de poder reductor puede ser muy
pequeiio.

La generacion fotosintética de energia no reauiere oxigeno, es decir, es anaerobi-
ca. En cambio se genera oxigeno cuando la fuente de electrones es el agua, como ocurre en -
las plantas superiores. En este caso los organismos han de ser aerobios en el sentido de que han
de tolerar al oxigeno.

La mayoria de las bacterias fotosintéticas que no oxidan al agua, son anaerobias

estrictas y las pocas que son facultativas, detienen la fotosintesis y pasan a respirar en pre-
sencia de oxigeno.

FERMENTACIONES DE HIDRATOS DE CARBONO

Las rutas metabolicas sequidas en la degradacion fermentativa de los hidratos de
carbono, asi como los productos finales formados, varian ampliamente en distintos grupos mi-
crobianos

Practicamente cada hidrato de carbono o derivado puede ser utilizado como sus-



trato fermentable por algin microorganismo. La lista incluye polisacaridos tales como almi-
don, celulosa y quitina, disacaridos como lactosa, maltosa y sacarosa, hexosas como glucosa,
fructosa y galactosa, pentosas como arabinosa v xilosa, derivados acidos como gluconico vy -
glucurodnico, vy polialcoholes como manitol vy glicerol.

La fermentacion de !a glucosa, un aziicar utilizado por todos los organismos ca-
paces de fermentar cualquier hidrato de carbono, se inicia siempre por una fosforilacion a ex-
pensas de ATP para formar glucosa - 6 -fosfato. Este se acaba convirtiendo en acido piravico,
siguiendo una entre varias rutas posibles. El 4cido pirivico es el intermediario metabolico cen-
tral del metabolismo fermentativo de todos los hidratos de carbono. Las reacciones que inter-
vienen entre la fosforilacion inicial de la glucosa y la formacion de piriivico son de tal natura-
leza que permiten la generacion de ATP en exceso sobre el aporte requerido en las fosforilacio-
nes del sustrato. Parte, y a veces todo el rendimiento energético de las fermentaciones es una
consecuencia de las reacciones que preceden a la formacion de pirtvico. Este es un compues-
to mas oxidado que ia glucosa y su formacion va acompanada por una reducecion de nucleoti-
dos de piridina. Para que la fermentacion alcance su balance final de oxidacidbn-reduccion, los
piridinnucledtidos reducidos deben ser reoxidados. Esta reoxidacion ocurre en las (iltimas eta-
pas de transformacion de pir{vico en los productos finales de la fermentacion.

Las rutas metabolicas implicadas en las primeras etapas de la degradacion fermen-
tativa de la glucosa son esencialmente dos: la ruta glicolitica de Embden-Meyerhof vy la ruta -
oxidativa de las pentosafosfato de Warburg-Dickens.

VIA GLICOLITICA DE EMBDEN-MEYERHOF

La conversion de glucosa a acido pir{ivico en un gran niimero de fermentaciones
transcurre por una secuencia metabolica denominada glicolisis o via glicolitica de Embden-Me-
verhof (Figura 1).

En las reacciones iniciales se utilizan 2 moles de ATP para formar 1 mol de fruc-
tosa-1,6-difosfato. Esta se escinde, por la accion del enzima aldolasa, en dos triosasfosfato, -
gliceraldehido-3-fosfato y fosfato de dihidroxiacetona, facilmente interconvertibles. La oxi-
dacion de la triosafosfato, acoplada a la reduccion de NAD, es acompafiada de una esterifica-
cion de fosfato inorganico, para dar, a partir de cada fraccidon de C3, una molécula de acido -
1,3-difosfoglicérico. Las etapas subsiguientes en la conversion de este compuesto en acido pi-
ravico permiten la transferencia de ambos grupos fosfato al ADP, de modo que se forman un
total de 4 moles de ATP por mol de glucosa. Ya que previamente se habian gastado 2 moles
de ATP en las etapas iniciales de activacion, el rendimiento en la glicolisis es de 2 moles de ATP
por mol de glucosa.

La via de Embden-Meyerhof es el mecanismo mas extendido para la conversion
de glucosa en acido piravico, y es utilizado por muchos grupos de bacterias, ademas de por las
levaduras de la fermentacion alcohoélica (Tabla 1). Los distintos tipos de fermentaciones que
aquéllas llevan a cabo reflejan exclusivamente diferencias respecto al metabolismo del acido -
pirGvico.
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TABLA 1

FERMENTACIONES BACTERIANAS DE AZUCARES DERIVADOS DE LA RUTA
DE EMBDEN-MEYERHOF

Tipo de fermentacion Productos principales Grupos bacterianos
(1) HOMOLACTICA CH3 CHOH COOH Bacterias lacticas de los ge-
(acido lactico) neros Streptococcus, Pedio-

coccus vy Lactobacillus (al-
gunas especies)

(2) ACIDA-MIXTA CH3 CHOH COOH (ac. lactico) Muchas enterobacteriaceas,
CH3 COOH (ac. acético) p.e. Escherichia, Salmonella,
COOH CH2 CH> COOH Shigella, Proteus, Yersinia.

(ac. Succinico)
H COOH (ac. formico) 6 CO2 + Ho
CH3 CH2 OH (etanol)

(2a) BUTANODIOL Como en (2) pero ademas Aerobacter, Serratia, Aero-
CH3 CHOH CHOH CH3 monas, Bacillus polymyxa
(2,3 ~ butanodiol)

(3) BUTIRICA CH3 CHs CH2 COOH Muchos anaerobios esporu-
(4cido butirico) lados (Clostridium) y algu-
CH3 COOH (ac. acético) nos anaerobios no esporula-
CO2 H2 dos (Butyribacterium)

(3a) ACETONA-BUTANOL Como en (3) pero ademas Algunos anaerobios esporu-

CH3 (CH2)2 CH20H (butanol) lados (Clostridium)
CH3 CH2 OH (etanol)

CH3 CO CH3 (acetona)

CH3 CHOH CH3 (isopropanol)

(4) PROPIONICA CH3 CH2 COOH (ac. propidnico) Propionibacterium
CH3 COOH (ac. acético) Veillonella
COOH (CH2)2 COOH (ac. Succinico)
CO2




FERMENTACION HOMOLACTICA

La fermentacion homolactica tiene lugar en tejidos animales, en un grupo de or-
ganismos eucaridticos pertenecientes a los hongos y a los protozoos y en varios grupos bacte-
rianos, notablemente en las bacterias lacticas.

La conversién de glucosa a acido pirlivico en la fermentacidon homolactica trans-
curre, como va se ha mencionado, por la via glicolitica de Embden-Meverhof descrita en la
Figura 1. En la fermentacion homolactica el acido pirtivico, en presencia del enzima lactato-
deshidrogenasa, actiia como aceptor de electrones en la reoxidacion de NADH, convirtiendo-
se en acido lactico.

0 OH
|
CH3 - € - COOH+NADH + H* =——= CH3- C - COOH+ NAD"
l ]
H

El 4cido lactico es totalmente miscible en agua, alcohol y éter, pero insoluble en
cloroformo; polimeriza facilmente. Estas propiedades, le dan una gran importancia en las in-
dustrias alimentaria , farmacéutica, textil y quimica; por ejemplo, se utiliza en la acidificacion
de salmueras para la conservacion de aceitunas, en la acidificacion de sopas y jamones, en la
neutralizacion de soluciones de sosa en la industria peletera, en la terminacion de las telas de
“rayon’’ y en la conversion a resinas termoplasticas y elasticas en la industria de los plasticos.

El 4cido lactico contiene un &tomo de carbono asimétrico y puede presentarse en
dos formas opticamente activas:

?DOH (I)OOH
H- C-OH OH- C-H
b b
D (-) -4cido lactico L (+) ~acido lactico

El isomero producido a partir del pirGvico depende de la naturaleza de la lactato-
-deshidrogenasa presente en el microorganismo que lleva a cabo la fermentacion. Asi, las bac-
terias lacticas homofermentativas y el hongo Rhizopus oryzae producen L (+) -acido lactico, -
mientras que las bacterias lacticas heterofermentativas ((formadoras de acidos volatiles ademas
de acido lactico) producen D (-)-acido lactico. No obstante, frecuentemente, en las fermenta-
ciones bacterianas se obtiene el racemato (mezclas equimolares de D y L lactico), dpticamen-
te inactivo. La racemizacion del D (=) 6 el L (+)-lactato, formado primeramente, se lleva a
cabo por la actividad de un enzima, racemasa, producido entre otras por las bacterias lacticas.
La racemasa, requiere acido nicotinico para su accion, y por tanto variando el nivel de este -
dltimo en el medio de cultivo se puede controlar en parte el tipo de acido lactico producido.




Este control sé6lo puede ser parcial pues el acido nicotinico es un factor de crecimiento para
las bacterias lacticas.

Las bacterias lacticas (Familia Lactobacillaceae) son bacterias gram - positivas
pertenecientes a los géneros Streptococcus, Pediococcus, Leuconostog y Lactobacillus; se tra-
ta de organismos anaerobios o microaerdfilos con requerimientos nutritivos bastante especia-
les, ya que necesitan para su desarrollo distintas vitaminas del complejo B y ciertos aminoaci-
dos. Las fermentaciones lacticas industriales utilizan fundamentalmente bacterias lacticas ho-
mofermentativas (homolacticas) tales como Lactobacillus delbrueckii, L. bulgaricus, L. pento-
sus, L. casei, L. leichmanii y Streptococcus lactis. El organismo se selecciona segiin el tipo
de carbohidrato que se utilice como sustrato de la fermentacion (glucosa, sacarosa o lactosa),
que se anade a una concentracion de b - 20% (peso/volumen).

Un medio tipico de fermentacion incluye ademas del aziicar; un 10% de CO3Ca
para tamponar el medio entre pH 5,56y 6, POgH (NHg)5 v pequeiias cantidades de germen -
de malta (“‘malt sprouts’’) que aportan los factores de crecimiento y las sustancias nitrogena-
das necesarias para los microorganismos. Las temperaturas de fermentacion son relativamen-
te elevadas: 45 - 50°>C para Lactobacillus delbrueckii, L. bulgaricus y 30-°C para Streptococ-
cus lactis, Lactobacillus pentosus y L. casei.

La fermentacion se lleva a cabo en tanques de madera o de acero inoxidable; de-
bido a la naturaleza corrosiva del acido lactico no se pueden utilizar aleaciones de hierro o co-
bre.

La fermentacion dura aproximadamente 6 dias, dandose por terminada cuando
el az(icar estéa practicamente agotado (Q2 %), lo que ocurre al final de 1 a 6 dias: el rendimien-
to es del 9079, aproximadamente. No suelen existir problemas serios de contaminacion, debi-
do a la ausencia de oxigeno, a la acidez del medio y a las temperaturas relativamente altas de
fermentacion.

La fermentacion industrial de acido lactico es relativamente cara debido a las di-
ficultades inherentes a su extraccion v purificacion. En la extraccion se suele utilizar éter iso-
propflico; éste se trata a su vez con agua v a partir del extracto acuoso se obtiene el acido lac-
tico por cristalizacion. También, se utiliza el procedimiento de obtencion el éster metilico -
del acido lactico que por ser mas volatil se separa del caldo de fermentacion por destilacion;
una vez destilado se hidroliza el éster con agua caliente, y a continuacion se evapora el agua
caliente y el metanol se recupera por destilacion.



FERMENTACION ALCOHOLICA

La fermentacion alcohdlica se lleva a cabo en tejidos vegetales, en ciertos hongos v
en particular en levaduras. El esquema metabolico seguido es la via glicolitica de Embden-Me-
verhof hasta el acido pirlivico. A continuacion el piruvato se decarboxila no oxidativamente

por accion de la decarboxilasa pirvica, un enzima que requiere tiaminpirofosfato (TPP) y Mg 2,*
produciendo acetaldehido y CO».

NHo CH3
ﬁCHZ\ ).:_—I-— CHa-CHp OH
N
Tiamina (Vit. Bq) %N ' \C _S
CH3 I
H

Fijaremos nuestra atencion en el carbono 2 del anillo tiazdlico del tiaminpirofosfa-
to, que es donde se lleva a cabo la decarboxilacion:

S z o S
R-N > R— N + H
Ng—s N¢—s
| <y
H
5
|° I —
cHz-c¥coo- + R 4 ' R i ,
3_ -~ C - — ————— il —_ ——
A Ne— 8 Ne—5
o lw
e e =TT CH3—(£§-OH
R N l + CO \* R Rl/ ‘
c—S§ \\,c': S
CH3 — C% OH CH3—‘"'(|; YOLH
H
Ve |
> R—N + CH3— CHO
Nc—58
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La reaccion giobal sera:

o)
H TPP, Mg*2
CH3 - C - COOH ~ COy + CH3z-CHO

A continuacion el acetaldehido actua como aceptor de electrones del nicotinamin-
adenindinuclebtido reducido, produciéndcse etanol v NAD™ . La reaccion es catalizada por
la alcohol deshidrogenasa.

CH3 - CHO+NADH+H™ + = CHg - CH9oOH + NAD”

En la fermentacion alcoholica industrial se utilizan casi exclusivamente levaduras,
siendo la especie empleada dependiente del tipo de carbohidrato utilizado como materia prima;
asi, cepas de Saccharomyces cerevisiae se utilizan en la fermentacion de hexosas, Candida pseu-
dotropicalis en la fermentacion de lactosa, y Candida utilis en la de pentosas.' Los rendimientos
de alcohol etilico son con frecuencia superiores al 909, sobre el aziicar consumido, en cepas se-

leccionadas por su gran tolerancia al alcohol.

El tiempo de fermentacion varia entre limites muy amplios, segun la temperatura,
concentracion de az(icar, y cepa fermentadora.

La producion de etarol es basicamente similar en las etapas de desarrolio del in6-
culo a la produccion de levadura - pienso, pero el producto final depende de que opere o no
el mecanismo de control metabélico conocido como “‘efecto Pasteur”. Asi, el piruvato se de-
carboxila oxidativamente dando acetilcoenzima A vy entrando en el ciclo de Krebs, si existe ai-
reacion en condiciones de crecimiento optimo de la levadura v se decarboxila no oxidativamen-
te a acetaldehido,que se reduce a continuacion a etanol, en condiciones de anaercbiosis y altas
concentraciones iniciales de azticar (10 - 19 % p/v) y fosfato.

La produccion industrial de alcohol se realizo totalmente por el proceso fermenta-
tivo hasta 1930, utilizando melazas de diversos tipos como materia prima. El encarecimiento
de estas materias primas y el desarrollo rapido de la produccion de etanol por sintesisis quimi-
ca hacen en la actualidad poco economico el proceso fermentativo. De todas formas el alcoho!
industrial seguira obteniendose a menor escala como producto final de procesos fermentativos
disefados para reducir la demanda bioldgica de oxigeno (B.0.D.) de las aguas residuales de cier-
tas industrias tales como las de queseria (suero) y las de pulpa de papei (aguas sulfitadas). La
gran cantidad de CO9 producido en la fermentacion alcohoélica, durante la decarboxilacion de
piruvato, a veces se recupera y convierte en CO9 solido u otros subproductos.

Las bebidas alcohélicas fermentativas tuvieron su origen en procesos fermentati-
vos esponténeos y se produjeron de un modo empirico por el hombre desde la antigliedad. So-
lamente en tiempos recientes, los métodos modernos de la microbioiogia industrial han sido
aplicados a su produccion. Al contrario de la produccion industrial de alcohol, la produccion
de vinos y cervezas, no sufre la competencia de los productos sintéticos debido a que el ““carac-
ter”” de cada bebida depende de la interaccion entre una serie de factores biolégicos no bien de-
finidos en términos fisicos o quimicos.

-11 -



PRODUCCION DE GLICERINA

La produccion de glicerina por fermentacion, para la fabricacion de explosivos tu-
vo un gran auge en Alemania durante la Primera Guerra Mundial. Actualmente la produccion
fermentativa del glicerol no puede competir econdmicamente con el producido en la saponifi-
cacion alcalina de las grasas.

Ya se ha visto como la degradacion glicolitica de az(icares exige algn mecanismo
para la reoxidaciéon continua del NADH+H" producido. En condiciones aerdbicas la reoxida-
cion se lleva a cabo a través de la cadena respiratoria de enzimas. En anaerobiosis, los aceptores
de hidrogeno son muy variables, siendo un ejemplo el acetaldehido de la fermentacion alcoho-
lica que al aceptar electrones y protones pasa a etanol.

La produccion de glicerina por fermentacion se basa en modificar el curso normal
de la fermentacion alcoholica, eliminando el acetaldehido {que es toxico para la levadura),confor-
me se va produciendo. Esto se realiza bien aiadiendo bisulfito sodico, que forma un compues-
to de adicion con acetaldehido, o bien induciendo una reaccion de Cannizzaro (una molécula se
oxida a acético y otra se reduce a etanol) en condiciones alcalinas.

En cualquiera de las dos circunstancias, el acetaldehido ya no esta disponible para
reoxidar al NADH+H" vy en su lugar actda la dihidroxiacetonafosfato producida en la glicolisis.

CH20OH . CH20H

! deshidrogenasa !

('320 + NADH+H" < > OH-(’lj—H+NAD+
CH,0-P CH50- P

El producto es el L -3 - glicerolfosfato (sn 3 - glicerolfosfato) y no el isbmero D
(sn 1 - glicerolfosfato) que seria producido si hubiera sido el D - gliceraldehido - 3 - fosfato el
reducido.

A continuacion el sn glicerol - 3 - fosfato por intermedio de una fosfatasa da gli-
cerol. El proceso inverso esta catalizado por una quinasa y consume un mol de ATP.

CH-OH H20 CH-,OH
| 2 \ fosfatasa ~ | 2
OH-C-H - ‘ OH—?—H
} +2
CHy-0- P //b M2 TN\ CH,OH
ADP ATP

La produccion de glicerol no genera ATP, por tanto la célula no puede metaboli-
zar toda la glucosa por esta via.

Pasteur observo ya durante el curso de sus trabajos sobre la fermentacion alcoho-

lica que las levaduras producfan habitualmente entre un 2 y un 39, de glicerina. Neuberg, a fi-
nales del siglo X1X, demostro que la presencia de sulfito sodico en el medio de cultivo de -
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Saccharomyces cerevisiae aumentaba enormemente la produccion de glicerina en detrimento
de la de etanol.

El proceso del sulfito. A un medio que contenga sacarosa 10 - 207% (p/v),NH4NO3
0,5%, KoHPOy4 0,075 %, NapSO3 4 %y trazas de MgSOy4 . 7 H9O, se afiade un 1% (p/v) de
levadura prensada como inoculo. La fermentacidon se lleva a cabo en grandes fermentadores a
300C durante 49 - 60 horas. El CO5 resultante de la decarboxilacidn de piruvato reacciona con
el sulfito, dando bisulfito:

Nas SO4+ CO9+ H»0 ~ NaH SO3+ NaHCO3

El bisulfito fija acetaldehido dando un compuesto de adicion:

0o OH
CH3-C0“H 4+ SO3HNa < : > CH3—(E‘,—H
SO3 Na

El mismo efecto se logra con cualquier otro reactivo especifico de la funcion alde-
hido tal como hidrazidas o semicarbamidas.

El proceso del sulfito produce un caldo con una gran concentracion de iones inor-
ganicos, lo que entorpece la extraccion del glicerol. Por ello, Fulmer propuso la sustitucion del
sulfito sodico por sulfito amodnico, tomando al mismo tiempo precauciones para que el pH del
caldo se mantenga en 6,8. El NH4 " se elimina facilmente por calentamiento y los aniones se pre-
cipitan con calcio.

Cuando el aziicar se consume, el caldo queda listo para la obtencion de la glicerina.
En primer lugar, se clarifica y destila para eliminar el alcohol, acetaldehido y cualquier NH3 gas;
a continuacién, se concentra y enfria para cristalizar el sulfito sodico.

Los liquidos de fermentacion no suelen contener mas del 4% (p/v) de glicerina,pe-
ro el concentrado crudo, antes de la eliminacion de sulfito, puede contener hasta un 18% .

El proceso alcalino es similar al descrito anteriormente, pero el mantenimiento de
un pH alcalino, afiadiendo carbonato sodico solido, a intervalos durante las primeras 24 horas,
{en una cantidad total de aproximadamente un 3,5 peso/volumen), asegura la eliminacion del
acetaldehido debido a una reaccion de Cannizzaro.

o)
il
CH3 - C - OH

0 //

S———""—— CH3- CH2 OH

-13-



El pH alcalino hace necesaria la utilizacion de cepas seleccionadas de levadura ca-
paces de degradar carbohidrato en estas condiciones adversas.

Por este procedimiento se han llegado a obtener rendimientos en glicerina de hasta
un 25%, sobre el azGcar fermentado, pero subsiste el problema de una recuperacion eficiente de
la misma.

En la actualidad se esta tratando de buscar, para obtener glicerina, mutantes de -
Saccharomyces cerevisiae deficientes en alcoholdeshidrogenasa. También se estan utilizando
cada vez mas levaduras osmofilas, que son excelentes productoras de glicerol y en general de -
otros polioles. Estas dos circunstancias abren nuevos horizontes a la produccidon de glicerina por
fermentacion.
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2. FERMENTACIONES DERIVADAS DE LA VIA GLICOLITICA (II)

EL PIRUVATO COMO METABOLITO CLAVE

Ya se ha descrito en el capitulo anterior la degradacion glicolitica de los aziicares
hasta llegar a piruvato. Este es un compuesto clave en el metabolismo de los microorganismos
v su transformacion subsiguiente dependera del organismo y de las condiciones ambientales.
La oxidacion completa de piruvato a CO2 y H20 por el ciclo de los acidos tricarboxilicos de
Krebs, que solo es operativo en condiciones aerobias, requiere una decarboxilacion oxidativa
irreversible del piruvato para dar CO2 y acetilcoenzima A. Cuando el oxigeno es deficiente
temporalmente o en condiciones anaerobias, suelen utilizarse vias alternativas para el metabo-
lismo del piruvato, o del ““acetaldehido activo’” (« - hidroxietil - TPP).

Ef mecanismo de la decarboxilacion oxidativa del acido pir(ivico se resume en la
Figura 1 v es aplicable en general a la decarboxilacion oxidativa de los « -cetoacidos.

Una carboxilasa, enzima que requiere tiaminpirofosfato, TPP (el pirofosfato de -
lavitamina B1) y Mg 27, cataliza la decarboxilacion preliminar. Se forma CO2 y un comple-
jo de acetaldehido y TPP, el « - hidroxietil - 2 ~ tiaminpirofosfato (““acetaldehido activo”).

La formacidn de este (iltimo complejo puede realizarse gracias a que el proton -
del C - 2 del anillo tiaz6lico del TPP es facilmente disociable a pH neutro, forméandose un car-
banion que reacciona con el grupo « - carbonilo del pirivico.

E! o - hidroxietil - TPP se deshidrogena a continuacion, regenerandose TPP y for-
mandose un residuo de acetilo. El acido «-lipoico es un factor necesario, que funciona como
aceptor de hidrogeno y como portador del residuo acetilo, reteniendo al mismo tiempo la ener-
gia libre de la oxidacion del aldehido a acido, en un enlace tioéster rico en energia.

El residuo acetilo y la energia de enlace asociada a él se transfieren al coenzima A,
por la lipoico transacetilasa, dando acetilcoenzima A (‘‘acetato activo’’), y acido 6,8 - dimer-
capto - octanoico (acido tioctico o0 forma reducida del acido « - lipoico). El acido «- lipoico
se regenera, por deshidrogenacion del acido tioctico por un enzima flavoproteico con flavina-
denindinucleotido (FAD) como grupo prostetico, lipoico deshidrogenasa (NADH : lipoamida
oxidoreductasa). El potencial redox de este enzima es mucho més negativo de lo que cabria -
esperar de su naturaleza flavoproteica y puede por tanto ser reoxidado por laforma oxidada -
del nicotinaminadenindinucleétido (NAD™ ). Finalmente la forma reducida de este Gltimo -
(NADH+H" ) se reoxida por la cadena normal respiratoria de enzimas. La reaccion global de
la decarboxilacion oxidativa del acido pirGvico sera:

CH3 - CO - COOH + NAD'+ HS-Co A ——> CH3- CO~SCoA +CO2+ NADH +H’

Como puede verse la operacion continuada del sistema depende de los enzimas de
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____________ 0 0
! ' “ li HS - CH2
oo CH2-CH2-0-P-0-P-0O e Ny
o . Looloos 7 B L
CHz-C-C-0" | CH3- C&~S - CH - (CHa)4 - COOH
———————————— I p f .
1 6!
Piruvato L o~
Tiaminpirofosfato (TPP)
l\,’lg++
NH2 CH3 ﬁ (|)'
CH L_-——— CH2-CH2-0-P-0-P-0° S — CH»
72 2/ i l | “N\CHo
o )\i | N o 0 <
SN N __s § — CH — (CH2)4 - COOH
-CH3 l
CH3- ? - OH Acido o - lipoico
H
a - Hidroxietil - TPP (“‘acetaldehido activo’’)
. HS - CoA
NAD FADH2-enzima CHo
C ima A
HS — CH — (CH2)4 - COOH oenzim
Acido 6,8 - dimercapto - octanoico R S
NADH +H" FAD - enzima '

o
(“*acido tibetico™) ‘ I
} CH3 -CvS - CoA

Acetilcoenzima A
(““acetato activo’’)

FIGURA 1. Decarboxilacion oxidativa de piruvato.



la cadena respiratoria que reoxidan el NADH +H " formado en cada ciclo. Estos enzimas fun-
cionan nomalmente en condiciones aerobias v transfieren en Gltimo término dos d4tomos de -
hidrogeno al oxigeno molecular.

En anaerobiosis alternativas el piruvato, metabolito clave, puede sufrir una serie
de reacciones, la mayoria d= las cuales requieren tiaminpirofosfato (TPP). La primera etapa -
consiste en la reaccion de piruvato con el TPP unido al enzima para dar lactil - TPP. La sequn-
da etapa es la decarboxilacion de piruvato resultando hidroxietil - TPP (“’acetaldehido activo’)
mas CO2. El destino de los fragmentos de los carbonos unides a la tiamina depende del siste-
ma enzimatico empleado; por ejemplo, en la carboxilasa de levadura (2 - axoacido : carboxi-
liasa) el hidroxietil ~ TPP se disocia produciendo acetaldehidn v tiaminpirofosfato. La carbo-
xilasa también forma pequefias cantidades de acetoina (2 - oxo - 3 - hidroxi - butano) que -
puede explicarse por la condensacion de otro mol de acetaldehido con hidroxietiltiaminpiro-
fosfato.

La formacion bacteriana de acetoina transcurre por otra ruta distinta que impli-
ca dos enzimas separados. La primera etapa es la condensacion de un mol de piruvato con hi-
droxietil - TPP con formacion de acido «-acetolactico y CO2 por un enzima que contiene tia-
mina, la « - acetolactato sintetasa. La sequnda etapa catalizada por la acetolactato decarboxila-
sa (2 - acetolactato : carboxiliasa), enzima que requiere manganeso, produce CO2 y acetoina
que a su vez se reduce a 2,3 - butanodiol por un enzima deshidrogenasa con NADH como gru-
po prostético (2,3 - butanodiol : NAD oxidoreductasa).

La reaccion fosforoclastica es una descomposicion de piruvato a acetilfosfato y -
acido formico (bacterias coliformes) 6 a acetilfosfato y CO2 mas H2 en los Clastridia. Ambos
sistemas requieren tiaminpirofosfato, coenzima A y fosfato y el sistema de los Clostridia reaquie-
re también femedoxina; que actiia como transportador de electrones. No es muy correcto deno-
minar a esta reaccion fosforoclastica ya que el producto inicial de la descomposicion de piru-
vato es el acetilcoenzima A v el acetilfosfato surge por una reaccidén secundaria catalizada por
la fosfotransacetilasa. En la Figura 2, aparecen resumidas algunas de las mas conocidas rutas -
fermentativas bacterianas derivadas del acido pirGvico.

FERMENTACION ACIDA MIXTA

Muchas bacterias anaerobias facultativas de géneros Escherichia, Salmonella, Shi-

qella, Proteus, Yersinia y Vibrio llevan a cabo una fermentacion denominada 4cida mixta (Fi-

gura 3).

En el caso de Escherichia coli, la reaccion global puede ser formulada como si-
gue:

2 glucosa - H9O ———> 2 lactato + acetato + etanol + 2C0O2 + 2H2
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Azlcares

_ o +2H i l . + acido piravico
Acido lactico < Acido piriivico > Ac. @~ acetolactico
- CO9
- CO2
4
+ CoA-8H Ha Acetoina
Y
+CO2 / \A CO2 v+ 2H
Ac. formico Acetil - S - CoA 2,3 - Butanodiol
Ac. oxalacético ‘)\
+2H CO2 ;H_zﬁ
v
Ac. malico aH
+
+2H Ac. acético ﬁ’f\.ﬂ/\@ Etanol
- CoA - SH
- H20
4
Ac. succinico tacetil - S - CoA
- CoA - SH
- CO9
¥ v
Ac. propiénico Acetoacetil - § - CoA
- CO2 +4H
Acetona <« — >» Butiril - S - CoA
- CoA - SH '
+2H
Isopropanol Ac. butirico Butanol

FIGURA 2. Fermentaciones bacterianas derivadas del acido pirtvico. Los productos fi-
nales estan subrayados.
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2 Glucosa

v
4 NAD"

v
4 CH3 CO COOH

Acido piriivico

+ {2 2

2 CH3 CHOH COOH

+ HS - CoA

Acido lactico

2H-COOH 2 CH3 - CO~SCoA
Acido formico Acetilcoenzima A
|
2 CO2 +2 Ho
+ 2 Pi

2 CHz CO~(P) +2 HS - CoA

Y1)

NADH + Hy ADP
MAD* ATP
CH3-CHO CH3 COOH
Acetaldehido Ac. acético
NADH +H*
NAD”
CH3 CHp OH

Etanol

FIGURA 3. Fermentacion acida mixta. Los productos finales aparecen subravados.
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En Shigella no se forma CO2 y H2, sino que aparece una cantidad equivalente de
acido formico (HCOOH).

Una caracterfstica:'de esta fermentacion es una escision de pirQvico, en la que esta
implicado el coenzima A, que produce acetilcoenzima A y formiato. El acetilcoenzima A se -
convierte en acetilfosfato, la mitad del cual se cetiliza en la sintesis de ATP y la otra mitad se
reduce a etanol.

ADP
acetil~S - Co A + Pi > Co A -SH + acetil~{P CH3 - COO-
ATP
NADH +H* NADH+ H” '
acetil ~{P \ \; CH3 - CHO \ \‘\ICH3 - CH2 OH
NAD* NAD*

En organismos como Escherichia coli el acido formico producido por escision del
piruvato se convierte en CO2 v H2; en bacterias que no poseen la formicohidrogenilasa, el aci-
do formico es un producto final.

La conversion de glucosa a acido acético, etanol v formiato ( 6 CO2 y H2) es una
reaccion equilibrada, de modo que en teoria estos tres productos podrian ser los Gnicos produc-
tos finales, Sin embargo, todos los microorganismos gue realizan este tipo de fermentacion, son
capaces de reducir pirGvico a acido lactico. La relacion molar de acido lactico a los otros pro-
ductos finales puede variar considerablemente, segiin ias condiciones de cultivo, y con frecuen-
cia, también se produce una pequena cantidad de acido succinico. En consecuencia, las relacio-
nes cuantitativas entre los productos finales de la fermentacion acida-mixta no son fijas como
ocurre en las fermentaciones homolactica y alcohélica.
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FERMENTACION BUTANODIOL

Intimamente relacionada con ia fermentacion acida-mixta esta la fermentacion
butanodiol, llevada a cabo por bacterias anaerabias facuitativas de los géneros Aerobacter, Se-

rratia, Erwinia y ciertas especies de Bacillus y Aeromonas. Ademas de los productos tipicos
de la fermentacion acida-mixta se forma butanodiol (CH3 - CHOH - CHOH - CH3) a partir

de piruvato.

La fabricacion del caucho sintético requiere 1,3 - butadieno (CH2 = CH - CH =
= CH2), que se obtiene quimicamente a partir del 2,3 - butanodiol.

La obtencion del 2,3 - butanodiol por fermentacion se investigd intensamente
durante la Segunda Guerra Mundial cuando la indusiria del caucho sintétieo estaba en su in-
fancia. Sin embargo, a pesar de obtenerse rendimientos entre el 30 v el 40 %de butanodiol
sobre el carbohidrato consumido, el producto fermentativo tiene un gran competidor en el
1,3 - butadieno de fabricacion petroquimica.

Del 2,3 - butanodiol (2,3 - butilenglicol) hay tres isdmeros: el D(-), el L (1) y
la forma meso - inactiva opticamente.

CHz CH3 CH3
OH-C-H H—(‘:-OH H-—('l—OH
H—(!)—OH OH-C-H H-C-OH
éH3 éH3 éHS
D (-) L (+) meso - 2,3 - butanodiol

Existen dos vias biosintéticas principales para la obtencion del butanodiol (Figu-
ra 4).

En bacterias el ‘acetaldehido activo’’ producido en la decarboxilacion de piruva-
to se transfiere a un mol de piruvato obteniéndose (+) - o - acetolactato que sufre una decar-
boxilacion estéreoespecifica por el enzima acetolactato decarboxilasa y produce (-) - acetoina
(acetilmetilcarbinol).

En levaduras, ei “‘acetaldehido activo’’ se transfiere a acetaldehide dando directa-
mente (-) - acetoina. La (-) -~ acetoina formada por cualquiera de estas dos vias se convierte
por hidrogenacion en 2,3 - butanodiol. La deshidrogenacidn de (-) - acetoina es igualmente
posible, produciendose en este caso diacetilo (CH3 - CO - CO - CH3). Por tanto, es necesario
un bajo potencial redox durante el proceso fermentativo, si se guiere obtener un buen rendi-

miento en 2,3 - butanodiol.

La produccion de 2,3 - butanodiol a partir de piruvato reduce en gran proporcién
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CH3 - CO - COOH
Acido piravico
CH3 - CH - TPP + CO>2

OH

" Acetaldehido active’’

(2)

CH3-CHO -

Acetaldehido

CH3 - CO - CH - CH3
OH

Acetoina

NADH +H*

NAD"

(1)
~— CH3-CO-COOH

Acido pirlivico

CH3 - COH - COOH
l

CO-CH3
Acido o - acetolactico
CH3-CH-CO - CH3 +CO2
|
OH
Acetoina

- MADH +H"

NAD"

CH3 - CHOH -~ CHOH - CH3

2,3 -~ Butanodiol

FIGURA 4. Formacion de 2,3-butanodiol a partir de acido piravico por fermentacion mi-
crobiana. (1) Ruta bacteriana. (2) Ruta de levaduras y plantas.
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la cantidad total de acido producido si se compara esta fermentacion con la fermentacion aci-
da-mixta. Esto se debe a que el 2,3 - butanodiol es un producto neutro, vy en parte a gue su
formaciodn a partir de 2 meles de acido pirtivico va acompaiiada de la reoxidacion de solo 1 -
mol de NADH + H" |, de modo que el mantenimiznto del balance de oxidacién-reduccioén re-
quiere una mayor reduccion de acetilfosfato a etanol, con una disminucion de la cantidad de
acido acético formado.

Esta fermentacidon también se denomina fermentacion acetoinica porque con la
exposicion al aire se oxida parte del butanodiol 2 acetoina que es facilmente reconocida por
una prueba coloreada especifica (test de Voges-Proskauer). Este test es de considerabie valor
diagnostico y de primordial importancia para distinguir entre Escherichia coli. (fermentacion
acida mixta, Voges-Proskauer negativo), y Aerobacter aerogenes (fermentacidon butilenglicoli-
ca, Voges-Proskauer positivo).

Varias bacterias han sido utilizadas con éxito en la produccion de 2,3 - butano-
diol por fermentacion: Bacillus polvmyxa, produce solamente la forma D (levorotatoria), Aero-
monas hydrophila y Bacillus subtilis producen mezclas de Ia forma D y de la meso, y Serratia
marcescens produce una pequeiia cantidad de forma [ mezclada con la forma meso,que es la
predominante. Algunos de estos microorganismos, como Bacillus polymvyxa, tienen enzimas
amiloliticos lo que les capacita para fermentar sustratos conteniendo almidon; otros,solo pue-
den utilizar azucares sencillos; finalmente, muchos pueden utilizar pentosas, lo que permite la
fermentacion de hidrclizados de madera y aguas sulfitadas de desecho de las fabricas de papel.
El contenido mineral y nitrogenado del medio de cultivo nc suele ser critico, pero a veces es
necesario suplementar con una fuente de tiamina.

La fermentacion bacteriana se inicia a pH 6,2 aproximadamente, y el medio ha de
ser tamponado alrededor de 5,6 con CO3Ca. El enzima « - acetolactato - decarboxilasa ne-
cesario para la formacion de acetolna tiene un optimo de actividad a pH 6,0 v no actta a pH
7,8 -8,0.

Se utilizan concentraciones de aziicar alrededor del 8% p/v, temperaturas en el
rango de 30 a 372 C e indculos del 1% v/v a partir de un cultivo en crecimiento activo. La -
fermentacion se completa en 2 6 3 dias.

Los distintos isémeros del 2,3 - butanodiol tienen altos puntos de ebullicion (al-
rededor de 180°C) lo que dificulta su extraccion. Primeramente se separa el etanol y a conti-
nuacion el caldo se filtra y concentra por evaporacion, antes de recuperar el butanodiol por -
distintos procedimientos.
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FERMENTACION BUTIRICA

Ya se ha visto que la oxidacion del « - hidroxietil - TPP juega un papel clave en
la decarboxilacion oxidativa de piruvato, y que en distintas condiciones de anaerobiosis exis-
ten vias alternativas que permiten transferir este ‘‘acetaldehido activo’’ a aceptores adecuados
con formacién de nuevos compuestos. Estos procesos que ocurren en los anaerobios faculta-
tivos son menos eficientes, desde el punto de vista de captacion de energia, que la decarboxi-
lacion oxidativa. Sistemas mas eficientes energéticamente existen en ciertas bacterias anaero-
bias esporuladas del género Clastridium, denominadas ‘“‘bacterias del acido butirico’’.

La fermentacion butirica que realizan muchas de las bacterias del género Clostri-
dium produce acidos acético y butirico, CO2 y H2 como productos principales (Figura 5).

Esta fermentacion deriva de una reaccion de escision de piruvato que da acetil-
coenzima A, Hp y CO2; esta reaccion requiere tiaminpirofosfato y coenzima A. El“acetaldehi-
do activo’’ reacciona directamente con H S - coenzima A y produce acetilcoenzima A vy el car-
hanion de! TPP, estabilizado por resonancia.

CH3-CO-COOH+ HS-CoA >~ CH3-CO~SCoA+H2+ CO2

Parte del acetilcoenzima A puede fosfotransacetilarse dando acetil-fosfato y libe-
rando coenzima A: el acetil-fosfato mas ADP en presencia de la acetoquinasa produciria aceta-
toy ATP.

fosfotransacetilasa

)

CH3 - C 0~S Co A+ POgH3 CH3-CO~P +HS-CoA

CH3 - COpP +ADPp ——2SEt0QUINAA . CH3-COOH + ATP

Parte del acetilcoenzima A se condensa con otra molécula de acetilcoenzima A
para dar acetoacetilcoenzima A (reaccion catalizada por la tiolasa).

Este se reduce subsiguientemente en varias etapas hasta butirilcoenzima A. La
conversion de butirilcoenzima A a acido butirico permite también la formacion de ATP.

En una fermentacion butirica se producen mayores cantidades de ATP, que las
obtenidas en las reacciones anteriores a piruvato en la via de Embden-Mevyerkof.

Las bacterias del género Clostridium y otras anaerobias obligadas, contienen un
transportador de electrones especial, la ferredoxina, una proteina que contiene hierro y que po-
see un hajo potencial rédox, pudiendo asi mediar en la utilizacion de hidrogeno molecular, pa-
ra la reducciéon del NAD".

-24 -



ATP ADP

CH3 CO COOH
Acido pirdvico
HS - CnA
2H

(Pi) - 1
CH3 COOH —%=urt CH3-co~® CH3 -~ CO~SCoA +Ha + CO»
HS-CoA

Ac. acético Acetilfosfato

HS - CoA <—

CO2 + CH3 COCH3

Acetilcoenzima A

—CH3 COm SCoA

A

L4

“
HS-CoA
Acetona

-NADH +H*

NAD*
CH3 CHOH CH3

isopropanol

CH3 CH2 CH2CO~SCo

Butirilcoenzima A
2 NADH+2H*

HS - CoA

CH3 COCH2 CO~SCoA

Acetoacetilcoenzima A

NADH +H*

NAD*
CH3 CHOH CHy CO~SCoA

B - Hidroxibutinilcoenzima A

CH3 CH = CH COmSCoA

Butenilcoenzima A

Butir ilfosfato

2MNAD*

CH3 CH2 CH2 CH2 OH

Butanol

NADH + H*
NAD*
'l' Pi ADP ATP
A CH3CH2CH2CO~ CH3CH2CH2COOH

Acido butirico

FIGURA 5. Conversion de acido pirdivico en los productos finales de las fermentaciones butirica

y acetona-butanol.
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La presencia de este transportador que no ocurre en los anaerobios facultativos,
permite a los Clostridium reutilizar parte del H2 formado en la escision inicial del acido pir(-
vico. Esto ocasiona la reduccifn de los preductos acidos primarios (butirico, acético) a pro-
ductns finales neutros: butanol, acetona, isopropanol y etanol. El balance de oxidacién-reduc-
cidon se mantiene asi, utilizando hidrogeno molecular como agente reductor. Como resulta-
do de estas posibilidades, los productos finales de las fermentaciones de los Clostridium pue-
den variar ampliamente. Aquellas fermentaciones 2n que predominan los productos neutros
se denominan a veces fermentaciones acetona-butanol; sin embargo, mecanisticamente éstas
representan solamente una variacion menor de la fermentacién butirica.

En los procesos fermentativos conducentes a la obtencion de butanol vy acetona,
se utilizan cepas seleccionadas de Clostridium acetobutylicum . Un cultivo de éstas se deja es-
porular en un medio apropiado vy se calienta entre 65 y 100 2C hasta 3 minutos para matar las
células no esporuladas vy a continuacion se inocula en mayor cantidad del mismo medio en con-
diciones anaerobicas. Se pemite un desarrollo rapido del in6culo durante 24 horas antes de -
sembrar en el medio de fermentacion a razon de un 0,5a 5 % (v/v) a 302C. Las condiciones
cde anaerobiosis se alcanzan manteniendo sobre el cultivo una presion positiva con gas proceden-
te de fermentaciones anteriores.

Las materias primas utilizadas incluyen melazas, aguas sulfitadas, almidones hidro-
lizados, granos etc. La concentracion final en hexosa suele oscilar entre 5y 7 To (p/v) y el pH
entre 6 y 6,5 después de la esterilizacion del medio. La fuente de nitrogeno consiste en NH40H
0 amoniaco, anadido a intervalos desde el principio de la fermentacion; éste sirve para contrares-
tar la tendencia hacia un exceso de acidez, manteniendo el pH por encima de 5,5. Algunas cepas
requieren ser suplementadas con proteina mas o menos degradada, como por ejemplo autoliza-
do de levadura. Otras requieren biotina y é&cido p - aminobenzoico como factores de crecimien-
to adicionales.

Durante las primeras etapas del proceso fermentativo se produce gran cantidad de
CO2 v H2 (lo que ayuda a mantener la anaerobiosis) y de acido butirico. La obtencion de ace-
tona y butanol tiene lugar al final de la fermentacidon y va asociada a un rapido aumento de la
actividad acetoacetatodecarboxilasa.

La fermentacion se completa en 48 a b0 horas, cuando a concentracion de disol-
ventes (acetona, butariol , etanol) es alrededor de un 2 %(v/v). La proporcion de butanol: ace-
tona: etanol es usualmente 6 : 3 : 1, dependiendo ésta,de la cepa seleccionada y de las condi-
ciones de fermentacion. Los maximos rendimientos obtenidos son del orden del 30 %de !a mez-
cla de disolventes sobre el carbohidrato proporcionado. Se tiende a seleccionar cepas y condi-
ciones de cultivo con vistas a una maxima produccion ae butanol, que es el producto mas valio-
$O economicamente,

Los productos finales de la fermentacién se recuperan por destilacion continua, -
obteniéndose una salucion que contiene aproximadamente el 40 %en peso de la mezcla. Es-
ta se resuelve por destilacion fraccionada obteniéndose el butanol y la acetona en fases distin-
tas.
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Las posibilidades de contaminacién durante este tipo de fermentacidn son
escasas, si bien las bacterias del acido lactico capaces de crecer en condiciones microaero-
filas pueden, a veces,plantear probiemas. La infeccion se detecta por una disminucién en
la produccion de gas o por una excesiva produccion de acido. A veces hay infeccion por
baceriofagos que ocasionan la muerte del organismo fermentador; éstos solo pueden com-
batirse utilizando cepas inmunes al ataque deal virus.

Los gases de la fermentacion, CO2 yH2 (2:1), pueden tener utilidad practica:
asi el CO2 puede convertirse en nieve carbonica (CO2 solido) y el H2 se utiliza en las indus-
trias quimicas de sintesis. El inéculo bacteriano concentrado y desecado se ha utilizado en
piensos como suplemento proteico y de riboflavina.
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3. FERMENTACIONES NO DERIVADAS DE LA VIA GLICOLITICA

RUTA OXIDATIVA DEL FOSFOGLUCONATO

Aunque la via glicolitica de Embden-Meyerhof es la ruta metabolica méas impor-
tante para la degradacion de las hexosas, existen otras rutas seguidas, en todo o en parte, du-
rante el transcurso de ciertas fermentaciones bacterianas. Una de estas rutas alternativas es la

llamada ““ciclo de las pentosas’’, “‘via del fosfogluconato’” o "’desviacion de las hexosamonofos-
fato”.

En las fermentaciones bacterianas que siguen esta ruta, la fosforilacién inicial de
la glucosa es seguida inmediatamente por una oxidacion de glucosa - 6 - fosfato a acido -6 -
-~ fosfogluconico, catalizada por la glucosa - 6 - fosfato deshidrogenasa (D - glucosa - 6 - fos-
fato : NADP oxidoreductasa); este enzima funciona normalmente con NADP (nicotinamida
adenin dinucledtido fosfato) si bien el de Leuconostoc mesenteroides (bacteria lactica hetero
fermentativa) puede hacerlo con NAD 6 NADP.

Aun cuando se acaba formando piruvato, el mecanismo de las reacciones que con-
ducen a la produccion de compuestos de tres carbonos (C3) es diferente del de la via glicoliti-
ca. Esta diferencia mecanistica tiene un efecto importante en el rendimiento energético. Cuan-
do la glucosa se fermenta a través de la via del fosfogluconato, el rendimiento neto en ATP es
la mitad del obtenido a través de la via glicolitica de Embden-Meyerhof, es decir, 1 mol de -
ATP por mol de glucosa convertida en piruvato.

En la Figura 1 aparece esquematizada la via del fosfogluconato o ciclo de las pen-
tosas.

Algunos de los datos experimentales que apoyan la existencia de esta via metabo-
lica son:

a) Losenzimas oxidantes que intervienen en la glicolisis son especificos para el
- . . . +
NAD" como coenzima. No obstante se han aislado numerosos enzimas que requieren NADP
para su accion,

b) Si existiese la glicolisis como nico camino para el metabolismo de hexosas,
tanto a partir de glucosa - 1-C14 como de glucosa - 6 - C14 se obtendria piruvato - 3 -C14.
Sin embargo en la mayoria de los tejidos y en numerosos microorganismos, la glucosa - 1-c14
origina grandes cantidades de C14 09 y pentosas y hexosas marcadas, mientras que la glucosa-
- 6 - C14 solo contribuve a la formacién de az(icares marcados y no genera C14 02. Esta dis-
tribucion del isotopo C14 entre los productos de catabolismo de hexosas se explica bien admi-

tiendo la existencia del ciclo de las pentosas.

¢) En muchos extractos de tejidos la degradacion de la glucosa coincide con la
aparicion transitoria de pentosas vy heptulosa fosfatos y su posterior transformacion en hexo-
sas fosfatos. Por la via glicolitica no se puede explicar este hecho.
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FIGURA 1. Ruta metabdlica del fosfogluconato, ciclo de las pentosas 6 desviacion de las hexosamonofosfato.



La via del fosfogluconato se inicia con la oxidacién de la glucosa-6- Pa6- P -
- glucono - lactona, catalizada por la glucosa - 6 - P deshidrogenasa, un enzima de amplia dis-
tribucion, aislado y caracterizado por Warburg que requiere NADP * como coenzima:; la reaccion
es reversible.

La hidrolisis de la lactona a 6 ~ fosfogluconato es muy rapida y altamente exerg6-
nica con un A G = - 5000 cal/mol. Es catalizada por la lactonasa, enzima identificado en plan-
tas y en diversas especies bacterianas.

EI 6 - P -gluconato es decarboxilado oxidativamente por la fosfogluconato des-
hidrogenasa que requiere cationes metalicos divalentes como cofactor y NADP® como coenzi-
ma.

En la parte no oxidativa del ciclo intervienen reacciones de isomerizacion y reorde-
nacion del esqueleto carbonado mediante transaldolaciones y transcetolaciones,

Hay dos reacciones de isomerizacion: Una de ellas es la conversion de la D - ribulo-
sa-5- P ensuisdOmero funcional, la D -ribosa~ 5 - P , catalizada por laribosa - P - isome-
rasa. La otra es la epimerizacion de la ribulosa -5 - P por laribulosa-5- P - epimerasa, dan-
do D - xilulosa-5- P .

En el ciclo hay dos transcetolaciones; una es la formacion de gliceraldehido - 3 - P
y sedoheptulosa - 7 - P a partir de dos pentosas. La segunda es la formacion de fructosa- P vy
una triosa P a partir de xilulosa 5 - P y una tetrosa.

Las reacciones de transcetolacion: Estan catalizadas por transcetolasas que requieren
tiaminpirofosfato (TPP) y metales divalentes. La especificidad del enzima exige configuracion L
en el carbono o y preferiblemente los dos carbonos siguientes con sus sustituyentes en posicion
trans. Estos enzimas transfieren reversiblemente un grupo glicolaldehido desde una cetosa a una
aldosa seg(n el siguiente mecanismo:

N Ve N\ s \ 7/
C=C C=C 0 C=2C
+/ . + .7 | 4 t/
E-N l E-N R'-C E-N |
Nc—s X¢c—s NH Nc—-s
- 3 ' -
__M_g___. CHZOH _ C — 0 aceptor - +
0%~ CH20H
CH2 OH - CO~ CHOH — R ‘yo L=
R-C CHOH
NH |
RI

Las reacciones de transaldolacion, catalizadas por las transaldolasas se caracterizan
por la transferencia de un grupo dihidroxiacetona desde una cetosa a una aldosa. El mecanis-

mo, grupo prostético y cofactor son similares a la transcetolacion; ademas la cetosa donante ha
de estar fosforilada.
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La reaccion global es la siguiente:

| 40
(.JH20H; §3\H
cC=0 Oo. H H-C-OH CH2 OH
[ ! \\C/ I [
HO-C-H - | transaldolasa HO - C-H + C=0
e e e e e e e , > ! !
H-C - OH R H-C-0OH HO-C-H
| |
H-C- OH H—A—OH H-C-OH
| ] l
CHy -0 - (B) CHz2 -0 -(P R

FERMENTACION HETEROLACTICA

La fermentacion mas comdn que transcurre por la via de las pentosas es la fermen-
tacion heterolactica, caracteristica de todas las especies de Leuconostoc y de varias especies de
Lacto bacillus. Los productos finales formados a partir de glucosa son acido lactico, etanol y
CO2 en una relacion molar estrictade 1T:1: 1.

Glucosa —— acido lactico +etanol +C0O29

La equivalencia molar de los tres productos finales es una consecuencia del meca-
nisme de degradacion del 6 - fosfogluconato (Figura 2).

El 6 - fosfogluconato, obtenido en las primeras reacciones del ciclo de las pento-
sas, se oxida a ribulosa - b - fosfato y CO2 por una 6 - fosfogluconato deshidrogenasa ( 6 - fos-
fogluconato : NADP oxidoreductasa) decarboxilante. Este enzima normalmente funciona con
MADP, si bien el de Leuconostoc mesenteroides requiere NAD ™,

La D - ribulosa -~ 5 - fosfato sufre una epimerizacion en el carbono 3 y se trans-
forma en D - xylulosa - 5fosfato. Esta reaccion difiere de las implicadas en la epimerizacion
de la galactosa en que no esta implicado el uridin difosfato derivado del azicar.

La reaccion Gnica en la fermentacion heterolactica es la de escision de la D - xylu-
losa - b - fosfato por el enzima fosfocetolasa (D - xylulosa - 5 - fosfato : D - gliceraldehido -
- 3 - fosfato - liasa), que utiliza fosfato inorganico y produce acetilfosfato y gliceraldehido 3 -
- fosfato. Este enzima contiene tiaminapirofesfato como grupo prostético, y su modo de ac-
cion sebe ser similar al de otras reacciones catalizadas por tiamin-enzimas. La fosfocetolasa se
encuentra solamente en bacterias lacticas y en Acetobacter xylinum, donde actiia sobre fructo-
sa - 6 - fosfato.

El acetilfosfato se reduce a etanol en dos reducciones sucesivas utilizando los elec-
trones obtenidos en la oxidacion de glucosa - 6 - fosfato.
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FIGURA 2. Fermentacion heterlactica de la glucosa. Los productos finales aparecen subrayados.
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El gliceradehido - 3 - fosfato se metaboliza a piruvato y acido lactico por reaccio-
nes de la via glicolitica de Embden-Mevyerhof.

Aln cuando se generan 2 moles de ATP en esta via glicolitica, el rendimiento ne-
to de ia fermentacién heterolactica es de 1 mol de ATP por mol de glucosa ya que se utilizoé 1
ATP en la formacion inicial de glucosa - 6 - fosfato y la energia del enlace rico en energia del
acetilfosfato se pierde durante la reduccion de este intermediario a etanoi. Algunos autores, -
sin embargo, opinan que la energia del acetilfosfato debe ser recuperada en forma de ATP, y
en consecuencia el rendimiento neto seria de 2 moles de ATP por mol de hexosa fermentada.

RUTA DE ENTNER-DOUDOROFF: FERMENTACION ALCOHOLICA DE

ZYMOMONAS LINDNERI

La ruta fermentativa de Entner-Doudoroff es una variante de la ruta oxidativa
de las pentosafosfato que fué descubierta en Pseudomonas saccharophila por aquéllos autores.

Un ejemplo tipico de una fermentacidn que transcurre por esta via es la fermen-
tacion alcoholica llevada a cabo por la bacteria Zymomonas lindneri (Figura 3).

La glucosa es metabolizada a 6 - fosfogluconato por una quinasa y la glucosa -6 -
- fosfato deshidrogenasa.

La reaccion novedosa de esta via es la de deshidratacion del 6 - fosfogluconato
por la 6 - fosfogluconato dehidrasa (6 - fosfo - gluconato hidro - liasa) dando el 2 - ceto -
- 3 deoxi - 6 fosfo- gluconato, que a continuacion se escinde en piruvato y gliceraldehido -
- 3 - fosfato,debido al enzima 2 - ceto - 3 deoxi - D - gluconato : D - Gliceraldehido - 3 -
- fosfato - liasa.

El gliceraldehido - 3 - fosfato se metaboliza por la via glicolitica hasta piruvato.
Esta y la anterior molécula de piruvato son decarboxilados a acetaldehidc que se reduce a con-

tinuacion a etanol por la alcohol deshidrogenasa.

El rendimiento energético de esta fermentacion alcohélica es de solamente 1 mol
de ATP por mol de glucosa fermentada.
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ESCISION C2 —C4: RUTA FERMENTATIVA DE BIFIDOBACTERIUM

Las bacterias del género Bifidobacterium fermentan la glucosa con la formacién
de una mezcla de acidos lactico vy acético. Esta via fermentativa ha sido esclarecida reciente-
mente ( Figura 4).

La glucosa, al igual que en la via glicolitica, por una quinasa forma glucosa - 6 -
- fosfato, que a su vez por una fosfchexosaisomerasa se convierte en fructosa - 6 - fosfato.

La fructosa - 6 - fosfato se escinde, tomando fosfato inorganico, en acetilfosfa-
to v un aziicar de cuatro atomos de carbono, la eritrosa - 4 - fosfato.

El acetilfosfato da acido acético formandose 1 mol de ATP a expensas de su en-
lace rico en energia.

A través de una compleja serie de reagrupamientos, que se inicia con la reaccion
de la eritrosa-4-fosfato ' con un mol de fructosa - 6 - fosfato, se acaba produciendo gliceral-
dehido - 3 - fosfato y mas acetilfosfato. El gliceraldehido - 3 - fosfato se convierte en acido
lactico vy el acetilfosfato en acido acético.

La ecuacion global de esta fermentacion es:

2 glucosa » 3 acido acético + 2 acido iactico

Energéticamente es una fermentacion ligeramente mas favorable que la fermen-
tacion homolactica, ya que se forman 5 moles deATP por cada 2 moles de glucosa fermenta-
da.
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FIGURA 4. Ruta fermentativa de la glucosa en Bifido bacterium. Los productos finales
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4. RUTAS FERMENTATIVAS MIXTAS

FERMENACION PROPIONICA

La fermentacion propidnica de los hidratos de carbono se lleva a cabo principal-
mente por un grupo de bacterias, no esporigenas, del género Propionibacterium. La mayor
parte de los miembros de este grupo puede también fermentar acido lactico, que es a su vez
el producto final de otras fermentaciones bacterianas. El principal producto final, es el acido
propidnico; también se producen cantidades menores de acido acético, dioxido de carbono y
succinato. La capacidad de fermentar el acido lactico es una propiedad importante tanto fi-
sioldgica como ecolbgicamente, que permite obtener ATP a partir de lactato en mayor canti-
dad que el obtenido hasta lactato en la via glicolitica. Una fermentacion similar del acido -
lactico ocurre en Veillonella alcalescens, con la particularidad de que se produce, ademas hi-
drogeno.

La fermentacion propiodnica se ha estudiado intensamente en los laboratorios de
Wood y Lynen.

Las fermentaciones de Propionibacterium en sus primeras etapas, exhiben un ex-
ceso de productos oxidados y altas recuperaciones de carbono (1079, ). Eventualmente, se des-
cubrid que el CO3Ca anadido al medio para tamponario, desaparecia durante la fermentacion.
Wood y colaboradores en 1941, establecieron que el 14C0O2 se fijaba en los carboxilos de suc-
cinato durante la fermentacion de glicerina. Histéricamente esta fué la primera demostracion
de fijacion heterotrofica de CO2.

Estudios de fermentaciones de Propionibacteriurm: con glucosa radiactiva indican
que la ruta fermentativa sequida es compleja. Si se marca con carbono 14 el carbono 1 de la
glucosa, la marca radiactiva aparece principalmente en los carbonos mas reducidos de los pro-
ductos (carbonos 2 y 3 de propidnico, 2 y 3 de succinico y el carbono 2 de acético) lo que in-
dica que esta operando la ruta glicolitica de Embden-Meyerhof. Sin embargo, el CO2 vy los -
carbonos carboxilicos de los acidos también aparecen marcados radiactivamente lo que sugie-
re a su vez la existencia de la via oxidativa de las pentosafosfato.

La fermentacion de glucosa - 2 - 14C ,  origina propionato y succinato marcados
analogamente al caso anterior, con la diferencia de que el acetato se marca mas intensamente
en el carbono carboxilico. En el caso de glucosa - 3,4 - 14C, la marca radiactiva se encuentra
en el CO2 y en los carboxilos de succinico y propionico, lo cual confiere apoyo experimental
a la existencia de una via glicolitica.

En la Tabla 1, aparece la distribucion isotopica de los productos de la fermenta-
cion de glucosa por Propionibacterium. Como se puede observar, los datos se explican mejor
por una ruta fermentativa mixta; parte de la glucosa se degrada por la via de Embden-Meyer-
hof y parte lo hace por la via de las pentosafosfato, pero predominando la via glicolitica.
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TABLA 1

DISTRIBUCION ISOTOPICA EN LOS PRODUCTOS DE LA FERMENTACION

DE GLUCOSA BRADIACTIVA POR PROPIONIBACTERIUM

G-1-14c G-2-14c G-3,4-14C
Productos
A.E.R. A.E.R. ; A.E.R.
Acido propibnico
CHZ  --------- 142 eaee-s 202  -e----- 6,59
|
CHy  --------- 15,7  --------- 19,4  -------- 8,05
l
COOH --------- 809  --------- 307 -------- 55,4
Acido succinico
CHy  -------ns 155  --------- 136 -------- —
l
COOH --------- 45  --------- 517  -------- 41,4
Acido acético
('3H3 --------- 15,1  ~---en--. 1356  -------- 6,50
COOH --------- 5,23  --------- 241 - 5,05
COp - ---emmmemeaee 19,7  --------- 314  -------- 48,1

A . E . R.= Actividad especifica relativa
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FIGURA 1. Fermentacion propionica. Partiendo de 1,5 moles de glucosa se obtienen
2 moles de acido propidnico, 1 mol de acido acético y 1 mol de CO2. Se requieren cantida-
des cataliticas de dcido oxalacético.
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Como se deduce de los datos de la Tabla 1, los &cidos succinico y propidnico es-
tan relacionados entre si por la similaridad en su marcaje radiactivo. La fermentacién de lac-
tato - 2 - 14C vy lactato - 3 - 14C por Propicnibacterium, resulta en la distribuccién al azar
del isotopo entre los carbonos 2 vy 3 de propionico, lo que sugiere que un compuesto interme-
diario simétrico con cuatro atomos de carbono, tal como succinico, pudiera ser el precursor -
del propiodnico.

El enzima clave en la formacion de &cido propidnico, es un enzima que contiene
biotina denominado metilmaloniltranscarboxilasa (metilmalonil - Co A : piruvato carboxil-
transferasa) y que cataliza la transferencia del grupo carboxilo del metilmalonilcoenzima A
a piruvato con la formacion de oxalacetato y propionilcoenzima A.

En la Figura 1 se indica la via metabolica de formacion de acido propionico por
Propionibacterium. El poder reductor ( 8 H ) requerido para la reduccion ¢e dos moles de pi-
ravico a dos moles de propidnico es suministrado por el metabolismo de 1,5 moles de glucosa
a 3 moles de pirGvico; uno de estos 3 Gltimos moles se oxida a acido acético y CO2. Gracias
a la transcarboxilasa, el pirGvico se covierte en oxalacetico que a su vez se reduce a acido suc-
cinico por reacciones similares a las del ciclo de los acidos tricarboxilicos. La reduccidon de -
oxalacetico es la etapa en que se lleva a cabo la distribuccion al azar de los carbonos 2 v 3 de
propionico ya que el succinato es un compuesto simétrico. El coenzima A se transfiere a suc-
cinato a partir del propionilcoenzima A gracias & una transferasa, y a continuacion el succina-
to se isomeriza a metilmalonil Co A. Esta ispmerasa contiene una forma de vitamina Bq2 co-
mo grupo prostético.

La fijacion de CO2 parece ser importante en la obtencion de oxalacético, que se
requiere en cantidades cataliticas en este tipo de fermentacion. Se trata de una reaccion rever-
sible de CO2 con fosfoenolpiruvato con transferencia del grupo fosfato a fésforo inorganico
para dar pirofosfato. El enzima responsable es una liasa (pirofosfato : oxalacetato carboxi-lia-
sa).

COOH (’IOOH 'c') o
CO2 +('3‘—0~®+P04H3 = — C=0 + OH-P-0-P-OH
CH2 CH2 OH  OH
COOH

Otras reacciones de fijacion de CO2 que podrian operar en este tipo de fermenta-
ciones serian las catalizadas por el enzima mélico, con NADP como cofactor y la catalizada por
la pir(ivico carboxilasa con biotina como grupo prostético:

Enzima malico NADPH+H" NADP"

CH3 CO COOH + CO2 N >~ COOH CH2 CHOH COOH

dcido pirtvico acido malico

- 40 -



Enzima piruvatocarhoxilasa
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Si solamente operara la via glicolitica, por cada 1,5 moles de glucosa se obtendrian
3 moles de ATP mas 1 mol de ATP en la oxidacidon de piruvato a acetato via acetoquinasa. El
rendimiento global en ATP serian 4 moles por cada 1,5 moles de glucosa, o lo que es lo mismo
2,67 moles de ATP por mol de glucosa. Si la glucosa se oxida por la via de las pentosafosfato,
a pentosa y CO2 seguida de conversion de pentosa fosfato a hexosa monofosfato rinde ligera-
mente menos de dos moles de ATP por mol de hexosa:

3 Glucosa ‘ » 3C092+25 Fructosa - 6 fosfato + 12 [H]

2,5 Fructosa - 6 fosfato — 5 Piruvato +5 ATP + 10 [H]

Suma: 3 Glucosa ———» 3 CO2 + 5 Piruvato + 5 ATP + 22 [H]

Esta es una via méas oxidativa que la de Embden-Meyerhof, Los 22 [H] resultan-
tes de la oxidacion de 3 moles de glucosa es mas que suficiente para reducir los 5 moles de piru-
vato a acido propionico ( 5 x 4 = 20) y el rendimiento de ATP es menor { 1,67 moles de ATP
por mol de glucosa).

Globalmente, el rendimiento energético es de apreximadamente 1 mol de ATP por
cada mol de propionico formado.

Otros microorganismos que producen propionato por fermentacion son Clostridium
propionicum y Peptostreptococcus elsdenii ( este 4ltimo denomiando en principio LC = “large -
coccus’’). Clostridium propionicum fermenta lactato a propionato, acetato vy didxido de carbo-
no en las proporciones 2 : 1 : 1, mientras que P. elsdenii forma una mezcla de acidos acético, pro-
pidnico, butirico y valérico, a partir de lactato. Ambos organismos difieren de Propionibacterium

en que el acido lactico se convierte en propidnico sin distribuccion al azar de los carbonos 2 y 3.

La ruta mas probable para la conversion de acido lactico en acido propionico por es-
tos microorganismos aparece en la Figura 2. Una coenzima A transferasa es responsable de la -
transferencia del coenzima A desde el propionil Co A hasta el acido lactico, produciendo lactil
Co A. El grupo de Vagets descubrio, en una pseudomonadal, el lactilcoenzima A dehidrasa, que
elimina un mol de agua a partir del lactilCoA para dar acrilil CoA. Todos estos enzimas son espe-
cificos para L (1) acido lactico. El acrililcoenzima A se reduce a propionilcoenzima A por una -
deshidrogenasa.

A veces, en ciertas fermentaciones, el acido succinico puede ser el principal produc-
to final, no siendo infrecuentes estequiometrias del tipo:

Hexosa + 2 CO2 + 4 [H] & 2 &cido Succinico +2 H20

Glicerol 4 CO2 » acido Succinico + H20
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3 CH3 CHOH COGCH
T e e e e — — &cido lactico

) 0

2 CH3 CH2 COOH + 2 CH3 CHOH CO~SCoA CH3 COOH + CO2 + 4[H]
acido propibnico lactil CoA acido acético
v
2 CH2 = CH CO~SCoA
acrilil CoA
+4H

2 CH3 CH» CO~SCoA
propionil CoA

FIGURA 2. Ruta metaholica del acrilato para la produccion de propibnico a partir de
acido lactico en Clostridium propionicum y Peptostreptococcus elsdenii.
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FIGURA 3. Fermentacién succinica.
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Parece ser que en esta variante fermentativa, el piruvato por la accion de la piru-
vato carboxilasa pasa a oxalacetato, segiin el mecanismo indicado anteriormente: el oxalace-
tato se reduce a L - malato por accion de la oxalacetato reductasa, cuyo coenzima es el NADH:
el L - malato, por accion de la malato hidroliasa pierde una molécula de agua y se convierte en
fumarato el cual es reducido a succinato por la fumarato reductasa, un flavinenzima (Figura 3).
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FERMENTACION DE GLUCONATO POR STREPTOCOCCUS FAECALIS

Streptococcus faecaiis fermenta el acido gluconico con produccion de 0,5 moles
de CO2, 1,5 moles de acido lactico y pequefias cantidades de acido acético, acido formico y
etanol. En presencia de arsenito, se producen 1,75 moles de acido lactico y cantidades des-
preciables de los productos menores.

Si se marca con carbono 14 el carbono 1 del gluconato, la marca radiactiva apa-
rece en el CO2 y en el carbono carboxilico del acido lactico. La fermentacion de gluconato-
- 2 - 14¢C produce CO2 no marcado y acido lactico marcado intensamente en el carbono 2, y
también en el 1y en el 3. La mejor explicacion de esta distribucién isotdpica es que el 50 %
del gluconato se oxida a CO2 y pentosa fosfato, la cual se convierte en hexosafosfato y es fer-
mentada a los productos normales de la fermentacion de hexosas en este microorganismo. El
50 % restante del 6 - fosfogluconato se convertira a piruvato y gliceraldehido - 3 - fosfato -
por la via de Entner-Doudoroff; ésto justificaria la marca radiactiva en el carbono carboxilico
del acido lactico después de la fermentacion de gluconato - 1 - 14C. Muchos de los enzimas
esperados se han detectado en Streptococcus faecalis, incluyendo la 2 - ceto - 3 - deoxi - 6 -
— fosfo — D - gluconato aldolasa, presente en mayores cantidades en células incubadas en glu-
conato que en células incubadas en glucosa. También se ha detectado la transcetolasa ain cuan-
do la transaldolasa no ha podido ser detectada.

Sin embargo, es posible suplir la accion de la transaldolasa utilizando una combi-
nacion de fosfofructoquinasa y aldolasa, enzimas que pueden funcionar con sedoheptulosafos-
fato.

La fermentacién de 2 - cetogluconato por Streptococcus faecalis produce 1 mol
de CO2 y una mezcla de etanol, acético y formico, o en presencia de arsenito, 1,67 moles de
4cido lactico.

Los datos obtenidos con compuestos radiactivos indican que en la fermentacion
del 2 - cetogluconato interviene solamente la via de las pentosafosfato y no lo hace lavia de
Entner-Doudoroff.

Streptococcus faecalis es excepcional entre las bacterias lacticas, ya que utiliza la
via de las pentosas para la fermentacion del acido hexénico en lugar de llevar a cabo la escision
fosfocetoléasica propia de las fermentaciones heterolacticas.
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