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GLOSARIO
ADENOCARCINOMA: tumor maligno que se origina del epitelio glandular.

ADP: adenosina difosfato, nucledsido que se forma generalmente tras la hidrélisis
del ATP, cuando suministra energia para el metabolismo.

AGENTE ANTIMICROBIANO: agente que destruye o inhibe el crecimiento de
microorganismos.

AGENTES PROBIOTICOS: monocultivos 0 mezclas de microorganismos vivos
que al ser ingeridos por el hombre o los animales actuan benéficamente,
mejorando el balance microbiano y las propiedades de la microflora del intestino.

ANTIBIOTICO: agente quimico producido por un organismo que es dafino para
otro microorganismo.

ATP: adenosina 5- trifosfato, molécula muy energética que posee un potencial de
transferencia del grupo fosfato elevado, constituyendo la principal “moneda “ de
energia de la célula.

BACTERICIDA: que produce la muerte de las bacterias.

BACTERIOCINA: moléculas de naturaleza proteica, co-agregados de proteinas o
bien glicoproteinas producidas por las bacterias lacticas que poseen una marcada
accion inhibitoria sobre otras cepas bacterianas muy similares.

BACTERIOFAGO: virus que infecta células procarioticas.

BACTERIOSTATICO: que inhibe el crecimiento de las bacterias sin causar su
muerte.

BIOMASA: o masa celular, se puede estimar mediante diversos métodos
dependiendo del microorganismo de que se trate.

BIOTA INTESTINAL: microorganismos vivos que se encuentran colonizando el
tracto gastrointestinal humano.

CANCER: tumor maligno que se extiende localmente, invadiendo los tejidos
adyacentes, y sistematicamente, por metastasis.

CANCERIGENO: calificativo que reciben los factores que se sabe producen algun
tipo de cancer y que pueden ser de naturaleza fisica, quimica, bacterial o viral.



CARCINOGENQO: sustancia que inicia la formacién de un tumor, suele ser también
un mutageno.

CARCINOMA: tumor maligno constituido por la proliferaciéon indefinida de células
epiteliales, con tendencia a la infiltracién de tejidos vecinos y a extenderse lejos
del foco primario por metastasis.

CATALASA: enzima del grupo de las cromo proteinas porfirinicas, cuya molécula
contiene i6n férrico y que interviene en la descomposicion del agua oxigenada. Su
accion catalitica es extraordinariamente rapida; existe en los tejidos vegetales y
animales y también en algunos géneros de bacterias.

CEPA: poblacion de organismos que descienden de un Unico organismo o de un
cultivo puro.

CITOCROMO: anillos porfirinicos con hierro que forman complejos con proteinas,
y que actuan como portadores de electrones en el sistema de transporte de
electrones.

COLONIA: grupo o conjunto de microorganismos que se multiplican sobre una
superficie so6lida como la de un medio de cultivo con agar. La colonia se observa a
menudo directamente, pero también puede verse solamente con microscopio.

COLONIZACION: establecimiento de una zona de multiplicacién microbiana sobre
una superficie inanimada u organismo, sin que tenga como consecuencia
necesariamente la invasion o dano tisular.

CULTIVO DISCONTINUO: cultivo de microorganismos producido al inocular un
medio de cultivo en un sistema cerrado, es decir, sin una renovacién de los
nutrientes ni eliminacién de los residuos durante la incubacion.

CULTIVO INICIADOR O STARTER: in6culo compuesto por una mezcla de
microorganismos seleccionados que se emplea para comenzar una fermentacion.

EFECTOS ANTIMICROBIANOS: actividad antagonista contra patégenos por parte
de una bacteria lactica, incluyendo la utilizacién de compuestos antimicrobianos
especificos producidos por ésta.

ENFERMEDAD INFECCIOSA: cualquier cambio producido en el estado de salud
de un organismo en el que parte o la totalidad del huésped no pueden
desempenar sus funciones normales por la presencia de un agente infeccioso o de
sus productos.

ENTEROPATOGENOS: bacterias entéricas entre las que estan muchas cepas
patdégenas para el humano, animales y plantas.

FERMENTACION: proceso liberador de energia en el cual las moléculas
organicas actuan tanto de donadores como de aceptores de electrones.



FERMENTACION ACIDO LACTICA: fermentacion que produce acido lactico como
uno o principal producto final.

FOSFORILACION: sintesis de enlaces fosfato de alta energia, como el ATP.

GASTRITIS: inflamaciéon aguda o crénica del estdmago, en especial de su capa
mucosa.

GLUCOLISIS: conversion anaerdbica de glucosa en acido lactico por la via de
Embden Meyer-Hoff Parnas.

HUESPED: cuerpo de un organismo que aloja a otro. Se puede considerar, como
un micro ambiente que protege y mantiene el crecimiento y la multiplicacion del
organismo parasito.

in batch: fermentacién discontinua que puede ser considerada como un “sistema
cerrado”.

INHIBICION: fenédmeno por el cual el funcionamiento de una actividad bioldgica
disminuye o cesa completamente por la accién de un agente de naturaleza
variable denominado inhibidor. La inhibicién de contacto es una accién que se
manifiesta en los cultivos in vitro de células sanas. Las células proliferan y ocupan
zonas cada vez mayores del sustrato hasta que sus prolongaciones entran en
contacto con las membranas de otras células.

INOCULO: crecimiento optimizado de células microbianas que va a dar origen a
un proceso fermentativo, reconocido como el “material iniciador”.

in vitro: locucién latina que significa en vidrio. En general, se aplica a los procesos
bioldégicos cuando se producen experimentalmente aislados del conjunto del
organismo.

MICROAEROFILICO: un organismo aerébico que puede crecer solamente cuando
la tensién de oxigeno es inferior a la del aire.

MICROBIOTA: microorganismos asociados normalmente con un tejido o
estructura particular, poblacidon microbiana autdctona.

OXIDASA: enzima que cataliza la oxidacion de un sustrato por eliminacion de
hidrégeno que se combina con oxigeno molecular.

PATOGENQO: se refiere a un organismo o material que produce una enfermedad.

SUSPENSION CELULAR: se le denomina asi a una concentracion de células
presentes en un cultivo liquido, el cual aparece turbio porque las células dispersan
la luz que atraviesa la suspension. Cuantas mas células haya, mas luz se dispersa
y mas turbia aparece la suspension.



TIEMPO DE DUPLICACION: tiempo necesario para que una poblacion microbiana
duplique su numero.

TINCION DE GRAM: método de tincion usada en bacteriologia. Permite
diferenciar muchos tipos de bacterias que se tinen (Gram +) por ejemplo:
Staphylococcus, de otras que no lo hacen (Gram. -) por ejemplo: bacterias
tifoideas. La tincion se debe a la presencia de las bacterias de una nucleoproteina.

TOXINA: sustancia microbiana perjudicial para el hospedador.

TURBIDIMETRIA: método aplicado para realizar el seguimiento del crecimiento
microbiano en medios totalmente solubles, la absorbancia de suspensiones
celulares se determina en espectrofotometro a una longitud de onda de 540 nm.

ULCERA GASTRICA: se asocian con un exceso de secrecién de acido, y el dolor
constituye el resultado de la erosién superficial de la capa de células que revisten
la cara interna del estbmago.

UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS (UFC): numero de microorganismos
que pueden formar colonias cuando se cultiva en medios de cultivos sélidos;
indican el nimero de microorganismos viables en una muestra.



RESUMEN

Este estudio fue llevado a cabo para encontrar las condiciones éptimas de los
factores velocidad de agitacién, concentracién de suero de leche y cantidad de
carbonato de calcio para el crecimiento de Lactobacillus casei subsp rhamnosus y
la evaluacion de los efectos sobre las variables respuesta mediante el uso de
analisis por Superficie de Respuestas. Las variables evaluadas fueron produccion
de biomasa, produccion de proteinas, consumo de azucares, produccion de acido
lactico y pH. Un disefio experimental denominado Box Behnken fue empleado
para la asignacion de la combinacién de tratamientos. Las mejores condiciones
para la produccién de biomasa se obtienen en valores intermedios de carbonato
de calcio y niveles altos de agitacion, mientras que la mayor produccion de
proteinas se obtuvo en fermentaciones realizadas bajo los valores intermedios de
los factores evaluados. Por otro lado, el porcentaje de remocién de materia
organica utilizando Lactobacillus casei subsp rhamnosus, es relativamente bajo a
diferencia de estudios que utilizan cultivos mixtos.

ABSTRACT

This study was undertaken to find optimum conditions of speed agitation, whey
milk concentration and calcium carbonate amount for the growth of Lactobacillus
casei subsp rhamnosus and to assess the effects over these factors by use of
response surface methodology. The evaluated responses were biomass
production, proteins production, sugars consumption, lactic acid production and
pH. Box Behnken design was used as an experimental design for allocation of
treatment combinations. The best conditions for biomass production happen in
intermediate values of calcium carbonate and high levels of agitation, while the
larger proteins production happen in fermentations with intermediate values of
evaluated factors. In the other hand, the percentage of organic material remove
using Lactobacillus casei subsp rhamnosus, is relative poor if compared with
studies using mixers cultures.



INTRODUCCION

El lactosuero es uno de los materiales mas contaminantes que existen en la
industria alimentaria, cada 1000 litros de lactosuero generan cerca de 35 kg de
demanda biolégica de oxigeno (DBO) y cerca de 68 kg de demanda quimica de
oxigeno (DQO). Esta fuerza contaminante es equivalente a la de las aguas
residuales producidas en un dia por 450 personas. (INDA, 2000)

El suero lacteo o lactosuero, es un importante producto de desecho que se obtiene
tras el procesamiento de quesos, contiene un alto contenido de materia organica y
representa un gran contaminante ambiental.

Dadas las altas cantidades de suero que producen y desechan diariamente las
industrias lacteas, las alternativas para su uso y aprovechamiento deben ser
varias y permanentes, sin embargo, innovar procesos y realizar investigaciones
que conlleven a soluciones efectivas requiere de recursos y disponer de
tecnologias a las cuales pocas empresas pueden acceder.

Uno de los principales problemas de la cantidad de suero que diariamente se
desecha y vierte a suelos y fuentes de agua aledafas a las plantas de
procesamiento de leche, son todos los efectos ambientales y la imposibilidad
inmediata de tratarlos biol6gica y fisicoquimicamente. En este sentido, la
busqueda e implementacion de programas de manejo de este subproducto asi
como la recuperacion y conversion de este a un producto primario, ayudaria a
minimizar el impacto sobre el ambiente por un lado y por otro ayudaria a generar
alternativas para el fortalecimiento e iniciativa de las pequefas industrias
dedicadas a esta, una de las cadenas productivas més importantes de la regién.

Una de las alternativas que serviria para aprovechar este subproducto y reducir su
carga contaminante en el ambiente es la basqueda y uso de microorganismos
capaces de utilizar los nutrientes del lactosuero y transformarlos en sustancias
benéficas y de interés agricola, agroindustrial, industrial, ambiental, entre otros.
Entre los usos mejor documentados se tienen microorganismos fermentadores
que transforman glucosa en acido lactico, un metabolito importante a nivel
industrial (Vassala, 2005); la obtencién de etanol a partir de lactosuero por via
enzimatica o por via fermentativa con microorganismos, la produccion de
polihidroxialcanoatos PHA por bacterias fermentadoras del suero y la produccion
de bebidas fermentadas con microorganismos probiodticos (Miranda, 2007); en
relacion con esta ultima, las bacterias acido lacticas, especificamente del género
Lactobacillus han sido las mas utilizadas.

Lactobacillus casei subsp rhamnosus, una de las cepas de Lactobacillus que se
han estudiado ampliamente in vivo e in vitro, ha demostrado su capacidad
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probidtica por lo cual es util en la evaluacion de sustratos sobre los cuales éste
microorganismo pueda aprovechar los nutrientes y generar productos o
metabolitos de interés. En varios estudios se ha comprobado su efecto antagénico
sobre Helicobacter pylori cuya infeccion esta asociada al desarrollo de gastritis,
atrofia glandular gastrica, duodenal y adenocarcinoma gastrico, patologias con alta
incidencia en la zona Andina del departamento de Narifio (Ruales, B et al. 2007).
El efecto protector de L. casei subsp rhamnosus sobre enterobacterias como
Escherichia coli, Vibrio cholerae, Salmonella sp., Shigella sp. (Pazos, 2000). La
produccién de acido lactico y otros acidos organicos (Sejong OH et al., 1995). La
utilizacion del suero para la produccién de biomasa util en procesos industriales
(Ruales y Vallejo, 2007).

El comportamiento o expresion fenotipica, o sea lo que realmente se observa
como respuesta del microorganismo al medio ambiente es, ademas, de las
condiciones genéticas como efectores internos, el resultado de la influencia de las
variables de naturaleza fisica y quimica que constituyen los efectores externos. En
este sentido, en el presente trabajo se pretende analizar el comportamiento
poblacional de Lactobacillus casei subsp rhamnosus en un medio a base de suero
de leche producido por una empresa lactea regional, in batch, a fin de determinar
las condiciones de crecimiento sobre las cuales este microorganismo,
potencialmente benéfico para la salud humana y animal, podria utilizar de mejor
forma los nutrientes del lactosuero.

Para ello se ha realizado un disefio experimental “Box-Behnken” mediante
superficie de respuestas, utilizando el programa Statgraphics 5.1 Plus, con tres
factores (concentracion de suero de leche, carbonato de calcio y agitacién) y cinco
variables respuesta (consumo de azucares, produccién de proteinas, produccion
de acido lactico, cantidad de biomasa y pH). Se analizé el crecimiento de L. casei
subsp rhamnosus, en el medio a base de suero de leche, mediante recuento en
placa y absorbancia; el aporte de cada factor sobre el crecimiento de la bacteria,
las condiciones Optimas para el crecimiento de la misma en este sustrato y
finalmente se analizé el porcentaje de remociéon de materia organica por parte de
este microorganismo a partir de este sustrato. Esta investigacion sirve como base
para el disefio a corto plazo, de una alternativa de uso y aprovechamiento de este
valioso subproducto, encaminada a minimizar el problema ambiental que
representa.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Para cualquier empresa productora de lacteos, en la actualidad, resulta
inasequible una alternativa inmediata para darle al suero de leche derivado de la
elaboracion de quesos, un tratamiento que permita la recoleccion total del mismo,
su conservacién y posterior comercio tal como lo seria la pulverizacion, proceso
costoso para una mediana o pequena empresa, dado que los equipos necesarios
son altamente especializados, que se requiere de un volumen de produccién diaria
considerable para garantizar rentabilidad e instalaciones especiales para su
funcionamiento.

JELEN, en 1976 realizd un estudio en donde evalud los costos de evaporacion y
pulverizacion del suero en plantas pequefas que producen alrededor de 3.000 a
25.000 kg de suero por dia. Encontrd que los costos de pulverizacién incrementan
en proporcion con el tamano de la planta y que los costos financieros del
funcionamiento de los equipos representan la mayor parte del total de los costos
operativos de las pequenas empresas.

Es importante el manejo del suero de leche y la minimizacién de impacto sobre el
ambiente de éste subproducto que diariamente se vierte a suelo y fuentes de agua
en cantidades considerables por estas empresas, sin embargo, esto no depende
exclusivamente de una alternativa de manejo, y menos si ello representa costos
elevados, razén demas, para establecer programas de manejo costo-efectivos,
destinados a recuperar este subproducto y utilizarlo para diferentes propdésitos.

Las alternativas viables por lo tanto, son aquellas que no requieran equipos
adicionales para aprovechar el suero de leche, sino que se puedan realizar con los
ya existentes, que impliquen minimo gasto de recursos econdémicos y eficiente
generacion de productos, que sean de facil y rapido acceso y que garanticen una
remociébn de materia organica contaminante apreciable y en ello, los
microorganismos juegan un papel esencial.

Lactobacillus casei, es una bacteria lactica, ampliamente estudiada y utilizada en
la industria en procesos de fermentacidn a partir de varios sustratos como harinas,
leche, carnes, conservas. En un estudio previo (Ruales y Vallejo, 2007), se reportd
la utilizacién de L. casei para la fermentacién de suero de leche y la optimizacién
de la produccion de biomasa a partir de este sustrato. Es asi como el interés de
evaluar el comportamiento poblacional y la efectividad de la remocion de materia
organica por parte de este microorganismo servird de base para el desarrollo de
una alternativa viable y de bajo costo para la recuperacion y aprovechamiento del
suero de leche por parte de la industria lactea en nuestra region.
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En este escenario, se plantea la siguiente pregunta de investigacion ¢Cuales son
las condiciones de crecimiento favorables para L. casei subsp rhamnosus en la
fermentacion y aprovechamiento de un medio a base de suero de leche

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el comportamiento poblacional de Lactobacillus casei subsp rhamnosus
en un medio a base de suero de leche.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Evaluar el efecto de las condiciones de fermentacion sobre el crecimiento de
Lactobacillus casei subsp rhamnosus.

2. Analizar y seleccionar las condiciones donde mejor adaptacién presente
Lactobacillus casei subsp rhamnosus mediante superficie de respuestas.

3. Establecer el porcentaje de remocidén de materia organica del suero de leche

a partir de la fermentacién de este con Lactobacillus casei subsp rhamnosus,
aplicando analisis de DBO y DQO.
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4. MARCO REFERENCIAL

4.1 IMPACTO AMBIENTAL ASOCIADO A LA ACTIVIDAD DE LA INDUSTRIA
LACTEA

La industria lactea evidentemente genera impactos ambientales por sus
actividades relacionadas con el uso, aprovechamiento o afectacion de los recursos
naturales renovables y no renovables.

Los principales impactos ambientales de la industria lactea, desde el punto de
vista de afectacion de los recursos naturales, estan asociados con la generacién
de aguas residuales (principalmente vertimientos organicos provenientes de los
restos de productos lacteos y vertimientos inorganicos generados por los procesos
de aseo y desinfeccién), de subproductos organicos (sueros de queseria), de
residuos ordinarios (empaques, embalajes), residuos peligrosos (quimicos,
reactivos) y en un menor grado emisiones atmosféricas (combustion en calderas).
(Ministerio de ambiente, vivienda y desarrollo territorial y ANDI, 2007).

4.1.1 Contaminacion ambiental por lactosuero

La produccién de queso da lugar, aproximadamente a 9 kg de suero por 1 kg de
queso partiendo de 10 litros de leche. (Pivarnik et al. 1995)

La produccion mundial de suero lacteo se estimaba en 90 millones de Ton/ano en
1984 (ZALL, 1984). La eliminacion del suero lacteo por parte de las queserias
supone un problema medioambiental de dimensiones universales. Se ha estimado
que solo se recicla el 50% del suero que se produce (Pivarnik et al. 1995).

En una industria en donde se procesan diariamente 3000 L de leche, para
elaboracion de queso fresco, se obtienen aproximadamente 2000 L de lactosuero,
de los cuales se aprovechan para otros procesos productivos 500 L diarios, el
resto no tiene mercado y no se puede destinar a alimentacién animal, pues no hay
personas que recojan esta cantidad todos los dias.

Las plantas de tratamiento de aguas residuales no estan disefiadas para degradar
el lactosuero, ya que posee una carga considerable de materia organica que
provocaria el colapso de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales o un costo
tan elevado de manejo, que resultaria inoperable.

El suero tiene un alto poder contaminante debido a su contenido en lactosa, que
hace que tenga una DBO de 35-50000 mg/L (Zall, R.R. 1984).

El lactosuero es uno de los materiales mas contaminantes que existen en la
industria alimentaria; cada 1000 litros de lactosuero generan cerca de 35 kg de
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demanda bioldégica de oxigeno (DBO) y cerca de 68 kg de demanda quimica de
oxigeno (DQO). Esta fuerza contaminante es equivalente a la de las aguas negras
producidas en un dia por 450 personas. (INDA, 2000).

Hasta hace algunos afos, las empresas dedicadas a la elaboracion de quesos
vertian los lactosueros en el alcantarillado, lo que ocasionaba un impacto
ambiental importante en las fuentes de agua. Actualmente la Corporacion
Regional CORPONARINO, exige que las plantas procesadoras tengan una Planta
de Tratamiento de Aguas Residuales y que ademas los lactosueros no pueden
verterse al alcantarillado.

4.2 PROBLEMAS PARA LA UTILIZACION DEL LACTOSUERO

Muchos son los problemas que se han encontrado en la disposicion o reutilizacién
del suero. Es costoso transportarlo dado su alto contenido de agua. Es facilmente
contaminable por bacterias y hongos y no puede ser almacenado por tiempo
prolongado. Pulverizarlo requiere un gran capital de inversién, gasto de energia y
no es econdémicamente rentable. Desechar el suero al medio es costoso dada su
alta demanda biolégica de oxigeno. Ademas, el suero contiene grandes
cantidades de nutrientes potencialmente reciclables. Esta estimado que el suero a
desechar contiene aproximadamente 3.6 x 10® Kg de lactosa y 6.9 x 10’ Kg de
proteina. Asi, existe una obvia necesidad de encontrar una solucion al problema
de la disposicién del suero y al reciclaje de nutrientes presentes en el mismo
(Reddy, 1976).

Es por esto que la industria ha buscado alternativas a corto plazo que permitan
aprovechar este subproducto, en procesos que puedan realizarse diariamente,
pues el lactosuero fluido no tiene una vida Util larga que permita su
almacenamiento durante periodos prolongados.

4.3 PROPIEDADES DEL LACTOSUERO

4.3.1 Tipos de Lactosuero

El lactosuero ha dejado de ser un desecho derivado de la elaboracion del queso,
para ser un subproducto, dado sus propiedades nutritivas y funcionales que se
han demostrado en varias investigaciones.

No todos los lactosueros son iguales. Una de las diferencias principales entre ellos
es su composicion, que depende no solamente de la composicion de la leche para
queseria y del contenido de humedad del queso sino, de manera muy significativa,
del pH al que el lactosuero se separa de la cuajada. En la tabla 1, se presentan los
rangos de pH en que se encuentran los tres tipos de lactosuero que se generan en
el proceso de elaboracion de queso; de éstos, el lactosuero dulce representa el
sustrato para fermentacién con Lactobacillus casei subsp rhamnosus.
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Tabla 1 Tipos de lactosuero.

Tipo de

Lactosuero Procedencia pH

Se obtiene como subproducto de la elaboracién de | 5.6 - 6.3
quesos duros, semiduros y ciertos quesos blandos
Lactosuero Dulce | en los cuales es utilizado el cuajo como insumo
principal.

Lactosuero Acido | Obtenido al elaborarse la caseina del acido lactico. | 4.4 - 5.1

Lactosuero Salado | Se genera al anadir sal a la leche o al mismo | -
lactosuero durante el proceso de elaboracién de
queso.

Fuente: Pre-Factibilidad de la elaboracion de un producto a base de lactosuero.
CPMLN, 2006.

4.3.2 Composicién Fisicoquimica del Lactosuero

La composicion del suero es de 93% de agua y 7% de materia sélida. De esta
materia sélida, el 70% es lactosa, el 14% proteinas, el 4% grasa, el 7% minerales,
y entre el 1y el 5% es acido lactico. El componente mayoritario es la lactosa, con
un 4,5% aproximado para los sueros liquidos y un 70% para los sueros
desecados. Los sueros dulces tienen mayor concentracién de lactosa (4,85%)
que los acidos (4,3%), debido a la fermentacion producida en estos. Ademas, los
sueros tienen vitaminas de todos los tipos menos la D, y minerales como calcio,
fosforo y zinc, mas abundantes en sueros acidos. El suero lacteo constituye el
85% de la leche, por lo que de cada kilo de queso obtenido, se producen de 8,5 a
9 Kg de suero (Zall, R.R., 1984).

En la composicién del lactosuero intervienen los siguientes factores:

* La tecnologia de elaboracién del queso.

» La composicién de la leche.

« El tratamiento del calor del lactosuero.

« El almacenamiento del lactosuero.

* El tipo de queso a procesar.

El lactosuero representa del 80% al 90% del volumen total de la leche que entra
en el proceso y contiene alrededor del 50% de los nutrientes de la leche original:
proteinas solubles, lactosa, vitaminas y sales minerales en las proporciones que
muestra la tabla 2.
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Tabla 2. Composicion de lactosuero dulce fluido

Tipo de Nutrientes Lactosuero de Queso Lactosuero de Queso
Dulce Acido
Agua (%) 93-94 94-95
Grasas (%) 0.2-0.7 0.04
Proteina (%) 0.8-1 0.8-1
Lactosas (%) 4.5-5 4.5-5
Minerales 0.05 0.4

Fuente: Pre - Factibilidad de la elaboracién de un producto a base de lactosuero.
CPMLN, 2006

El lactosuero también es rico en vitaminas de complejo B (tiamina, &cido
pantoténico, riboflavina, piridoxina, acido nicotinico, cobalamina) y vitamina C. Las
proteinas que quedan en el lactosuero son la lactoalbumina y la lactoglobulina. En
otros paises, donde el lactosuero se procesa para bebidas en polvo, estas
proteinas son separadas para conseguir un mayor aprovechamiento econémico
por las caracteristicas especificas de cada una de ellas dirigiéndose a
necesidades médicas especificas (CPMLN, 2006).

4.4 PROBIOTICOS

Las bacterias probiéticas han sido definidas como “"Microorganismos vivos, los
cuales cuando se administran en cantidades adecuadas confieren beneficios en la
salud del individuo (Fuller, 1989).

Los probidticos han sido usados para modificar el sistema inmunolégico, bajar los
niveles de colesterol, tratar la artritis reumatoide, prevenir la aparicion de cancer,
mejorar la intolerancia a la lactosa, prevenir o reducir los efectos de la dermatitis
atopica, enfermedad de Crohn, diarrea y constipacién asi como también la
candidiasis e infecciones del tracto urinario (Reid, 1999).

Productos lacteos como la leche, yogurt, queso y helado podrian ser vehiculos
potenciales para entregar estos microorganismos benéficos a los consumidores.
Un producto puede ser considerado probiético si este contiene al menos 10°
UFC/g de producto (Shah, 2000). Esto es importante porque si la bacteria
probidtica no esta presente en suficiente ndmero a través del periodo de
almacenamiento del producto, entonces este no puede ser denominado como
probiético (Hekmat, 2007).
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Es esencial que los probiéticos permanezcan vivos durante su transito por el tracto
gastrointestinal. Lactobacilos y bifidobacterias potencian la inmunidad, favorecen
el equilibrio de la microbiota coldnica, incrementan la biodisponibilidad de ciertos
nutrientes, mejoran el transito y la motilidad intestinal, estimulan la proliferacién
celular y permiten elaborar ciertos productos fermentados benéficos. Se ha
probado de forma concluyente en diversos estudios que disminuyen la intolerancia
a la lactosa y la incidencia y duracion de las diarreas por rotavirus en lactantes. L.
casei es el unico que ha demostrado con evidencia cientifica prevenir y acortar las
diarreas por rotavirus del lactante, asi como incrementar las concentraciones de
IgA en tracto intestinal. L. acidophilus y B. bifidum estimulan de forma inespecifica
la actividad fagocitica de granulocitos y la produccién de citoquinas. Se postula un
efecto hipolipemiante y reductor de la mutagenicidad al disminuir la cantidad de
ciertas enzimas fecales (b-glucosidasa, b- glucuronidasa, ureasa, nitrorreductasa)
asi como una accién benéfica frente a enfermedades alérgicas o de etiologia
autoinmune e incluso frente al cancer. Sin embargo, no todas las cepas de
bacterias ejercen efectos probiodticos y existe gran variabilidad en cuanto a sus
acciones, tanto entre las distintas especies como dentro de la misma (Amores,
2004).

4.5. BACTERIAS ACIDO LACTICAS

4.5.1 Caracteristicas morfoldgicas y fisiolégicas de las bacterias lacticas

Son un grupo de bacterias en forma de cocos o bacilos Gram positivos inméviles y
no esporulados, no tienen citocromos, catalasa y porfirinas; no realizan
fosforilacion por transporte de electrones y por lo tanto, obtienen la energia solo
por fosforilacion a nivel del sustrato. Todas las bacterias de &cido lactico crecen
anaerdbicamente. No obstante, a diferencia de muchos anaerobios, la mayoria no
son sensibles al oxigeno, y pueden crecer tanto en presencia como en ausencia
del mismo; son, por tanto, anaerobios aerotolerantes. Ademas son tolerantes a la
acidez y algunos son termdfilos, sin embargo pueden desarrollar crecimiento entre
30-35° C. (Madigan et al, 2004).

Algunas cepas pueden usar oxigeno con la mediacion de sistemas de
flavoproteina oxidasa, produciendo peréxido de hidrégeno, aunque la mayoria de
las cepas no poseen catalasa y eliminan el peréxido de hidrogeno mediante
enzimas alternativas, conocidas como peroxidasas. En la reaccién de
flavoproteina oxidasa no se forma ATP pero el sistema oxidasa puede utilizarse
para reoxidacion del NADH generado durante la fermentacion (Madigan et al,
2004).

Las bacterias &cido lacticas obtienen energia exclusivamente por fermentacién de
azucares, carecen de ciclo de Krebs funcional, el rendimiento de su cultivo es muy
bajo, en algunos casos pueden usar azucares para formar polimeros
extracelulares de dextrano, requieren una gran cantidad de factores nutritivos
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(aminoéacidos, bases nitrogenadas, algunas vitaminas); tienen unas posibilidades
anabdlicas muy limitadas, lo que reduce el rendimiento de su crecimiento, toleran
bien las concentraciones relativamente altas de acidos y valores de pH mas bajos
que el resto de las bacterias por lo que pueden desplazarlas de los habitats que
colonizan (Ruales et al, 2007).

De acuerdo al tipo de productos de fermentacion que generan a partir de los
azucares se dividen en 2 grupos: Homofermentativos y Heterofermentativos. Los
primeros producen solamente acido lactico, mientras que el segundo produce
otros compuestos como el etanol y CO, (Madigan, 2004).

Las BAL o bacterias acido lacticas, constituyen un vasto conjunto de
microorganismos benignos, dotados de propiedades similares, que fabrican acido
lactico como producto final de la fermentacion. Se encuentran en grandes
cantidades en la naturaleza, flora normal de la superficie de material vegetal
(frutas y verduras), alimentos ricos en azucares, leche y derivados, asi como en
nuestro tracto nasofaringeo y gastrointestinal. Aunque se las conoce sobre todo
por su labor de fermentacion de productos lacteos, se emplean asi mismo para
encurtir vegetales en el horneado, en la panificacion del vino, y para curar
pescado, carne y embutidos (Guerrero M, et al 2002, Montes et al, 2003).

Los lactobacilos son considerados tecnolégicamente por su rol en la manufactura
preservacion de muchos productos fermentados, pero ademas juegan un
importante papel en el control de microorganismos indeseables en el tracto
gastrointestinal y urogenital. Muchas cepas de lactobacilos presentes en alimentos
fermentados han mostrado efectos benéficos en la salud intestinal. Las
propiedades de superficie de las bacterias 4cido lacticas son de mayor importancia
en la tecnologia de fermentaciéon, pero también son de importancia para la
adhesién de las bacterias al epitelio gastrointestinal (Schar, 2005).

Las BAL, son también comercialmente importantes, ya que los productos
derivados de su crecimiento son usados ampliamente en industrias de alimentos y
farmacéuticas (Berry, 1999).

4.5.2 Metabolismo de las BAL

Orla Jensen (1920) clasificé a las bacterias lacticas, atendiendo a sus
caracteristicas  bioquimicas en dos grupos: Homofermentativas y
Heterofermentativas (Montes et al, 2003).

4.5.2.1 Homofermentacién. Tiene practicamente un solo producto de fermentacion,
el acido lactico. La realiza todos los miembros del género Streptococcus,
Pediococcus y muchas especies de Lactobacillus. Es la principal ruta del
catabolismo de la glucosa, conocido como glucélisis, o via de Embden-Meyerhof-
Parnas donde una mol de glucosa, o cualquier sustrato glicosidico es degradado a
dos moles de acido lactico, sin oxigeno molecular (Madigan et al, 2004).
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Consta de dos fases: En la primera la glucosa es fosforilada por ATP y actividad
para formar gliceraldehido fosfato en la segunda, el gliceraldehido fosfato es
convertido en &cido lactico en una serie de reacciones de oxido-reducciéon que
estan acopladas por medio de moléculas de NADH y NAD a la fosforilaciéon del
ATP, para permitir el desarrollo de los ciclos de fermentacién subsiguientes. En
esta via se produce doble masa celular y muy poco CO2 o nada (Willett, 1989).

El piruvato es reducido a acido lactico por la enzima deshidrogenasa lactica. En
esta via se forma en total cuatro moléculas de ATP por molécula de glucosa
fermentada, pero como se consumen dos moléculas la produccién neta son dos
moléculas de ATP por molécula de glucosa fermentada, como lo muestra en la
reaccion (Willett, 1989).

C6H1206 + 2Pi + 2ADP ----————————-- 2C3H603 + 2ATP
Glucosa Lactato

4.5.2.2 Heterofermentacién. Da otros productos, principalmente etanol y CO2, asi
como Lactato; La realizan algunos tipos de bacterias &cido lacticas como
Leuconostoc y algunas especies de Lactobacillus. Este tipo de fermentacidén se
lleva a cabo por la via de las pentosas-fosfato o via de Dickens; se caracteriza por
que la glucosa via pentosa-fosfato es fermentada a acido lactico en un 50% vy el
resto a CO2, alcohol, acido acético o acido férmico, paralelamente con una
molécula de ATP y de NADH2 — NAD para permitir que el proceso de
fermentacion continte, como lo indica la reaccion (Willett, 1989).

C6H1206 + 1Pi + 1ADP ----------ooeee- C3HB603 + 1C0O2 + C2H50H + 1ATP
Glucosa Lactato Etanol

4.5.3 Lactobacillus

Algunas cepas exhiben cuerpos bipolares o granulaciones internas, comprenden
especies que son homofermentativas en su mayor parte aunque algunas especies
son heterofermentativas, microaerofilicos, crecen en medios soélidos como MRS-
De Man —Rogosa et Sharper (1960) a baja presion de oxigeno y con un 5-10% de
CO2 en un rango de temperatura entre 2-53 ° C, éptima entre 30-40°C (Montes et
al, 2003).

El género ha sido dividido en tres principales subgrupos, y se reconocen mas de
70 especies. Los lactobacilos se encuentran normalmente en productos lacteos y
algunas cepas se usan en la preparacion de derivados fermentados en la leche.
Por ejemplo, Lactobacillus delbrueckii se usa en la preparacion del yogurt
(Madigan, et al 2004).

Normalmente, los lactobacilos resisten mejor las condiciones de acidez que las
restantes bacterias del &cido lactico; pueden crecer bien a valores de pH alrededor
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de 4 6 5 lo que le permite su aislamiento selectivo a partir de muestras naturales
empleando medios de cultivo de pH &acido que contengan carbohidratos. Su
resistencia a la acidez les permite seguir creciendo durante las fermentaciones
lacticas, cuando el valor del pH ha descendido demasiado para que otras
bacterias del acido lactico puedan crecer. Por consiguiente, los lactobacilos llevan
a cabo las ultimas fases de la mayoria de las fermentaciones &cido-lacticas. Estos
microorganismos casi nunca son patégenos (Madigan, et al 2004).

El género Lactobacillus conforma un apreciado porcentaje del total de la
microbiota intestinal, muchas especies de ellos estan distribuidas a lo largo del
intestino tenue y craso (Fuller, R. 1989).

A continuacion se mencionan 7 de las especies que se han aislado del tracto
intestinal humano (Willians, E.S. 1979):

1. L. acidophillus *
2. L.casei*

3. L. fermentum
4. L. cellobiosus
5. L. plantarum

6. L. salivarius

7. L. bifidus *

*Utilizados como coadyuvantes dietéticos.

4.5.3.1 Lactobacillus casei. El grupo de Lactobacillus casei consiste en diversas
especies de bacterias mesofilicas acido lacticas, anaerobias facultativas y homo o
heterofermentativas. Su metabolismo proporciona cualidades organolépticas a
diversas leches fermentadas, quesos, y mas recientemente, a las nuevas leches
fermentadas. Su habilidad para sobrevivir en cantidades adecuadas al transito a lo
largo del tracto intestinal, ademas de tener un efecto fisiolégico asociado con sus
beneficios potenciales sobre la salud, hacen que Lactobacillus casei sea un
candidato ideal para considerarlo como probiético (Gaon, D. et al 1995, Ruales y
Vallejo, 2007).

Lactobacillus casei, ademas de ser la especie modelo del género Lactobacillus,
tiene gran importancia como bacteria intestinal (algunas cepas se utilizan como
probidticos) y como cultivo iniciador de productos lacteos. En estos momentos,
existen herramientas genéticas y conocimientos suficientes sobre regulacion
génica para tratar de descifrar los procesos genéticos y ambientales que controlan
la expresion de los genes de la ruta glucolitica, asi como de las rutas alternativas
del piruvato, siendo estas ultimas responsables de la formacién de compuestos
volatiles importantisimos en alimentos (Pérez M., G 2001, Montes et al, 2003).

Diversos estudios clinicos y controlados con placebos han demostrado que el
consumo oral de Lactobacillus casei reduce la duracién de la diarrea y, en
particular las gastroenteritis por rotavirus en ninos (Saxelin, M. et al 1992).
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Ademas de lo anterior, el Lactobacillus casei puede ayudar a reducir la duracion
de la diarrea en los nifios en guarderias (Pedone, C.A. et al 1999), en la
antibioterapia y en la diarrea del viajero (Salminén, S. et al 1993, Montes et al,
2003)

Se han llevado a cabo estudios en ratones para observar la prevencion y el
tratamiento de cancer (Kato, Y. et al 1994), donde observaron una importante
disminucién en el desarrollo de tumores secundarios previamente alimentados con
Lactobacillus casei (Perdigon, G. et al 1993), reconocieron que el consumo de
Lactobacillus casei inhibia el crecimiento de un fribrosarcoma implantado
subcutaneamente; estos autores enfatizaron la importancia de la concentracion y
frecuencia de la ingestion de L. casei en el desarrollo de estos efectos. La toma de
leche fermentada con cultivos de yogurt y L. casei (DN-114 001) modificé en forma
benéfica la composicion de la microbiota intestinal en nifios pequenos y el mismo
tipo de probidtico restaurd a normales los niveles del indicador inflamatorio, TNF-
alpha, liberado por células inflamadas de la mucosa en pacientes con la
enfermedad de Crohn (Guerin-Danan, C. 1998, Montes et al, 2003).

Las leches fermentadas con diversas clases de L. casei producen un efecto sobre
la tasa de supervivencia de las ratas infectadas con Salmonella typhimurium luego
de siete dias de recibir una dieta complementada con diferentes leches
fermentadas comparada con leche comun, se mostr6 que la leche fermentada
aumenta la supervivencia de las ratas a las cuales se les habia aplicado un shock
séptico inducido por Salmonella typhimurium (Paubert-Braquet, M. et al 1995,
Montes et al, 2003)

Los resultados de un reciente y prometedor experimento sugirieron que las leches
fermentadas con Lactobacillus casei pueden mejorar la respuesta adquirida contra
un antigeno viral. Este estudio al azar y doble ciego fue para determinar si el
consumo de dicha leche estimulaba especificamente la respuesta de las células
inmunoldgicas T a tres grupos significativos de antigenos (candida, e influenza).
Se encontré que los sujetos que tomaban la leche fermentada tuvieron una
pequefna pero mas alta respuesta de las células T a los antigenos de la influenza
que la de aquellos del grupo placebo. Estos datos garantizan un explicacion mas
amplia acerca de la hipétesis de que las leches fermentadas con Lactobacillus
casei pueden modular la respuesta inmune especifica (Montes et al, 2003).

Sato et al, 1988, divulgaron el aumento en la resistencia del huésped contra las
infecciones de Listeria gracias al Lactobacillus casei. Resultados similares fueron
obtenidos por Nader de Mamas et al 1992, quienes recomendaron la ingestién de
leche fermentada con Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus casei como
profilactico contra infecciones intestinales causadas por Shigella. Las ventajas de
estas bacterias también fueron reveladas por Perdigon. et al, en 1993, quienes
ademdas descubrieron su importante papel protector en la prevencién de
enfermedades entéricas, produciendo un aumento en la secrecién de anticuerpos
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IgA. En 1993, Vescovo también estudié las mismas bacterias y observé que se
segregaban compuestos antimicrobianos activos contra Clostridium tyrobutyricum.
En el mismo ano Chateu. et al. estudiaron y observaron que las bacterias
Escherichia coli, Salmonella tiphimurium y Salmonella enteriditis se inhibian por
accion de los lactobacillus.

4.5.4.1.1 Lactobacillus casei ssp rhamnosus. Fue descrito por Hansen, 1968. La
especie casei toma su nombre por la fuente donde fue aislado, el queso; la
subespecie rhamnosus por la particularidad de asimilar la rhamnosa. Se destaca
por ser el unico lactobacilo homofermentativo de la especie que desarrolla buen
crecimiento de 15 °C a 45 °C. Puede ser aislado de la leche, el queso, productos
lacteos, harinas fermentadas, estiércol de vaca, tracto intestinal humano, boca y
vagina (Kandler, U. et al 1990, Ruales y Vallejo, 2007).

Lactobacillus casei subsp rhamnosus, L. acidophilus, L. bulgaricus. Pediococcus
pentosaceus y Bifidobacterium bifidus fueron ensayados por su produccion de
acido lactico, pH, e inhibicién del crecimiento de Helicobacter pylori (NCTC
11637), donde seis cepas de L. acidophilus y L. casei subsp rhamnosus inhiben el
crecimiento de H. pylori mientras que Bifidobacterium bifidus, Pediococcus
pentosaceus y L. bulgaricus no inhiben su crecimiento (Montes et al, 2003).

Méakinen et al 1995, Patentan la especie Lactobacillus casei subsp rhamnosus, ya
gue encontraron que tiene un efecto controlador sobre mohos y levaduras, solo o
en combinacién con bacterias de los géneros Propionibacterium u otra cepa de
Lactobacillus casei y/o con otro agente convencional usado para controlar mohos
y levaduras en alimentos.

4.6 PARAMETROS DE FERMENTACION

Influencia de factores internos y externos sobre el crecimiento de la célula
microbiana.

El comportamiento de una poblacién de células en condiciones de crecimiento in
batch, sigue el siguiente esquema, donde se especifica la influencia de los
factores internos (propios de la célula) y externos (del ambiente) condiciones
nutricionales y del proceso.
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Figura 1. Influencia de los efectores internos y externos sobre la expresion celular

EFECTU_RES INTERNQS
(Dotacion Genética)

EFECTORES QUIMICOS —» ‘
(Nutrientes) —_— e EXPRESION — PRODUCTO

CELULA

EFECTORES FISICOS
(Temperatura, Viscosidad,
Agitacidn, etc.)

Cualquier fermentacion microbiana debe monitorizarse para garantizar que el
proceso transcurra de forma correcta. En la mayoria de los casos, no solo es
necesario medir el crecimiento del cultivo y la formacién del producto, sino también
controlar el proceso modificando los pardmetros ambientales a medida que tiene
lugar dicho proceso. Los factores ambientales que se controlan con mayor
frecuencia son la temperatura, concentracion de oxigeno, pH, masa celular y la
concentracién del producto (Madigan et al, 2004)

4.6.1 Fermentacion Acido Lactica

Los procesos de fermentacion realzan la seguridad de los alimentos al reducir los
compuestos toxicos como las aflatoxinas y cian6genos, y por la produccién de
factores antimicrobianos como acido lactico, bacteriocinas, diéxido de carbono,
peroxido de hidrégeno y etanol lo cual facilita la inhibicion o eliminacién de
patdbgenos de los alimentos. También han sido reportadas propiedades
terapéuticas de los alimentos fermentados. En adicion a los efectos nutricionales,
de seguridad y preservativos, la fermentacion enriquece la dieta a través de
diversidad de sabores, texturas y aromas. Esto mejora la vida Gtil de los alimentos
mientras reduce el consumo de energia requerida para su preparacion. La
produccion de alimentos fermentados es ademas importante al darle valor
agregado a los productos agricolas crudos, entonces provee ingresos y genera
empleo (Giraffa, 2004).

Las condiciones de fermentacidén como temperatura, pH, los tipos de medio de
crecimiento, oxigeno y tipo de neutralizante, tienen un gran efecto sobre el
crecimiento de la actividad de los lactobacilos (Sejong OH, 2005).

La busqueda de medios y condiciones de cultivo que permitan la obtencién de
altas densidades de microorganismos (>10 7 UFC/qg), ha sido la meta de muchas
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empresas, que estan interesadas en las bacterias acido lacticas, no sélo como
microorganismos iniciadores, sino también como un ingrediente o aditivo
probidtico para aumentar el valor nutritivo de sus productos. De esta forma, la
biomasa de estos microorganismos ha adquirido un mayor valor y una mayor
demanda. (Vargas, 2006)

4.6.1.1 pH. Mc Donald et al 1990, sugirieron que la capacidad de los lactobacilos
para tolerar bajos valores de pH mas que otras bacterias acidolacticas, como
Streptococcus y Leuconostoc se origina desde los valores de pH mas bajos de sus
citoplasmas, permitiendo altas concentraciones de &cidos no disociados a ser
tolerados. Pero esto podria ademéas ser relacionado con la alta actividad de
ATPasa responsable de la extrusion de H+ o relacionado con la excrecién mas
eficiente de acido lactico por los lactobacilos. La disminucion de los valores de
pH reduce la actividad de las ATPasas, como se ha mostrado en ATPasas
aisladas de diferentes bacterias acido lacticas que presentan diferente pH 6ptimo,
que va desde 5.5 a 7.5 dependiendo de su origen (Gongalves, 1997).

En procesos de fermentacidén espontanea, las bacterias acido lacticas evolucionan
en condiciones de pH no controlado, pero para otro tipo de aplicaciones (ej.
Produccion de &acido lactico o biomasa), es necesario lograr el control del pH.
(Guyot, 2000).

Cambios en el pH pueden afectar no solo la sintesis de exopolisacéaridos, sino
ademas la finalizaciéon de distribucion de productos y actividad de ciertas enzimas
clave (piruvato quinasa, lactasa deshidrogenasa) que estan envueltas en el
cambio entre la fermentacion homolactica y heterolactica (Torino, 2001).

46.1.2 Acido Lactico. El acido lactico ha sido tradicionalmente usado en la
industria de los alimentos como un agente acidulante y/o preservante y en la
industria quimica para aplicaciones cosméticas y textiles. La via méas efectiva de
sintetizar el L-acido no es través de procesos quimicos, sino por medio de técnicas
de fermentacion con cepas definidas. Muchas cepas bacterianas son capaces de
producir altas cantidades de L-acido (ej. L. helveticus, L. casei, L. salivarius y L.
delbrueckii). Sin embargo, los dos mayores factores limitantes de esta biosintesis
y que ademas afectan el crecimiento y productividad son: las condiciones
limitantes de nutrientes y el efecto inhibitorio causado por el &cido lactico
producido en el caldo de cultivo (Olmos, 1997).

Las bacterias acidolacticas juegan un importante rol en los procesos de
fermentacion de lacteos y carnicos y tienen una gran influencia en la calidad y
preservacion de la vida util de estos productos. El principal rol de estas bacterias
es la produccion de acido lactico, causando la reduccién en los valores de pH y la
protedlisis del sustrato, obteniendo péptidos y aminoacidos libres, lo cual
subsecuentemente afecta el sabor y textura del producto final (UL-HAQ), 2006).
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El acido lactico es un metabolito basico para la industria quimica y de alimentos,
principalmente producido por varias bacterias acido lacticas fermentativas. Junto
con el alto precio del acido lactico, bajo costo de materiales como el suero de
leche y suero permeado han ganado mayor interés como medio de produccién.
Este producto derivado de procesos de elaboracién de queso y lactosa aun
contiene proteinas (ej. Suero 6 g/L", suero permeado <1,5 g/L™") y lactosa (46 — 50
g/L™") y por lo tanto puede ser una base valiosa para procesos biotecnolégicos
acido lacticos. Sin embargo, aunque la cantidad de nitrégeno orgénico (proteinas)
en cultivos basados en suero puede estar en nivel suficiente, el crecimiento y
produccién de acido por las bacterias acido lacticas es usualmente pobre, junto
con su ineficiente sistema proteolitico y la baja cantidad de aminoacidos libres y
péptidos presentes en productos derivados de la leche. Es mas, muchas cepas
acido lacticas de importancia industrial son defectuosas en cuanto a la sintesis de
uno 0 mas aminoacidos, los cuales incrementan el requerimiento para un
balanceado medio de cultivo (Vasala, 2005).

4.6.1.3 Fuente de Nitrogeno. Las fuentes de nitrégeno pueden ser de naturaleza
inorgéanica u organica. El nitrégeno es utilizado para la biosintesis de proteinas,
acidos nucleicos y polimeros de la pared celular. Para la sintesis de proteina se
requieren en general L-aminoacidos, aunque también son necesarios algunos
aminodacidos de la serie D, como D-alanina y D-aspartico para su incorporacion a
la pared de las células. Muchos procesos a gran escala utilizan amonio, sales,
urea 0 amonio gaseoso como fuentes de nitrégeno. Las fuentes de nitrégeno
comunmente utilizadas son soya, leche, suero, harina de yuca entre otras (Ertola
R., Yantorno O. y Mignone C. 2005).

Hujanen, 2006, en su trabajo concluye que la produccién de acido lactico esta
marcada e influenciada por el tipo y la concentracién inicial de la fuente de
nitrdgeno. Los requerimientos nutricionales de Lactobacillus han sido ampliamente
discutidos y se ha hecho énfasis en la importancia de los aminoacidos y las
vitaminas para el crecimiento celular, ademas de la presencia del extracto de
levadura en el medio de precultivo, quien aporta principalmente bases purinas y
pirimidinas ademas de vitaminas del grupo B. El suero por si solo es una pobre
fuente de nitrégeno para los Lactobacilos y diferentes suplementos como el
extracto de levadura y licor de maiz han sido propuestos.

4.6.1.4 Agitacion. Una adecuada agitacion de un cultivo microbiano es esencial
para la fermentacion ya que se producen los siguientes efectos: dispersion del aire
en la solucién de nutrientes, homogenizacién para igualar la temperatura pH y
concentracibn de nutrientes en el fermentados, suspensién de los
microorganismos y de los nutrientes sélidos, dispersién de los liquidos inmiscibles.
Bajo estas premisas se podria concluir que cuanto la agitacién es mayor, mejor es
el crecimiento, sin embrago la agitacion excesiva puede romper las células
grandes e incrementar la temperatura lo que ocasiona un descenso en la
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viabilidad celular, se debe conseguir un balance entre la necesidad del mezclado y
la necesidad de evitar el dano celular. (Ertola R., Yantorno O. y Mignone C. 2005).

4.6.1.5 Fuente de Carbono. Puede ser obtenido a partir del CO, atmosférico o méas
habitualmente suele ser proporcionada como una fuente organica como proteinas,
glucidos, etc.

Las fuentes de carbono pueden ser: 1) Hidratos de carbono como glucosa o
dextrosa, sacarosa, lactosa, almidon, dextrina; 2) Alcoholes como el glicerol y
manitol; y 3) Hidrocarburos como hexadecano, octadecano y otros. Son muy
importantes también por su disponibilidad y costo reducido otras materias primas
que contienen hidratos de carbono como granos, melazas, celulosas, suero de
queso, etc. (Ertola R., Yantorno O. y Mignone C. 2005).

Se ha demostrado que Lactobacillus casei es capaz de producir exopolisacaridos,
importantes sustancias que influyen directamente en la textura de los productos
fermentados, en un medio definido suplementado con azucar fermentable.
(Cerning, 1994).
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5. DISENO EXPERIMENTAL Y DISENO METODOLOGICO
5.1 DISENO EXPERIMENTAL

El presente trabajo consta de un disefio experimental con tres factores y cinco
variables respuestas, cuyo numero de réplicas representativas para el
experimento de calcularon a través del disefio “Box-Behnken” utilizando el
programa StathGrafics Plus 5,1. Con un total de 15 ensayos, con tres puntos
centrales correspondientes al medio control, a base de una concentracién de
suero optimizada en un trabajo previo (Ruales y Vallejo, 2007). Y los restantes 12
seran las combinaciones entre los factores y variables respuesta necesarios para
un analisis representativo. Los tres factores evaluados fueron: Concentracion de
suero, concentracién de carbonato de calcio y velocidad de agitacién, los valores
evaluados se encuentran en la tabla 3.

Tabla 3. Factores a evaluar durante la fermentacion de Lactobacillus casei subsp
rhamnosus en suero de leche.

Factor Unidad 3 Nle)/el ]
Suero de leche g/L 180 210 240
Carbonato de Calcio g/L 7 14 21
Agitacion rem 120 200 300

Y las variables respuesta evaluadas son: consumo de azucares, produccion de
acido lactico, produccion de proteinas, formacion de biomasa y pH en el medio a

base de suero de leche.

La unidad experimental esta constituida por el matraz con 400 ml de medio con la
combinacion de factor y nivel correspondiente. Tabla 4.

Tabla 4. Composicion de los medios empleados para la fermentacion de
Lactobacillus casei subsp rhamnosus en suero de leche.
Medios
Componentes Control 1 ] 2 3
Aforar con Agua destilada a 1000 ml.®
Citrato de Amonio 2 g.°
Fosfato de Potasio 2 g.°
Fuente de Carbono Sacarosa 15 g. *® X X X
Fuente de Nitrégeno Suero de Leche ** X X X X
Carbonato de calcio 20g X X X X




5.2 DISENO METODOLOGICO
El desarrollo del presente trabajo se realiz en tres etapas:
Etapa I: Preparacion de preinéculos e inoculos.

Etapa Il: Cinética de crecimiento de L. casei subsp rhamnosus en medio a base de
suero de leche y evaluacion de parametros de fermentacion.

Etapa Ill: Andlisis fisico-quimico de la fermentacion de L. casei subsp rhamnosus
en las condiciones éptimas de crecimiento poblacional del mismo.

5.2.1 Preparacién de preindculos e inéculos

5.2.1.1 Activacién de Lactobacillus casei subsp rhamnosus. De un preservado
criogénico proveniente de una temperatura de almacenamiento de —196° C en
nitrogeno liquido; se tomo la totalidad de su contenido, o sea 1 ml y se inoculd
directamente en un erlenmeyer que contenia 40 ml de caldo MRS (Merck) Man,
Rogosa et Sharpe (1960), en camara de flujo laminar tipo Il. Se llevd a incubacién
por espacio de 20 a 24 horas a 35°- 37°C.

- Al dia siguiente se evalué la turbidez del caldo MRS (Merck), este al presentar
turbidez se inoculé 4 ml del cultivo preactivado en otro erlenmeyer con la misma
cantidad de medio de cultivo, se incubd a las mismas condiciones iniciales. De
esta manera se garantizo que la cepa estuviera completamente activada.

- Seguidamente se repico en cajas de agar MRS comercial (Merck) y en agar MRS
modificado con azul de anilina. Con asa de argolla por el método de estrias y se
incubo por 48 horas de 35°a 37°C.

- Se realiz6 la verificacion de pureza y se procedié a elaborar los cultivos de
trabajo y las cepas madre.

5.2.1.2 Conservaciéon de Lactobacillus casei subsp rhamnosus. La cepa se
conservOo en agar MRS para elaborar un stock reciente, para ello se tomaron
colonias aisladas del medio MRS azul de anilina y se sembraron en profundidad y
en superficie en tubos inclinados que contenian MRS glucosa 5g/L mas agar al
1,5%, estos preservados se usaron como cepas de trabajo y se incubaron durante
20 — 24 horas a 35 - 37°C y se almacenaron a 4°C.

5.2.1.3 Preparacion del Preinéculo. Se preparé la cepa de interés proveniente de
un stock reciente en caldo MRS comercial (Merck). Para tal efecto se inocularon
algunas colonias del preservado en un erlenmeyer que contenia 40 ml de caldo
MRS comercial (Merck) estéril. Se incubé por 24 horas a 35° 37° C. De esta
manera se preactivd y finalmente se activo realizando una inoculacién de 10 ml de
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este caldo a 100 ml de caldo MRS comercial (Merck) y se incubd en las
condiciones antes mencionadas.

5.2.1.4 Preparacién del Indéculo. Segun Crueger y Crueger (1993), el porcentaje
de inéculo se debe ajustar al 10% v/v. Por lo tanto, para los 15 ensayos de 400ml
de volumen de fermentacion se prepararon 650 ml de caldo MRS y se inocularon
con 65 ml de preinéculo. Se incub6 a 37 °C durante 18-24 horas.

5.2.1.5 Ajuste de indculo. Al cabo del 16 horas de incubacién del in6culo y cada
hora hasta las 24 horas, se tomaron alicuotas de 1 ml, se diluyeron en 9 ml de
agua destilada estéril y se homogenizé. De esta dilucién se tomaron 0,1 ml y se
dispusieron en la camara de conteo de células NeuBauer, ajustando asi la
poblacién a una concentracién de 4,65 x 10 Bact/mL (Ruales y Vallejo, 2007)

5.2.2 Cinética de crecimiento y determinacion de los parametros de fermentacion
5.2.2.1 Cinética de crecimiento. Para evaluar la cinética de crecimiento se
ferment6 un volumen de 400ml del medio a base de suero de leche y sacarosa en
matraz de 500ml, a escala de laboratorio, con temperatura de 35°C y agitacién
permanente. Para evaluar cada pardmetro de fermentacion se tomaron muestras
por duplicado en tiempo cero y subsecuentemente en lapsos de 2 horas, hasta las
24 horas.

5.2.2.2 Determinacién de Biomasa. Para cada ensayo y su duplicado se tuvieron
en cuenta los siguientes parametros de medicién de biomasa y el volumen tomado
para cada parametro:

- Densidad Optica (D.O): La absorbancia de la suspensién celular se determiné
en espectrofotometro (portable Datalogging Spectrophotometer HACH DR/20-10),
a una longitud de onda de 460nm. Para lo cual se tomaron 5ml.

- Unidades formadoras de Colonias. Se realizé empleando el Método de
Recuento en Placa. Para tal efecto se tom6 1ml del fermentado. Ver anexo A.

5.2.2.3 Determinacién de Consumo de Azucares Totales. Se realizé empleando
el Método de Antrona o Dubois. Se tomé 1ml del fermentado. Ver anexo B.

5.2.2.4 Determinacion de Proteinas totales. Se realizé aplicando el Método de
Lowry Modificado. Se tomé 1ml del fermentado. Ver anexo C.

5.2.2.5 Determinacion de produccion de &cido lactico. Se realizd aplicando el
método de titulacién con Hidréxido de Sodio 0,1N. Se tomaron 9ml del fermentado.
Ver anexo D.

5.2.2.6. Determinacién de pH. El CaC03; es un amortiguador de pH que permite
estabilizar el medio en procesos fermentativos, los cambios de pH se analizaron
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para explicar el comportamiento de L. casei subsp rhamnosus en el tiempo en
relacion a su respuesta frente al CaCOg, agregado en el inicio de la fermentacién,
y la acidificacién causada en un comienzo por la produccién de acido se evaluaron
con pH metro digital. Se tomaron 5 ml de muestra. Ver anexo E.

5.3 ANALISIS DE RESULTADOS

Para analizar los datos obtenidos después de la fermentacion de Lactobacillus
casei subsp rhamnosus, se utilizaron ecuaciones matematicas de primer orden y
para el analisis estadistico se emple6 el programa Statgraphics Plus 5.1.

El diseno base constd de:

3 factores experimentales, 1 bloque, 5 respuestas, 15 corridas, con 5 grados de
libertad y aleatorio. En la tabla 5 se relacionan las variables respuesta evaluadas
durante la fermentacion.

Tabla 5. Respuestas evaluadas durante la fermentacion de Lactobacillus casei
rhamnosus.

Respuestas Unidades
Variable Biomasa Moles/L
Variable Consumo de Azlcar g/L
Variable Produccién de I
Proteina 9
Variable Produccién de acido
l4cti g/L
actico
Variable pH -

5.3.1 Andlisis del comportamiento de L. casei en el medio a base de suero de
leche.

Para este analisis se realizd inicialmente la conversiébn de la absorbancia
registrada como una medida indirecta de la biomasa. Una vez expresada la
biomasa en %p/p, se realiz6 el balance de masas correspondiente que consiste en
establecer ;qué peso de células corresponde a 1 mol?, siguiendo algunos
parametros de la siguiente ecuacion.

Fuente de Biomasa Producto

C y energia

CH; Os2 + QNH; + bOg — s C Hyy Opg Ny + Yy C Hp; Opg N3
+ Yeog, €02 + WH0 + q(calor)
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Para luego calcular los rendimientos Y, correspondientes. Finalmente se
analizaron los parametros de fermentacion ensayados. Para luego compararlos y
explicar, la remociébn de materia organica en este sustrato. Todo lo anterior
siguiendo las recomendaciones descritas por El Programa Regional de Desarrollo
Cientifico y Tecnoldgico de la Secretaria General de la Organizacién de los
Estados Americanos (Ertola R., Yantorno O. y Mignone C., 2005).

5.3.2 Balance de masas

Se hizo la conversién de las unidades de absorbancia por las cuales se cuantificd
densidad o crecimiento a g/L y luego en Moles/L, para estimar el peso seco de la
biomasa. Célculo de cuantas Cmol se consumieron y cuantas Cmol se produjeron.
Finalmente se calculé el rendimiento Y entendido como la relacién general de la
masa que expresa salida con respecto a la entrada. Y definido con los subindices
Yx/s Yp/s, Yp/x.

5.4 ANALISIS DE FACTORES Y VARIABLES.

1. Con los datos que arrojo el ensayo, se procedié al analisis estadistico para lo
cual, primero se construyé un diagrama de Pareto, para comprobar el efecto y el
peso de cada factor dentro del experimento y cual de ellos aporté mas en las
respuestas.

2. Se escogieron los factores que mas aportaron a las respuestas y se procedié a
realizar el andlisis de superficies de respuestas.

3. Se realiz6 el grafico de superficies de respuestas y se analiz6 el
comportamiento cinético del microorganismo en el medio a base de suero de leche
con las variaciones ensayadas.

4. Se realiz6 finalmente un analisis mediante el grafico de contornos que permite
comprobar el analisis del grafico de superficie de respuestas. Este permitio
analizar combinaciones de variables frente a cada factor.

5. Se obtuvo el 6ptimo comportamiento cinético del microorganismo en el medio.

5.5 ANALISIS FISICOQUIMICO POST FERMENTACION
Después de culminar el tiempo de cosecha, se realizaron pruebas DBO ver anexo

6 y andlisis de DQO, ver anexo 7, que se analizaron en relacién al aporte del
microorganismo para remover materia organica a partir de lactosuero.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Etapa |. ACTIVACION Y CONSERVACION DE Lactobacillus casei subsp
rhamnosus

L. casei subsp rhamnosus se obtuvo a partir de un stock de trabajo, proveniente
del trabajo “Extraccion de proteinas tipo bacteriocinas provenientes de bacterias
lacticas que puedan ejercer una actividad antagdnica contra Helicobacter pylori’
desarrollado en la Universidad de Narifio (Portilla 2007).

Para la activacion de la cepa, se realizd6 un cultivo en caldo MRS comercial
(Merck) estéril durante 24 horas a 37°C, y una vez se observo turbidez en el
medio, se procedid a sembrar en cajas de agar MRS (Man Rogosa et Sharp-
Merck) y se incub6 en iguales condiciones.

Posteriormente, se realizé la verificacion de pureza de la cepa por observacion de
la morfologia macroscépica mediante cultivo en agar MRS modificado con azul de
anilina (8mg/ml), se observaron colonias pequefas, convexas, brillantes y
cremosas de color azul, compatibles con la morfologia descrita para bacterias
lacticas, figura 1. Y por observacion microscépica mediante coloracién de Gram,
con la cual se observaron bacilos cortos, Gram positivos, agrupados en
empalizada, tal como se presenta en la figura 2.

Figura 2. Morfologia macroscopica de Lactobacillus casei subsp rhamnosus:
Izquierda, colonias en agar MRS modificado con azul de anilina; derecha,
colonias agar MRS comercial
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6.2 ETAPA II: CINETICA DE CRECIMIENTO DE L. casei subsp rhamnosus EN
MEDIO A BASE DE SUERO DE LECHE Y EVALUACION DE PARAMETROS DE
FERMENTACION.

6.2.1 Preparacion de inéculos y preinoculos

Para la preparacion de preinoculos se tomaron 10 ml de caldo MRS comercial
(OXOID) que contenia la cepa preactivada y se inocularon en 100ml de caldo
MRS comercial (OXOID).

El inéculo se ajusté al 10% v/v segun Crueger y Crueger (1993). Para los 15
ensayos, cada uno con un volumen de 400ml de fermentacién, se prepard 650 ml
de caldo MRS y se inocularon con 65 ml de preindculo. Se incubd a 37°C durante
18-24 horas.

Posteriormente se realizé el conteo de células en camara de NeuBauer, ajustando
la poblacién a una concentracién de 4,65 x 10" bact/ml (Ruales y Vallejo, 2007).

6.2.2 Cinética de crecimiento de L. casei subsp rhamnosus en medio a base de
suero de leche

Para estudiar el comportamiento de L casei subsp rhamnosus se realizé la
fermentacion en un medio con suero de leche y sacarosa. Se ensayaron tres
factores: velocidad de agitacién, concentracion de CaCOs; y suero de leche y tres
niveles por cada factor. Ver tabla 6.

Tabla 6. Combinacién de factores y niveles utilizados en la determinacién del
comportamiento de L. casei subsp rhamnosus

Factor Unidad X N'(\)/el ]
Suero de leche g/L 180 210 240
Carbonato de Calcio g/L 7 9,4 21
Agitacién rpm 120 200 300

La cinética se obtuvo luego de 24 horas, periodo durante el cual se tomaron
muestras para la determinacion de los parametros de fermentacion desde el
tiempo cero o tiempo de inicio y después de este cada dos horas durante las 24
horas.

El experimento se realizd en 15 ensayos. Los ensayos, denominados a las
combinaciones de niveles y factores sugeridos tras la aplicacion del disefio
experimental Box Behnken utilizando el programa Statgraphics plus 5.1 para la
fermentacion y el andlisis de los resultados, se organizaron y codificaron de
acuerdo con el factor agitacion, solo por condiciones técnicas en la ejecucion del
experimento.
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Tabla 7. Factores, variables y resultados obtenidos durante la fermentacion de L.
casei subsp rhamnosus.

Factores Variables
Tiempo P. C.
umax Proteinas pH Ac Lactico | Azucares | Biomasa
Ensayo Suero CaCoO; Agitacion (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
1 -1 1 0 4 5,87 6,16 0.3 1.54 0,72
2 1 -1 0 7 5,98 5,1 2.3 2.71 0,673
3 0 0 0 5 7,86 5,99 0.75 1,13 0,777
4 1 1 0 4 8,73 5,81 0,5 1.29 0,748
5 0 (0] 0 6 7,05 5,88 0,775 1,19 0,624
6 0 0 0 6 13,80 5,83 0.8 1,4 0,327
7 1 -1 0 7 12,88 5,25 1,175 2,21 0,564
8 0 -1 1 3 5,57 6,53 0,25 0,86 0,465
9 1 0 1 5 5,37 4,95 2,2 1,57 0,249
10 0 1 1 4 9,49 5,21 1 1,3 0,073
11 1 0 -1 4 4,29 5,53 1 1,99 0,159
12 1 0 1 4 6,49 6,15 0,85 1,26 0,579
13 1 0 1 3 6,38 6,11 0,7 1,99 0,886
14 0 1 1 4 6,56 6,04 1,3 1,6 0,584
15 0 1 1 4 8,86 6,14 0,65 1,21 0,616

En la tabla 7 se presentan los resultados de cada ensayo para cada una de las
variables estudiadas, en relacion con la velocidad de crecimiento maxima o pMax.

La mayor produccidén volumétrica de acido lactico en la fase exponencial de
crecimiento se consiguié en el ensayo 2, que de acuerdo con Sanchez, 2007,
valores de pH cercanos a 5 favorecen una mayor produccién de este, ademas
este dato concuerda con la mejor conversion de sustrato a producto.

Asi mismo, una de las menores producciones de acido lactico se present6 en el
ensayo 1y es en donde el pH solo alcanzé un pH de 6.16, que no es considerado
como Optimo para la produccion de &acido lactico, ya que es cercano a la
alcalinidad.

La mayor produccién de proteinas se obtuvo en el ensayo 6, que se ferment6 bajo
las condiciones Optimas de los factores evaluados

Los resultados presentados en este trabajo se obtuvieron a partir de un sistema
sin control de pH, lo que puede producir condiciones inhibitorias para el
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crecimiento bacteriano, ya que al comparar con estudios en donde se realizo
control de pH se observa una mayor produccion de acido lactico.

Se conocen dos factores principales que limitan la biosintesis de acido lactico, el
crecimiento y la productividad: las condiciones limitadas de nutrientes que son
utilizados y el efecto inhibitorio de la acumulacién de acido lactico. (Youseff, 2005)

El mecanismo por el cual el crecimiento es inhibido por el acido lactico todavia no
esta totalmente entendido. El mecanismo aceptado de inhibicién esta relacionado
con la solubilidad de las formas no disociadas dentro de la membrana
citoplasmatica y la insolubilidad de las formas &cidas ionizadas. Esto causa
acidificacion de citoplasma y el colapso de la fuerza motriz, resultando en
inhibicion del transporte de nutrientes. (Gongalvez, 1997)

La capacidad de los lactobacilos de tolerar bajos valores de pH mas que otras
bacterias acido lacticas se origina desde sus citoplasmas con valores mas basicos
de pH, permitiendo altas concentraciones de acidos no disociados a ser tolerados.
Pero esto podria ademas ser relacionado con la alta actividad de la ATPasa
responsable de la extrusion de H+ o con la mayor eficiencia para la excrecion de
acido lactico por parte de los lactobacilos. (Gongalvez, 1997)

6.2.3 Analisis del comportamiento de L. casei subsp rhamnosus en relacién con el
factor velocidad de agitacion durante 24 horas de fermentacion

Como se puede observar en la grafica 1, los ensayos 1 a 7 inician con la fase de
crecimiento elevada dentro de las dos primeras horas de fermentacion lo cual
puede atribuirse a la preactivacion de la bacteria. Se observa que esta fase tiene
un ascenso constante hasta las de 10 a 14 horas.

La agitacion favorece la disponibilidad de oxigeno en el medio y considerando el
caracter anaerobio facultativo de la bacteria, este factor es de suma importancia
para favorecer su crecimiento. Sin embargo, una agitaciéon elevada induce un
crecimiento rapido y exagerado asi como procesos de lisis celular por la
acumulacién excesiva de productos en el medio.

La disminucién en el crecimiento a partir de la 8 horas hasta las 24 horas puede
deberse al consumo de azucares y demds nutrientes del medio ya que en un
cultivo cerrado, la concentracion de nutrientes afecta la velocidad de crecimiento y
la generacién de productos del microorganismo, también puede deberse a la
acidificacion del medio debido a la produccion de acido lactico por parte de L.
casei subsp rhamnosus. Segun Urribarri et al., 2003, los productos resultantes de
la fermentacién producen condiciones adversas que inhiben el crecimiento del
microorganismo.
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Grafica 1: Dinamica de crecimiento de Lactobacillus casei subsp rhamnosus a 200
rpm

Dinamica de crecimiento para los ensayos 1 a7 a una
velocidad de agitacion de 200 r.p.m
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Cabe destacar la notable disminucién del crecimiento de la bacteria en el ensayo
7, a partir del tiempo 14 hasta 24 horas, lo cual podria explicarse en la baja
concentraciéon del CaCOS3 en el medio y la produccion de &acido lactico mas alta. La
acumulacion de acido lactico en el medio acelera la fase de decadencia debido a
su accion directa sobre el potencial de las membranas, las desestabiliza y por lo
tanto las células son susceptibles a lisis celular.

En la gréfica 2, se relacionan los ensayos 8, 9, 10 y 11, desarrollados a una
velocidad de agitacién de 120 r.p.m. En general, en el ensayo 8 se observo un
ligero aumento del crecimiento desde el tiempo 0 al tiempo 6, periodo de
crecimiento exponencial corto en comparacion con los ensayos 9, 10 y 11. Se
puede observar que no existe un aumento considerable de biomasa durante la
fermentacion dentro de las primeras horas como si ocurrié en la fermentacion a
200 r.p.m. A partir del tiempo 10 aproximadamente se inicia el descenso lento en
la cantidad de biomasa presente en el medio de cultivo. De acuerdo con la tabla 8
en este grupo de ensayos (8, 9,10 y 11) se presentan algunos de los valores mas
altos de produccion de acido lactico (ensayo 9) y mas bajos en cuanto a pH
(ensayo 9 y 10). La ausencia o baja velocidad de agitacién estan directamente
relacionadas con un tiempo de duplicacién celular prolongado, sin embargo la
generacion de productos del metabolismo celular puede verse favorecida. Esta
ultima condicion es importante cuando se pretende la obtencion de productos de la
fermentaciéon como &cidos organicos y antibidticos.
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Grafica 2: Dinamica de crecimiento de Lactobacillus casei subsp rhamnosus a 120
rpm

Dinamica del crecimiento en los ensayos 8,9,10 y 11 a una velocidad de
agitacion de 120 r.p.m
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En la gréfica 3, se presentan los ensayos 12, 13, 14 y 15 realizados con una
velocidad de agitacién de 300 r.p.m. Donde se puede observar ausencia de fase
de adaptacion e ingreso inmediato a la fase de crecimiento exponencial, ya que el
crecimiento aumenta desde el tiempo 0 al tiempo 8, principalmente para los
ensayos 12, 14 y 15; para estos ensayos, a partir del tiempo 8-14 se presenta un
ligero descenso lo que indica que la fase de adaptacion de la bacteria en estos
medios de cultivo es corta e ingresa rapidamente en fase de decadencia. Para el
ensayo 13, el crecimiento se estabiliza en los tiempos 7 a 11 y a partir del tiempo
12 se genera una lenta fase de decadencia que perdura hasta el tiempo 24. En el
ensayo 13 se presentd el mayor crecimiento entre los 15 ensayos.

El comportamiento del microorganismo en este grupo de ensayos es el resultado
de la velocidad de agitacién de 300 r.p.m. Este factor genera una alta
disponibilidad de oxigeno en el medio y favorece temporalmente el crecimiento
microbiano. Sin embargo, el efecto adverso de la agitacion sobre el crecimiento en
el tiempo es claro en todos los ensayos a partir del tiempo 14.

Con los datos obtenidos se puede evidenciar que a mayor agitacién mayor
crecimiento sin embargo, el periodo de la fase de crecimiento exponencial es
corto. Esto responde a que la agitacidon excesiva puede producir lisis celular e
incrementar la temperatura, lo que ocasiona un descenso en la viabilidad celular
rapidamente (Ertola R., Yantorno O. y Mignone C. 2005).
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Grafica 3: Dinamica de crecimiento de Lactobacillus casei subsp rhamnosus a 300
rpm

Dinamica de crecimiento en los ensayos 12, 13,14y 15 con una
velocidad de agitacion de 300 r.p.m
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6.2.4 Evaluacién de parametros de fermentacion

En cuanto a la producciéon de proteinas, se obtuvo un maximo de 16,55¢g/L al
tiempo 18 en el ensayo 6 (ver grafica 4), siendo inferior al reportado por Ruales et
al 2007, al evaluar el crecimiento de este microorganismo en un sustrato a base
de suero de leche pero utilizando como fuente de carbono la glucosa que fue de
30,51 g/L. Este resultado puede deberse a que la sacarosa es un disacarido y por
lo tanto es costoso para el metabolismo del microorganismo. A diferencia de la
glucosa que es un monosacarido facil de metabolizar.
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Grafica 4. Produccion de proteinas por Lactobacillus casei subsp rhamnosus en el
ensayo 6.
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Por otro lado la esterilizacion en autoclave del medio de cultivo, previo a la
fermentacion podria haber permitido la reaccién de Maillard que tiene lugar entre
los grupos carbonilos de los azucares con los grupos amino de proteinas,
aminodcidos, etc. Y consiguiente formacién de productos de condensacion con lo
cual se inactivan significativas cantidades de carbohidratos y nitrégeno aminico
(Ertola R., Yantorno O. y Mignone C., 2005). La naturaleza de las interacciones
que tienen lugar entre los componentes de un medio, durante la esterilizacion por
calor, depende no solamente de la naturaleza de los componentes sino también
de la temperatura, duracion del calentamiento, pH del medio y de la agitacion.

Uribarri, et al., 2004, al someter el suero de leche a 115°C durante 20 minutos,
encontraron que se observa un ligero incremento en la concentracion de lactosa y
fésforo, mientras que el porcentaje de nitrdgeno y proteinas disminuyeron en un
42,86% Yy 43,28%, respectivamente.

Ademas, segun Kunji et al 1996, muchas cepas de bacterias acido lacticas son
deficientes en la sintesis de uno o mas amino&cidos, lo cual incrementa los
requerimientos para un balanceado medio de cultivo para la produccién de
proteinas.

La produccién de proteinas se incrementé desde el tiempo 0 hasta el tiempo 6, y
en los ensayos 3 y 14 (ver graficas 5 y 6) hasta el tiempo 9 y 8 respectivamente,
ambos presentan en la composicién del medio de cultivo el factor suero en la
concentracién 6ptima reportada por Ruales et al., 2007.

En el grupo de ensayos correspondiente a los puntos centrales, la produccién de
biomasa se correlaciona con la produccion de proteinas, lo cual refleja el
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aprovechamiento de los nutrientes y condiciones del medio por parte del
microorganismo.

Grafica 5. Produccion de proteinas por Lactobacillus casei subsp rhamnosus en el
ensayo 3.
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Grafica 6. Produccién de proteinas por Lactobacillus casei subsp rhamnosus en el
ensayo 14.
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En los ensayos 1, 3, 12, 13 se observa que la produccion de proteinas se da en
puntos en donde la produccion de biomasa no es la mas alta y se presenta una
diferencia aproximada de 4 horas entre el punto maximo de cada uno de los
valores. Esto puede deberse a la composicion y combinacion de factores en cada
uno de los medios de cultivo.
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Grafica 7. Produccion de acido lactico y consumo de azucares por Lactobacillus

casei subsp rhamnosus, en ell ensayo 2.
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En cuanto a la produccion de acido lactico y consumo de azucares, se encontrd
que el ensayo 2, con 2,3 g/L de acido lactico y 2,71 g/L de proteinas presenté la
mayor eficiencia en el consumo de sustrato y obtencion de producto. Se destaca
que la mayor produccion de acido lactico se hace mas notable en los tiempos 7 a
9, continuando con un ascenso hasta el final de la fermentacién en el tiempo 13.
(Ver grafica 7).

En este ensayo no se obtuvo una produccién alta de proteinas (5,98g/L) y se
presenta una produccion de biomasa dentro del promedio del resto de ensayos
(0,673g/L)

Segun Vasala et al, 2005, la presencia de péptidos digeribles mejoran la
produccion de acido lactico en el suero de leche, ademas la produccion de acido
lactico estd correlacionada con la cantidad de biomasa, siempre y cuando la
concentracion se encuentra bajo el nivel inhibitorio. Esto implica que el
crecimiento de los lactobacilos incrementa la tasa de produccién de acido lactico.

En la grafica 8, se puede observar que las UFC de Lactobacillus casei subsp
rhamnosus presentan un crecimiento constante hasta el tiempo 5, después del
cual se produce un crecimiento rapido entre los tiempos 6 y 7 y posteriormente se
presenta una caida rapida en el recuento de UFC.
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Grafica 8. Recuento de Unidades Formadoras de Colonias de Lactobacillus casei
subsp rhamnosus, ensayo 2.
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El pH obtenido en el ensayo 2 es de 5,1 (ver grafico 9) uno de los mas bajos de
todos los ensayos y este se obtuvo en el tiempo 7, tiempo en el cual se produce la
caida de la curva de crecimiento.

Grafica 9. Cambios de pH de Lactobacillus casei subsp rhamnosus, ensayo 2
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Una posible explicacion al comportamiento de Lactobacillus casei subsp
rhamnosus en el ensayo 2 puede ser la falta de control del pH, ya que es sabido
que los productos de las fermentaciones promueven condiciones adversas que
inhiben las funciones de los microorganismos. (Uribarri et al, 2006).
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El ensayo que presenté la menor produccion de &cido lactico fue el 8 con 6,53,
una produccién de acido lactico de 0,25g/L y un consumo de azucares de 0,36
g/L, unos de los valores mas bajos de entre los ensayos.

Grafica 10. Produccién de acido lactico y consumo de azucares por Lactobacillus
casei subsp rhamnosus, ensayo 8.

—e— Acido Lactico Azucares ‘
4 38
357 -+ 37
=
2 °7 // 363
2.5 f )
g 2° + 35
T 21 8
2 15 (%8
o ! =]
§ ; B 1 33 &
0.5 + + 32
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 31

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Esta baja producciéon de acido lactico a un pH favorable para el crecimiento
bacteriano puede deberse a la relativa poca produccibn de biomasa,
probablemente influenciada por la combinacion entre factores de agitacion,
carbonato de calcio y concentracién de suero de leche.

Tabla 8. Datos de Balance de masas & rendimientos para los ensayos 1 a 15 con
Lactobacillus casei subsp rhamnosus

Sustrato | Biomasa | Producto | Yp/s | Yx/s
ENSAYO | C-mol/L | C-mol/L C-mol/L % % umax u
1 0.0516 0.027 0.0033 | 6.4 52 0,872 0,41
2 0.091 0.026 0.025 | 27 29 0,247 0,12
3 0.038 0.028 0.0033 | 21 73 0,575 0,28
4 0.043 0.029 0.0056 | 13 67 0,49 0,24
5 0.04 0.024 0.0086 | 22 60 0,251 0,12
6 0.0047 0.013 0.0089 | 19 28 0,133 0,07
7 0.074 0.022 0.013| 18 30 0,303 0,14
8 0.018 0.029 0.0028 | 10 62 0,313 0,15
9 0.052 0.01 0.024 | 46 19 0,153 0,07
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10 0.043 0.0028 0.011 26 6 0,079 0,04
11 0.066 0.0061 0.011 16 9.2 0,134 0,07
12 0.042 0.022 0.0094 | 22.3 52.3 0,318 0,16
13 0.066 0.034 0.0078 | 12 51.5 0,901 0,44
14 0.053 0.022 0.014 | 26 42 0,594 0,28
15 0.04 0.024 0.0072 18 60 0,483 0,24

La mayor velocidad especifica de crecimiento se observa en el ensayo 13, y el
mejor rendimiento biomasa -sustrato se presenta en el ensayo 3.

De los ensayos realizado el 9 fue el que obtuvo el mejor resultado para
rendimiento de producto por sustrato consumido (46%), ver tabla 8, este dato se
puede comparar con la investigacion de Ruales et.al en la que reporta un Yp/s de
38% para el sustrato miel de panela-suero de leche, indicando una menor
produccion en este medio, lo que puede deberse a la alta concentracion de
azucares disponibles de la miel de panela lo cual podria causar una inhibicién en

la sintesis de este metabolito.

ETAPA Il DISENO EXPERIMENTAL PRELIMINAR

6.3.1 Diseno experimental preeliminar. Se trabajo un disefio experimental

preliminar como se muestra a continuacion:

Tabla 9. Descripcidn del disefio experimental preliminar

Resumen del Diseno.

Clases de Disefno: Superficie de respuesta

Nombre de Diseno: Diseio Box-Behnken

Base de Diseno

Numero de factores experimentales: 3 Numero de bloques: 1
Numero de residuos 5

Numero de ejecuciones: 15
Aleatorizado: Si

Factores

Unidades

Factor suero

Factor carbonato
Factor agitacion

Respuestas

Pequeno  Grande
-1.0 1.0
-1.0 1.0
-1.0 1.0
Unidades
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Var biomasa C-mol/L

Acido lactico g/L
Consumo de sustrato g/L
proteinas g/L
pH

Después de realizar el andlisis estadistico con el programa Statgraphics CD-ROM,
Programa estadistico, version 5.0, 2000 plus se obtuvo los siguientes resultados:

e Andlisis de varianza para la respuesta biomasa

En el Andlisis de varianza para la biomasa (c-mol/L), el R-cuadrado indica que en
el diseno se explica en un 76.07% de variabilidad para la respuesta biomasa. El R-
ajustado para los grados de libertad es 33.0181%, lo cual indica que las variables
tiene efecto sobre la respuesta. Se observo que el efecto de las variable carbonato
de calcio no es significativo pero su efecto cuadratico si lo es (p= 0.0347<0.05),
por lo que se deduce que este factor es significativo lo cual se justifica con ayuda
del principio estadistico denominado parsimonia , los factores agitacién y suero de
leche y las interacciones entre agitacion-suero; agitacién-carbonato de calcio;
Suero-carbonato de calcio presentan valores de P mayores a 0.05, lo cual mostré
un efecto poco significativo en la variable respuesta. (Ver grafica 11)

Grafica 11. Diagramas de Pareto y Superficie de Respuestas para Variable
biomasa

a) Diagrama de Pareto b) Diagrama de superficie de respuestas
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Segun el analisis de superficie (grafica 11) y teniendo en cuenta que la
combinacién BC (Carbonato de calcio-Agitacion) presenta un valor superior a 0.05
y no muestra efectos significativos sobre la respuesta, fueron graficados ya que
individualmente presentan valores cercanos a p-valor 0.05. Segun este grafico se
puede observar que la mejor repuesta se da en la combinacién de niveles
intermedios de carbonato de calcio (14gr) y niveles altos de agitacién (300 rpm).
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Esta combinacion de factores la presentd el ensayo 13 y se correlaciona con la
mayor produccion de biomasa (ensayo13).

e Analisis de varianza para la respuesta Acido lactico

En el Andlisis de varianza el acido lactico (g/L), el R-cuadrado indica que en el
diseno se explica en un 81.2475% de variabilidad para la respuesta Acido lactico.
El R-ajustado para los grados de libertad es 47.493%, En este caso, 1 de los
efectos tienen los p-valores inferiores a 0.05, indicando que son significativamente
diferentes de cero al 95.0% de nivel de confianza. Se observa que el efecto del
carbonato de calcio al cuadrado presenta un valor de p menor a 0.05 (0.0300), lo
que indica el efecto significativo sobre la variable respuesta mientras que los
demas factores y su combinaciones presentan valore de P mayores a 0.05, lo cual
muestra un efecto poco significativo en la variable respuesta. Esto puede deberse
a que el carbonato de calcio puede ser utilizado como aditivos indirectos para la
industria alimenticia ya que posee bajo contenido de electrolitos y presenta un
efecto estabilizador del pH, el cual segun Sanchez et.al 2007 los valores de pH
cercanos a 5 favorecen la produccion de Acido lactico.

Grafica 12. Diagramas de Pareto y Superficie de Respuestas para variable Acido
lactico

a) Diagrama de Pareto b) Diagrama de superficie de
respuestas
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Aunque la combinacién BC presenta un valor P superior a 0.05 es la combinacion
donde este se acercaba mas a 0.05 (0.0766), se observa que en esta interaccion
la mayor produccién de acido lactico se encuentra en la combinaciones de los
niveles alto y bajo (21gr y 120 rpm), respectivamente para las variables leche en
polvo y carbonato de calcio. Ver grafica 12.
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e Analisis de varianza para consumo de sustrato

En el Analisis de varianza para el consumo de sustrato, el R-cuadrado indica que
en el disefno se explica en un 67.2969% de variabilidad para la respuesta consumo
de sustrato. El R-ajustado para los grados de libertad es 8.43%, lo cual indica que
las variables no tienen ningun efecto sobre la respuesta. Lo que se puede atribuir
que la técnica utilizada (Dubois 1954) para evaluar esta respuesta se basa en la
cuantificacién de azucares totales en el medio y para todos los ensayos la
cantidad de sacarosa fue constante por lo cual puede considerase como una
variable independiente de los factores.

Grafica 13. Diagrama de Pareto para variable Consumo de Sustrato
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e Andlisis de varianza para variable pH

Segun el andlisis de varianza (ANOVA) el R-cuadrado explica el 77.0913% de la
variabilidad de pH. El estadistico R-cuadrado ajustado a los grados de libertad, el
cual es mas adecuado para la comparacién de numeros diferentes de variables
independientes, es 35.8555%.

Se observo que el efecto de las variables (Suero de leche, Carbonato de Calcio y
agitacion) y las interacciones de ellas presentan valores de P mayores a 0,05 lo
cual mostro un efecto poco significativo en la variable pH.
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Grafico 14. Diagrama de Pareto para variable pH
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El estadistico R-cuadrado indica que el modelo asi ajustado explica el 54.918% de
la variabilidad en proteinas. El estadistico R-cuadrado ajustado, para los grados
de libertad es 35.8555%.

El estadistico Durbin-Watson (DW) examina los residuos para determinar si hay
cualquier correlaciéon significativa basada en el orden en el que se suceden en el
fichero de datos. Puesto que el p-valor es inferior a 0.05, hay indicios de una
posible correlacién de serie.

Los p-valores para las variables y sus combinaciones presentan valores
superiores al 0.05 lo que indica que no tienen ningun efecto significativo sobre la
variable respuesta.

e Analisis de varianza para variable Produccién de Proteinas

El estadistico R-cuadrado indica que el modelo asi ajustado explica el 54.918% de
la variabilidad en proteinas. El estadistico R-cuadrado ajustado, para los grados
de libertad es 0.0%.

El estadistico Durbin-Watson (DW) examina los residuos para determinar si hay
cualquier correlacion significativa basada en el orden en el que se suceden en el
fichero de datos. Puesto que el p-valor es inferior a 0.05, hay indicios de una
posible correlacién de serie.

Los p-valores para las variables y sus combinaciones presentan valores
superiores al 0.05 lo que indica que no tienen ningun efecto significativo sobre la
variable respuesta



Grafico 15. Diagrama de Pareto para variable produccién de proteinas
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Tabla 10. Resultados de analisis de DBOS5 realizados a ensayos seleccionados

Analisis Muestra Unidades Resultados Porcentaje

Demanda Inicial mg/L O, 73500 de remocién
Bioquimica de 1 mg/L O, 72000 2%
Oxigeno 9 mg/L O, 69000 6%
(DBO5) 13 mg/L Oy 66000 10%

Los resultados obtenidos mediante la determinacion de DBOs, ver tabla 10,
muestran una degradacién bioquimica progresiva de la materia organica presente
en el fermento lactico, que se manifiesta mediante la oxidacién de los compuestos
inorganicos como sulfuros, ion ferroso, etc, y también el utilizado para oxidar
compuestos reductores de N, Esta prueba se utilizé también para determinar los
requerimientos relativos de O, de las bacterias presentes en el fermento lactico, en
este caso Lactobacillus casei subsp rhamnosus.

Al realizar los andlisis de DBO y DQO al fermento inicial, que presentaba los
factores en valor central, indican que este presenta una DBO superior al reportado
en la bibliografia, ya que en este estudio se obtuvo un valor de 73500mg/L O..
Esta diferencia puede deberse a que el medio de cultivo aparte del suero de leche
también contenia sacarosa, que es otra sustancia que aporta materia organica al
medio.




El efluente liquido de la industria lactea presenta como principales contaminantes
aceites y grasas, sélidos suspendidos, DQO, DBO vy nitrégeno amoniacal
(Kjeldahl). El azdcar constituyente de la leche denominada lactosa es uno de los
principales aportantes de DBO en los procesos productivos. Las emisiones
liquidas aportan nutrientes (fésforo y nitr6geno), lo cual obliga a evaluar su
impacto sobre los cuerpos superficiales.

Los principales procesos contaminantes son los procesos de produccién de
quesos, cremas y mantequilla, el proceso de lavado de torres de secado y las
soluciones de limpieza alcalina. Se estima que el suero generado en la
elaboracion de quesos tiene una DBO5 del orden de 40.000 - 50.000 mg/l.
(Lannane et al, 2005)

Considerando que el poder contaminante de un habitante es de 70 g por dia de
DBO, y tomando como ejemplo un efluente que tenga 35 g I" de DBO como el
suero de queso, con un volumen diario de ese efluente en una fabrica de queso de
1.000.000 litros, decimos que el grado de contaminacién equivale a una poblacion
de 500.000 habitantes, lo que da una idea muy clara de la magnitud de la
contaminacién ambiental que puede producir una sola fabrica si no se utiliza ese
efluente.

Tabla 11. Resultados de analisis de DQO realizados a ensayos seleccionados

Analisis Muestra Unidades Resultados Porcentaje

Demanda Inicial mg/L O, 194000 de remocion
Quimica de Ensayo 1 mg/L O, 182350 6%
Oxigeno Ensayo 9 mg/L O, 119000 39%
(DQO) Ensayo 13 mg/L O, 163400 16%

Segun Rosa et al, 2008, el suero de leche presenta una DQO de promedio de
5000 mg de O2/L, lo cual es un valor inferior al obtenido en este estudio, lo que
puede deberse a la sacarosa presente en el medio de fermentacién.

En este estudio, ver tabla 11, se observa que los valores de DQO son mayores
que los obtenidos para DBO, posiblemente esto se deba a que algunos
compuestos organicos no son oxidados facilmente por los microorganismos y a la
formacién de biomasa microbiana. (Atlas, 2002).

Generalmente para el tratamiento de efluentes y la degradacion de materia
organica presente en ellos se emplea un pool de bacterias que en conjunto se
encargan de realizar la remocion de contaminantes, ya que una poblaciéon Unica
de microorganismos no podria realizarla de manera totalmente eficiente. Segun
Carrillo 2002 sugiere la utilizacion de una mezcla de levaduras capaces de
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consumir lactosa y otras de consumir los subproductos generados por la actividad
metabdlica de las primeras, obteniéndose reducciones muy altas en la demanda
quimica de oxigeno, que no son alcanzables con la utilizacién de monocultivos.

Las poblaciones microbianas empleadas para el tratamiento de efluentes son
usualmente una mezcla muy compleja de diferentes géneros y especies de
bacterias, hongos y protozoarios. (Ertola et al, 2005).

En general, en la tabla 11, se puede observar que como la remocion de materia
organica no es la 6ptima y aun después del tratamiento del lactosuero con
Lactobacillus casei subsp rhamnosus se encuentran cantidades considerables de
materia organica en el medio, es necesario buscar una alternativa que involucre el
aprovechamiento del total del lactosuero en la elaboracion y/o obtencién de otros
productos.

Segun Ertola et al 2005, el aprovechamiento o la valorizacién mas conveniente de
un efluente por via microbiana depende del producto a ser obtenido o mas
precisamente de las aplicaciones y aceptacién por parte del mercado de ese
producto. Por accion de los microorganismos sobre la materia organica puede
obtenerse:

Energia a partir de residuos solidos o liquidos, como es el caso del metano,
Fertilizantes o condicionadores del suelo, a partir de residuos sélidos,
Alimentos de tipo no convencional, como proteinas unicelulares, y
Metabolitos especificos, como alcohol, acido lactico, enzimas, etc.

aoow
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7. CONCLUSIONES

- De acuerdo a los datos obtenidos se puede concluir que a mayor agitacion
mayor crecimiento sin embargo, el periodo de la fase de crecimiento exponencial
es mas corto.

- La bacteria Lactobacillus casei subsp rhamnosus presentd una rapida adaptacion
al medio de cultivo suero de leche-sacarosa

- Los valores de pmax por lo general en la mayoria de ensayos se alcanzan en el
tiempo 4 (8 hrs.), determindndose a esta hora como el tiempo de cosecha.

- Al comparar los resultados obtenidos por Ruales, V et.al 2007 utilizando suero
de leche y miel de panela como sustrato, con los de esta investigacién se observa
que al cambiar la fuente de carbono por sacarosa hay mayor rendimiento de
produccion de acido lactico de 34% a 43% respectivamente.

- Las mejores condiciones para la producciéon de biomasa se obtienen en valores
intermedios de carbonato de calcio (14gr) y niveles altos de agitacién (300 rpm)

- La mayor produccioén de proteinas se obtuvo en el ensayo 6, que se fermenté
bajo los valores intermedios de los factores evaluados

- El porcentaje de remocién de materia organica utilizando Lactobacillus casei
subsp rhamnosus, es relativamente bajo a diferencia de estudios que utilizan
cultivos mixtos.
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8. RECOMENDACIONES

- Realizar estudios que evallen el comportamiento de Lactobacillus casei sbp
rhamnosus en el medio de cultivo suero de leche, frente a otros microorganismos
de interés industrial empleados en la elaboracion de bebidas fermentadas, tales
como bacterias pertenecientes al género Streptococcus y otras especies del
género Lactobacillus, para el desarrollo de cultivos iniciadores.

- Realizar estudios sobre remocion de materia organica empleando un pool de
bacterias que sean capaces de degradar los diferentes compuestos del suero de
leche.
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ANEXOS

Anexo A. Método de Recuento en Placa.

Fundamento: Suministra informacion de las células viables y su comportamiento
en el tiempo, expresado en numero de UFC/mI de fermento Iactico.

Medios:
- Agua de peptona al 0,1%
- Agar MRS comercial

Procedimiento:

- Diluir 1 ml de muestra en 9 ml de agua peptonada al 0.1% y realizar una serie de
diluciones decimales, empezando de la dilucién 10" a 10® en los tiempos 0, 1, 2;
de la dilucién 10" a 107 en los tiempos 3,4; de la dilucion 10" a 107 en los
tiempos 5,6; de la dilucién 10 a 10 en los tiempos 7,8; de la dilucién 10 a 107"
en los tiempos 9, 12.

- Se siembran las tres ultimas diluciones de cada tiempo en cajas de petri con agar
MRS comercial (Merck). Se siembran por duplicado y en superficie con 0.1 ml de
las diferentes diluciones. Para lograr una mejor homogeneizacién se realiza un
extendido con rastrillo de vidrio en forma radial y circular paralelamente teniendo
en cuenta de retirar todas las perlas cada vez que se siembra el in6culo de cada
dilucién. Se lleva a incubacién por 24 horas a 37°C.

- Se toman en cuenta los cultivos con diluciones que presenten entre 30 y 300
unidades formadoras de colonias (UFC). Se hace un promedio, se multiplica por la
dilucién y por 10 para reportar el volumen por ml del fermento lactico.

Anexo B. Determinacion de Consumo de AzUcares Totales. Método de Antrona o
Dubois.

Fundamento: La reaccion de Antrona constituye la base de un método
conveniente para la determinacion de hexosas, aldopentosas y acidos
hexourdnicos, bien sea que estén libres o formando parte de los polisacaridos. La
solucion azul-verdosa muestra una absorcién maxima a 625 nm.

Reactivos:

- Antrona

- Acido sulfurico 10% y 96%
- Glucosa grado reactivo
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La vidrieria para las dosificaciones como para las diluciones deben estar
previamente lavadas con H2SO4 al 10%, se dejan en remojo los tubos con el
mismo acido por 24 horas, luego se desocupan y se dejan invertidos para su
secado por lo menos 3 horas.

Curva Estandar:

Preparacion del reactivo de Antrona: Se debe disolver 200 mg de Antrona en 100
ml de H2SO4 al 96%.

Conservar en el erlenmeyer de 200ml cubierto con papel aluminio. Antes de
agregar la Antrona se coloca un magneto y se lleva a agitacién por 5 minutos.

Soluciéon Madre: Se disuelven 0.1 g de glucosa en un balén volumétrico de 200ml,
hasta completar su volumen con agua destilada y estéril. De esta solucion se
toman 10 mly se completa hasta 100 ml en un balén volumétrico (100 ml).

Dilucién Patrén: Se establece una curva estandar de 0 a 50 mg/L. Después de
efectuar una dilucién de 1/10 de la solucion madre (50mg/L), depositar en una
serie de tubos 0-0.25 - 0.50 - 0.75 -1.0 -1.25-1.50-1.75 -2.0 -2.5 ml de la solucion
madre y completar a 2.5 ml con agua destilada.

El procedimiento a realizar se describe a continuacion:

Tanto la curva estandar como las muestras a dosificar sufren el mismo
tratamiento, mas la dosificacion de azucares totales es realizada sobre 2.5 ml de
muestra convenientemente diluida conservados en bafio de hielo.

Para las muestras de azlcares se hacen diluciones 107, 102, 10 en agua
destilada, filtrada y estéril para correr D.O. (La densidad 6ptica debe estar entre 0
y 1, si se pasa se debe diluir).

El blanco se prepara con 2.5 ml de agua destilada mas 5 ml del reactivo de
Antrona.

Al agregar la Antrona no debe haber mucha variacion de tiempo.

- Con un agitador de tubos mezclar hasta homogenizar la solucién.

- Llevar a ebullicion durante 10 minutos.

- Enfriar dentro de un bafo de hielo, esperar 5 minutos y llevar al agitador de
tubos.

- Agitar y aflojar las tapas de los tubos (sin destaparlos), esperar 5 minutos para
eliminar las burbujas de aire.

Leer a 625 nm contra blanco.

Anexo C. Determinacién de Proteinas totales. Método de Lowry Modificado.

Fundamento: Las proteinas reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteau para
dar un complejo color azul, (debido a la reaccién del cobre alcalino con la
proteina). La intensidad del color depende del numero de aminoacidos presentes y
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enlaces peptidicos y cambiara segun la clase de proteina; la solucion azul muestra
una absorbancia maxima a 750 nm . Rango de linealidad entre 0-300 mg/L.

Reactivos:

Solucién A: Diluir 0.5 g de tartrato de sodio y potasio, 25 g de carbonato de sodio,
125 ml de hidréxido de sodio 1 N en 125 ml de agua destilada.

Solucién B: Diluir 2 g de tartrato de sodio y potasio, 1 g de sulfato de cobre en 10
ml de hidroxido de sodio 1 N.

Soluciéon C: Preparar una soluciéon de agua destilada y reactivo de Folin-Ciocalteu
en proporcion 14:1 (Preparar al momento de usar).

Solucion estandar de Seroalbumina bovina: Disolver 15 mg en 50 ml de agua
destilada, el resto se almacena en congelador (Concentracion final 300 mg/L).

Curva Estandar

Establecer una curva estandar de 0 a 300 mg/L. Dentro de una serie de tubos de
ensayo o balones aforados de 0-1-2-4-7-5-8 y 10 ml de solucién de seroalbumina
bovina y completar a 10 ml con agua destilada.

Procedimiento

- Ajustar 1 ml de patrones de la curva estandar y muestras por duplicado.

- Adicionar 0.5 ml de NaOH 2 N a todos los tubos.

- Colocar en bano Maria a temperatura de ebullicién durante 10 minutos.

- Reposar en bafno de agua fria.

- Adicionar 0.5 ml de H2S0O4 2.6 N.

- Adicionar 0.9 ml de solucién A.

- Llevar por 10 minutos a bafio Maria a 50° C.

- Reposar en bafo de agua fria.

- Adicionar 0.1 ml de solucién B.

- Colocar por 10 minutos en la oscuridad.

- Preparar la solucién C y adicionar 3 ml:

Reactivo de Folin-Ciocalteau para 50 ml en bal6n aforado:

14 ml 1 ml Reactivo
50 ml X

50/14= 3.57 ml de reactivo de Folin-Ciocalteau

- Llevar 10 minutos a bafio Maria a 50°C.
- Reposar en bafo de agua fria.
- Leer absorbancia a 750nm y a tras lu
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Anexo D. Determinacion de produccion de acido lactico.

Reactivos:
- NaOH en escamas
- Agua destilada y desionizada.

Procedimiento:
Preparar una solucién de 1000ml de NaOH 0,1N pesando 4 g de NaOH en
escamas en un balén aforado de 1000ml y completar con el agua destilada hasta
aforar. Invertir el balon aforado varias veces hasta que se disuelva el NaOH
completamente.

Realizar la prueba de acidez titulable de la siguiente manera: Llenar la bureta con
la solucion de NaOH 0,1N. En un vaso de fondo blanco poner 9ml de la muestra y
adicionarle de 3 a 5 gotas de una solucion alcohdlica de fenolftaleina al 1%, agita
e inmediatamente deja caer gota a gota la solucién de hidréxido, mientras continta
agitando el vaso. Cuando el color de la muestra cambia a rosado tenue y este
color permanece durante unos pocos segundos es momento de detener el goteo.
La cantidad en porcentaje de acido lactico producido se calcula con la siguiente
formula:

% Acido lactico= ml gastados x normalidad de NaOH x masa molar acido lactico

Cantidad de muestraen ml x 10
Acido lactico (g/L) = ((V1 x N)/V2) x K x 1000

V1= ml gastados

V2= cantidad de muestra en ml

K= peso equivalente del acido lactico (0,045g/meq)
N= normalidad del NaOH (0,1 meg/ml)

El tiempo de cosecha se determina al encontrarse la mayor produccion de
proteinas, formacién de biomasa y cuando el crecimiento exponencial comience a
detenerse.

Anexo E. Determinacion de pH

Fundamento: Se basa en que el electrodo del pHmetro contiene una disolucion
acida encerrada en una membrana de vidrio especial que permite la migracién de
los iones H3O". Si la disoluciéon desconocida tiene un pH diferente a la disolucién
dentro del electrodo, se establece una diferencia de potencial, la cual se registra
en la escala de pH que presenta el equipo.

Procedimiento:
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Tomar 5ml de muestra a evaluar y depositarlos en un beaker de 25ml, introducir el
electrodo del pHmetro en la muestra, esperar a que el equipo realice la medicion,
leer el resultado presentado en la pantalla del equipo. Después de realizar la
medicidon y antes de realizar la siguiente, se debe lavar el electrodo con agua
destilada.

Anexo F. Determinacion de Demanda Bioquimica de Oxigeno

Fundamento: La D.B.O. representa la cantidad de oxigeno consumido por los
gérmenes aerobios para asegurar la descomposicién dentro de condiciones bien
especificadas de las materias organicas contenidas en el agua a analizar. El
fundamento del método, consiste en medir la cantidad de O2 disuelto en un medio
de incubacion al comienzo y al final de un periodo de 5 dias, durante el cual la
muestra es mantenida al abrigo del aire, a 20° C, y en la oscuridad para inhibir la
eventual formacién de O2 por las algas.

Materiales:

1. Frascos para incubar las muestras: Se aconseja de una capacidad de 250
ml. aproximadamente, forma cilindrica de aproximadamente un didmetro externo
de 6,5 cm. con tapdn esmerilado y cierre hidraulico, para evitar la entrada de aire
durante la incubacién.

2. Estufa de aire: Con temperatura constante a 20°C.
3. Soluciones
3.1. Agua de dilucién: Con las siguientes caracteristicas.

- Su D.B.O. 5 no debe ser mayor de 0,2 mg/l.

- Su O.D. debe ser a saturacion (tedricamente 9,17 mgs/I.) practicamente entre 8 y
9 mgsl/I.

- Su Temperatura, aproximadamente 20° C.

- No debe contener nitritos, ni hierro, ni cobre, ni otras sustancias que inhiban el
crecimiento bilégico, como cloro, por €j.

- Su PH, como el contenido en sales minerales, debe ser el éptimo para el
desarrollo bioldgico.

Se prepara a partir de agua bidestilada sobre vidrio, saturandola de oxigeno y
haciendo burbujear en su interior una corriente de aire purificada. Se conserva a
20° C en la estufa de aire (3.1.2.), practicandose la determinacién del O.D. antes
de usarla, y se le agreganlos elementos nutritivos, agitando suavemente y
evitando su aireacién.

3.2.2. Solucién Reguladora de fosfatos:

72



El grs. de P O 4 H2 K, en 500 ml. de H20 bidestilada, agregar Na OH N hasta
obtener un pH de 7,2. (aproximadamente 175 ml. de solucion N de NaOH.
Cuando se ha ajustado el pH, se agregan 1,5 grs. de SO4 (NH4)2y se lleva a 1
litro.

3.2.3. Solucién 0,1 M de Cloruro de calcio:
18,3 grs. de Cl 2 Ca. 4H20, en 1 litro de agua bidestilada.

3.2.4. Solucién 0,04 M de SO4 Mg:
9,9 grs. de SO 4 Mg. 7 H2 O, en 1 litro de agua bidestilada.

3.2.5. Solucién 0,001 M. de Cloruro férrico:
0,27 grs. de CI3 Fe. 6 H20, en 1 litro de agua bidestilada.

Con estas soluciones se prepara el agua de dilucién (3.2.1.), en la siguiente
proporcion:

(3.2.2.) Solucion reguladora de fosfatos .......cooeccvvveeeiveeeeeeccciieee, 1,25 ml.
(3.2.3.) Solucién de CI2 Ca. 0,1 M ......vevereiiiieiieeie e 2,50 ml.

(3.2.4.) Solucion de SO4 MQ. 0,04 N......oorrirrriiiiiiieeee e 2,50 ml.
(3.2.5.) Solucién de CI3 Fe. 0,001 N ..., 0,50 ml.
(3.2.1.) H20 de diluCION .....eeveeiiiiieiiiieeeeee e 1000,00 ml.

3.3. Tratamiento previo a la muestra.

La muestra en que habra de efectuarse la D.B.O., debe ser sometida previamente
a un tratamiento para reducir al maximo las posibilidades de error que, en este
método, son comunes.

3.3.1. Ajuste del pH:

El pH tiene una marcada importancia en el desarrollo biolégico, tanto si éste es
muy bajo o en cambio, sus valores son altos. Si el pH es inferior a 5,5, debe
agregarse CO3 Na2 0,2 M hasta viraje del azul de bromotimol. Si el pH es mayor
a 8,5, se debe agregar HC1 0,2 M hasta viraje del rojo de cresol. Es conveniente
realizar la correccion en una alicuota de la muestra y luego corregir la misma sin
uso del indicador (Cuando la dilucidon que se va a utilizar es muy grande, la accién
reguladora del agua de dilucién puede hacer innecesario el ajuste del pH).

3.3.2. Siembra:

Todo el éxito de la determinacién esta sefialado en la presencia de bacterias y de
plancton.

Debe entonces realizarse una siembra, la que puede efectuarse empleando
liquido cloacal, agua de rio o de canal, en el agua de dilucién (3.2.1.).

3.4. Dilucién:

Si el grado de contaminacion es muy grande, el consumo de O2 sera superior a la
maxima a la maxima capacidad de saturacién, que como hemos dicho es de 9,17
mgs/1, de modo que es necesario efectuar diluciones, que pueden ser variables, y
que segun el "Standard Methods" aconseja:
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- Liquidos residuales industriales conc.: 0,1 - 1 %

- Liquido cloacal "bruto" o sedimentado: 1 -5 %

- Efluetes oxidados: 5 -25%
- Aguas de rios contaminadas: 25 -100%

La naturaleza compleja y variable de estos liquidos, impide aplicar en forma
estricta los valores anterior. Cuando se carece de experencia 0 se trabaja con
muestras desconocidas, el método mas seguro consiste en efectuar varias
diluciones que cubran una amplia escala de valores de D.B.O. Personalmente
creo en los mejores resultados efectuando previamente una D.Q.O., para
orientarse dentro de qué valor oscila el contenido de materia orgéanica.

Técnica de la dilucion:

Se prepara una solucion Stock, con la que se llenan los frascos para la incubacion.
Ejemplificaremos una dilucién al 10%.

Tomamos una probeta graduada de 1 litro de capacidad, a la que llenamos
parcialmente con agua de dilucién (3.2.1.) ya sembrada con la pileta sumergida en
ésta, se dejan caer 100 ml. de muestra, subiendo y bajando la pipeta para una
buena homogenizacién. Se completa a 1 litro con el agua de dilucion. No agitar.
Mezclar bien con un agitador en forma de émbolo. Esta se hace subir y bajar
dentro del liquido cuidando que al ascender no sobrepase la superficie del mismo,
y arrastre burbujas de aire. Con esta dilucion, se procede a llenar frascos de
incubacién, 1 6 mas, si se desea efectuar la determinacion por diplicado o
triplicado. Debe reservarse 1 muestra para determinar, en forma inmediata, el
valor del O.D., llamado en esta oportunidad Oxigeno Disuelto inicial (O.D.i.). Las
muestras deben incubarse durante 5 dias a 20° C y al abrigo de la luz. La
incubacion debe efectuarse en la estufa de aire provista de termostatos (3.1.2.)
Como el agua de dilucion consume oxigeno mientras dura la incubacion (D.B.O.),
se hace necesario incubar un frasco con agua de dilucién provista de la solucion
reguladora de fosfatos, medios nutritivos, pero sin la siembra de gérmenes.
Mecanismo de los calculos.

La D.B.O., asi designada corrientemente, implica la medida de la Demanda de
Oxigeno de la muestra que ha sufrido un incubado en el periodo de 5 dias, en
estufa de aire a temperatura constante de 20° C y mantenida en la oscuridad. Se
expresa en mgs. de oxigeno por litro de muestra.

Para realizar los célculos, es necesario determinar O.D. a = mgs/ |. de Oxigeno
Disuelto en la muestra diluida después de la incubacion.
d = porcentaje de la muestra (en volumen) que contiene la dilucién.
D.B.0.5(mgs/l.) = (0O.D.a100-d -O.D.f) 100

100 d
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resolviendo:
D.B.0.5 (mgs/l.) =0.D.a100-d - O.D.f 100

d d

Anexo G. Determinacion de la Demanda Quimica de Oxigeno (D.Q.O.)

Fundamento:

La muestra se somete a un calentamiento con reflujo en presencia acido sulfurico
y una cantidad conocida de dicromato potésico. El exceso de dicromato se valora
con sal ferrosa. La cantidad de materia oxidable es proporcional al dicromato
potasico consumido. La interferencia de los cloruros se evita con la adicién de
sulfato mercurico.

Toma de muestra y preservacion:

Tomar 100 ml de muestra en un recipiente de vidrio. Ahadir a continuacion 0,1-0,2
ml de H2SO4 concentrado. Realizar la determinacién dentro de las 24 horas
siguientes. Conservar en frigorifico. Antes de realizar la determinacion, dejar
decantar y tomar la muestra para la misma en la zona central del recipiente.
Reactivos:

Solucién de sulfato de plata. Disolver 6,6 g de Ag2S04 cristalizado en H2SO4
(concentrado) hasta enrasar a 1 litro.

Solucion de hierro (1) 0,025N. Disolver 9,8 g de Fe(NH4)2(S04)2 - 6H20 en 20 ml

de H2S0O4 concentrado y diluir a 1 litro con agua destilada.

Solucion de dicromato potéasico 0,025N. Disolver 1,2259 g de K2Cr207,
previamente desecado a 110°C, en agua destilada y enrasar a 1 litro.

Solucién de ferroina. Disolver 1,485 g de 1,10-fenantrolina monohidratada y 0,695

g de FeSO4 - 7H20 en agua destilada y diluir hasta 100 ml.

Sulfato mercurico sélido.

Material:
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Material de vidrio tratado con permanganato potasico y acido sulfarico, vy
posteriormente con agua destilada hasta eliminacién total de la acidez. Engrasar
los esmerilados del refrigerante y matraz con 1 6 2 gotas de acido sulfurico.
Valoracién de la solucion de hierro (ll)

Introducir 25 ml exactamente medidos, de solucién de K2Cr207 0,025N en un
matraz erlenmeyer de 500 ml, y diluir con agua destilada hasta 100 ml.

Anadir 75 ml de H2SO4 (d = 1.84) y dejar enfriar.

Anadir 5-6 gotas de solucion de ferroina.

Valorar con la solucién 0,025N de Fe (Il) hasta viraje del indicador a rojo violaceo.
Calcular la normalidad exacta de la solucién:

Determinacion de la D.Q.O.

Pipetear 50 ml de muestra, o una alicuota convenientemente diluida de la misma,
en un matraz erlenmeyer de 500 ml.

Anadir 1 g de sulfato mercurico y 5 ml de solucién de sulfato de plata. Calentar, si
es necesario, hasta disolucién.

Anadir 25 ml de solucién de dicromato potéasico 0,025N y después 70 ml de
solucién de sulfato de plata, lentamente y con agitacion.

Calentar a ebullicion durante dos horas bajo refrigerante a reflujo adaptado al
matraz.

Dejar enfriar y valorar con la solucién de hierro (II) 0,025N, utilizando ferroina
como indicador (5-6 gotas).

Realizar paralelamente una determinacién blanco tomando 50 ml de agua
destilada y realizando las mismas operaciones que para la muestra.

Calcular la D.Q.O., en mg de oxigeno por litro, de la siguiente manera:

Siendo:

Vo = volumen de Fe (Il) gastado para el blanco.

Vm = volumen de Fe (ll) gastado para la muestra.

N = normalidad de la solucién de Fe (ll).

V = volumen de muestra (50 ml).
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