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PRODUCCION DE Lactobacillus caseiY DETERMINACION DE ACIDO LACTICO
A PARTIR DE SUERO DE LECHE DE GANADO VACUNO

RESUMEN

Lactobacillus caser, una bacteria antigua que esta despertando interés en la investigacion.
Estas cepas se encuentran en vegetales, leche, carne, intestino y el ambiente; utilizadas en el
Japon desde los afios 30 para producir leches fermentadas. Actualmente y debido a su
caracter benéfico, su estudio se ha generalizado, quedando demostrado diferentes efectos
sobre el organismo: actividad antagonista contra patogenos, tratamiento de desordenes
gastrointestinales, modulacion del sistema inmune, prevencion de la incidencia del cancer,
etc. Por esta razon este trabajo se ha enfocado en la disminucion del costo de produccion
del microorganismo, adaptando un subproducto de la industria quesera como lo es el
lacto-suero actualmente subvalorado, ya que solo una parte de este se trata mediante técnicas
que permiten la extraccion de sus componentes, tales como: la lactosa y proteinas, que
constituyen fuentes potenciales para la alimentacion humana, pero la mayor parte del lacto-
suero se convierte en un efluente altamente contaminante cuando se vierte a los cuerpos de
agua, debido a su gran demanda bioldgica y quimica de oxigeno; por otra parte la idea de
esta investigacion fue obtener la mayor cantidad de acido lactico con dicho microorganismo,
con tan solo la adicion de glucosa como fuente de carbono, puesto que este acido es usado
en las industrias farmacéutica, quimica y de alimentos, principalmente como acidulante y
conservante. Ademads, la demanda por el 4cido lactico se ha incrementado ya que es la
materia prima para la produccion de acido polilactico (PLA). Con este trabajo se ha logrado
estandarizar curvas de crecimiento bacteriano en lacto-suero con una produccion celular de
5,9x10'° UFC/mL en 75 h, y de acido lactico de 70,39 y 76,24 g/I. en 93 h, con 0% y 5%
de glucosa respectivamente. Igualmente se caracterizo el suero y se estandarizé un proceso
de liofilizacion para el Lactobacillus casei producido durante este trabajo. Al final del

proceso se verifico la pureza de la cepa a través del kit API SOCH.

Palabras clave: Lactobacillus caser, Lacto-suero, Acido Lactico, Probidticos, Liofilizacion,

BAL (Bacterias Acido Lacticas).
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INTRODUCCION

Los microorganismos son los seres vivos mas antiguos del planeta, se
encuentran practicamente en cada nicho sobre la tierra mostrando una gran
diversidad morfologica, ecoldgica, fisiologica y molecular. Sin la actividad
microbioldgica, seria imposible la vida en la tierra, pues la diversidad de los
microorganismos juega un papel clave en el mantenimiento de la biosfera y

proporciona un vasto e inexplorado recurso para la humanidad.

El uso de los microorganismos ha sido clave en el enfrentamiento y
solucion de los graves problemas de la humanidad en la agricultura y la
alimentacion de los pueblos, en la salud animal y humana, en la busqueda

de nuevas fuentes de energia y en la conservacion del medio ambiente. [1]

Los microorganismos que sintetizan productos Utiles para el hombre
representan, como maximo, unos pocos centenares de especies de entre las
mas de 100 000 descritas en la naturaleza. Los pocos que se han
encontrado con utilidad industrial son apreciados por elaborar alguna
sustancia que no se puede obtener de manera facil o barata por otros

métodos. [2]

El conocimiento de la fisiologia y del metabolismo bacteriano tiene

algunas aplicaciones practicas:
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* Permite conocer el modo de vida y el habitat de diferentes especies

bacterianas.

» Permite formular medios de cultivo para el aislamiento

e identificacion. [3]

Dentro del grupo de bacterias, se encuentran las “bacterias lacticas” que
producen lactato por la fermentacién de azicares simples a un pH &cido,
modificando el ambiente ya que la concentracion del lactato impide el
crecimiento de otros microorganismos debido a la disminucion del pH y al
mismo tiempo liberan productos que dan sabor a algunos alimentos. La
ingestion de fermentaciones lacticas es benéfica ya que facilitan la digestion

de la lactosa y controlan las poblaciones intestinales, entre otras funciones.

En las Gltimas décadas el mercado de los alimentos saludables ha crecido
notablemente a nivel global. Tanto en Asia como en Europa, el crecimiento
anual de ésta industria fue del 20% entre 1992 y 1997. Dentro de esta gama
de alimentos se destacan, con cerca del 65% de participacion en el mercado
mundial, aquellos con un contenido probidtico, los cuales contienen

microorganismos bacterianos de tipo acidolacticos.

Los componentes activos de los probidticos son una mezcla de bacterias
acido lacticas, entre las que se encuentran Lactobacillus, Bifidobacteria y
Enterococci entre otras, las cuales hacen parte de la flora intestinal de

humanos y animales. Sin embargo, segin estudios, las especies

20



bifidobacteriumy lactobacillus son las que ejercen todo el efecto positivo

sobre el organismo. [4]

Los procedimientos para la multiplicacion de los Lactobacillus deben
tener en cuenta sus complejos requerimientos nutritivos y su preferencia por
las condiciones microaerofilas. Uno de los medios habituales para tal fin es
el Man Rogosa y Sharpe (M.R.S). Hay que tener en cuenta, sin embargo,
que este medio de cultivo y el propuesto en este proyecto no son totalmente
selectivos, ya que pueden soportar el crecimiento de pediococos,

enterococos, bifidobacterias e incluso algunas levaduras. [3]

Debido a la demanda actual de &cido lactico para los diferentes procesos
industriales (productos farmacéuticos, cosméticos, textiles, alimenticios y la
fabricacion de polimeros de 4cido lactico (PLA), que se degrada
rapidamente en agua y didoxido de carbono [6,7]), se ha iniciado en
Colombia la investigacion sobre la produccion de tal 4cido por medio de
fermentacion lactica, con el fin de lograr un maximo rendimiento en su

produccion a bajo costo. [8]

La busqueda de medios y condiciones de cultivo que permitan la
obtencion de altas densidades de microorganismos, que ha sido la meta de
muchas empresas que estan interesadas en la fabricacidon de alimentos
funcionales y probidticos, nos lleva a plantear la necesidad de evaluar un
medio de cultivo econdmico para Lactobacillus casei, como lo es el suero

de la leche de ganado vacuno, un subproducto de la industria quesera.
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Se pretende realizar cultivos a nivel de laboratorio haciendo
modificaciones del medio mencionado para obtener y cuantificar el maximo
rendimiento en la produccion del microorganismo de interés y el acido
lactico que es el producto principal de su metabolismo, para asi contribuir
con ello al conocimiento actual en la produccion de microorganismos
probiodticos y el aprovechamiento de los metabolitos provenientes de su
proceso fermentativo y evitar la contaminacion ambiental que produce el

suero de leche de ganado vacuno.

Finalmente, se realizara un proceso de liofilizacion para la conservacion

del los microorganismos obtenidos con el medio de cultivo propuesto.

22



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El suero de leche de ganado vacuno, procedente de la manufactura de
queso, es el subproducto mas abundante de la industria lactea, utilizado para
la extraccion de sus componentes, pero la mayor parte de éste se convierte
en una carga contaminante que contribuye a la polucion ambiental de los
cuerpos de agua debido a su alta demanda quimica y biologica de oxigeno
[9], que entre lo dispuesto a las leyes de proteccion del medio ambiente, el
valor de DBOs del lacto-suero es igual a 30 000 — 60 000 mg O, por litro de
aguas residuales [10]. Por esta razon se propone utilizar el lacto-suero
como medio de cultivo para la propagacion de microorganismos y asi
disminuir la contaminacion ambiental, aprovechando el acido lactico del

proceso de fermentacion.

Actualmente la industria de alimentos en Colombia se esta preocupando
por la produccion de alimentos con un alto valor nutritivo, debido a esto,
estan empleando microorganismos no tanto como iniciadores, sino también
como un ingrediente o aditivo denominado probiotico, a tal grado que la
biomasa de estos microorganismos ha adquirido un mayor valor y una
mayor demanda, pero desafortunadamente los métodos de cultivo industrial
de probiodticos son costosos [4]. Por esta razon no se ha avanzado mucho en
el disefio de alimentos funcionales con aditivos probidticos, ya que este tipo
de microorganismos deben ser importados de paises como Japon y Estados

Unidos, incrementando ain mas el costo de esta nueva tecnologia.

23



JUSTIFICACION

La preocupacion publica por la conservacion del medio ambiente ha
motivado la busqueda de formas convenientes y econOmicas para
aprovechar los subproductos de la industria lactea (suero de leche) [9], ya
que este constituye aproximadamente el 90% del volumen de la leche y
contiene la mayor parte de sus compuestos que son solubles en agua tales
como la lactosa, compuestos nitrogenados (proteinas), que se clasifican en
albiminas, globulinas y una fraccion llamada proteasa-peptona, minerales
(sodio, potasio, magnesio, cloruro y fosfato) y vitaminas hidrosolubles
(riboflavina principalmente) [11]. Debido a esto se propone la utilizacidén
del suero de leche de ganado vacuno como uno de los posibles medios de
cultivo para la obtencion del microorganismo en estudio y sustancias como
el acido lactico que actualmente se utiliza como una importante materia
prima para diferentes procesos [4.5.7], teniendo como Unica variable en
cuanto a la fuente de alimento, el enriquecimiento del mismo con diferentes
concentraciones de D(+) Glucosa, sabiendo que las hexosas constituyen uno
de los componentes mas requeridos por el microorganismo para llevar a
cabo su proceso fermentativo, por medio del cual se produce acido lactico

mayoritariamente.

Existe un amplio interés cientifico e industrial hacia el desarrollo de
bioprocesos novedosos que puedan mejorar el rendimiento y la
productividad actuales de microorganismos probiodticos, asi como

simplificar el ciclo de produccion con un alto indice de rendimiento. [4,5,7]
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Un gran aporte a la industria regional seria la produccion de probiodticos
a partir de un medio de cultivo el cual tiene como base el suero de leche de

ganado vacuno, con importantes beneficios como:

»  Disminucidn de las importaciones de probidticos para aplicaciones

en productos lacteos y no lacteos.

»  Utilizacion de cepas de Lactobacillus casei para la produccidon de

acido lactico.

» Reduccion de costos en la produccion de microorganismos
probioticos para el disefio de nuevos productos alimenticios con alto
valor nutritivo y por consiguiente una reduccion en los precios de este

tipo de alimentos para los consumidores.

Por lo anterior, con este proyecto se pretende estandarizar un método y
un medio de cultivo para la proliferacion de Lactobacillus caser, con el
objetivo de minimizar costos en la produccion de este microorganismo,
ademas realizar la respectiva cuantificacion del acido lactico producido
mediante el proceso fermentativo y por consiguiente, poder evaluar este
medio como un potencial método de produccién del acido, ampliamente
usado en la industria alimenticia, farmacéutica, textil y cosmética. Asi, con
esto motivar al quimico de hoy para que se comprometa con la
investigacion en esta rama de la ciencia y con ello promover el desarrollo

de su comunidad.
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OBJETIVO GENERAL
Estandarizar un método de cultivo para Lactobacillus casei ssp casei

usando suero de leche de ganado vacuno, para producir y cuantificar el

Lactobacillusy el acido lactico por un método indirecto.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar nitrogeno, proteinas, pH, contenido de lactosa, glucosa,
acido lactico, contenido de grasas y solidos solubles en el suero de leche

de ganado vacuno.

Estandarizar un medio de cultivo de Lactobacillus casei usando como
base suero de leche de ganado vacuno, variando el contenido de hexosas
por medio de la adicion de D(+) Glucosa, para la obtencion de L. caser'y

acido lactico.

. Realizar cinéticas de crecimiento del microorganismo a traveés del
tiempo y de la conversion del sustrato en acido lactico para determinar el

mayor rendimiento a escala de laboratorio.

. Separar los microorganismos obtenidos del medio de cultivo y realizar

liofilizacidn de los mismos para su conservacion.

. Evaluar el comportamiento del microorganismo liofilizado en el

medio de mayor rendimiento.
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ANTECEDENTES

Las bacterias acido-lacticas son Gram positivas, normalmente inméviles
y no esporuladas, que dan lugar a acido lactico como principal o Unico
producto de su metabolismo fermentativo. Los miembros no tienen
porfirinas ni citocromos, no realizan fosforilacion por transporte de
electrones y por tanto, obtiene la energia sélo por fosforilacion a nivel de
sustrato. Todas las bacterias del acido lactico son anaerobios

aerotolerantes. [5]

Basandose en las propiedades de los lactobacilos se agrupan en tres

grandes grupos por la fermentacion de las hexosas y pentosas:

Grupo I fermentan las hexosas pero no las pentosas ni el gluconato.
Grupo II: fermentan las hexosas y luego de un proceso de induccion
también las pentosas.

Grupo IIT. fermentan siempre las hexosas y las pentosas. [12]

Los Lactobacillus caser son bacterias Gram positivas, anaerdbicas
facultativas, heterofermentativas del “Grupo II”, son normalmente
inmoviles y no esporuladas; tienen forma basilar y un tamafio entre
0.7 — 1.1 x 2.0 — 2.4 um, nombradas normalmente como bacterias acido-
lacticas; pueden crecer bien a valores de pH entre 4 — 5 y temperaturas entre
35 — 40 °C, su resistencia a la acidez les permite seguir creciendo durante

fermentaciones lacticas naturales.
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Por consiguiente, los lactobacilos llevan a cabo las ultimas fases de la
mayoria de las fermentaciones acido-lacticas. Estos microorganismos no

han sido reportados como patogenos. [5]

Clasificacion cientifica: Lactobacillus casei

Reino: Bacteria.

Divisién: Firmicutes.

Clase: Bacillr.

Orden: Lactobacillales.

Familia: Lactobacillaceae.

Género: Lactobacillus.

Especie: L. casei.

Nombre binomial: Lactobacillus casei. (Orla-Jensen 1916)

Hansen & Lessel 1971. [13]

Las cepas de Lactobacillus casei, utilizadas para producir leches
fermentadas, se usan en Japon desde los afios treinta, gracias a su capacidad
de adhesion y persistencia en el tracto gastrointestinal. El nombre L. caser
fue dado en 1919 y su nomenclatura esta relacionada con el queso (casei y
caseina son originarias del latin caseus, que significa queso) [9]. Hay que
tener en cuenta que la proliferacion de este microorganismo es afectada
grandemente por las sustancias grasas, pero esta dificultad puede ser

dominada por extraccion previa de la misma. [14]
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Como otras bacterias acido lacticas, los L. caser son acido-tolerantes, no
pueden sintetizar porfirinas y poseen un metabolismo estrictamente
fermentativo con el 4cido lactico como el mayor producto metabolico final.
Dentro del género Lactobacillus, el L. caser forma parte de las especies
heterofermentativas facultativas que producen acido lactico a partir de
hexosas por la via de Embdem-Meyerhof Parnas (para la glucolisis) que
convierten un mol de glucosa en dos de 4cido lactico y a partir de pentosas
via del 6-p-gluconato producen un mol de CO,, un mol de etanol y/o acido

acético y un mol de 4cido lactico. [15]

D - glucosa

]
~— ADP

D - glucosa-6-POy,

D - fiuctosa-6-PO,
- ATP
) — ADP

D - fructosa-1,6-di-POy

{

Dihidroxiacetona-P0, == D-gliceraldehido-3-P{,

1,3-difosfoglicerato
2 NADH ” ADE
2 ATP

3-fosfoglicerato

2-fosfoglicerato
etanol
lactato l r

fosfoenolpiruvato
” ~— ADP
. ‘—D—-ZATP
acetaldehido piruvato -

co

Figura 1. Esquema de la via glucolitica o de
Embden Meyerhof Parnas [3]
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El &cido lactico es comercialmente producido mediante fermentacion de
azucares de maiz, melazas y suero de leche con bacterias acido lacticas
homofermentativas. Es usado en las industrias farmacéutica, quimica y de
alimentos, principalmente como acidulante y preservante [16]. Ademas, la
demanda por el acido lactico ha incrementado porque es la materia prima
para la produccion de acido polilactico (PLA), uno de los plasticos
biodegradables de nueva generacion de hoy dia. El PLA se utiliza para
fabricar practicamente cualquier cosa, desde fibras a botellas transparentes
para bebidas frias hasta bandejas de envasado, y una vez utilizado, se

degrada rapidamente en agua y dioxido de carbono. [6.7].

Industrialmente, el L. casei tiene aplicaciones como probidticos en
humanos (cultivo vivo que tienen efectos benéficos sobre el huésped gracias
a un mejor equilibrio en la flora intestinal, por lo que se le considera como
un promotor de la salud), como cultivo iniciador 4cido-productor para
fermentaciones de leche y especialmente como cultivos para Ila
intensificacion y aceleracion de desarrollo de sabores en ciertas variedades

de quesos madurados con bacterias. [15]

Actualmente y debido a su caracter beneficioso, el estudio de los
lactobacillus se ha generalizado, quedando demostrados los siguientes

efectos sobre el organismo:

» Actividad inmunomoduladora regulando el sistema inmune.
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» Mejora la respuesta antibacteriana debido a la actividad antagonista
contra patogenos. Al contribuir a reestablecer el efecto barrera de la
mucosa intestinal, reduce el sobrecrecimiento bacteriano y aumenta la
resistencia a la colonizacion por microorganismos patogenos. No tan
solo evita la aparicion de la infeccion sino que también reduce la

gravedad y la duracion de la misma.

» Mejoria de los procesos diarreicos de cualquier etiologia. En nifios
con diarreas por rotavirus, la administracion de /actobacillus consigue
reducir los dias con diarrea acuosa y una reconstitucion total de la flora

intestinal.

» Reduccion de las alergias. La existencia de una microflora intestinal
con una elevada proporcion de lactobacillus y bifidobacterias se

asocia con una menor prevalencia de alergias.

» Disminuye la intolerancia a la lactosa. Estd demostrado que los
individuos con deficiencia de lactasa digieren mejor la lactosa a partir
del yogur que a partir de la leche. La mejor tolerancia a la lactosa no
solamente puede explicarse por el hecho de que la fermentacion lactica
disminuye un 25% el contenido de lactosa sino que el probidtico tiene

capacidad enzimatica para suplir la deficiencia de lactasa del huésped.
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» Efectos antiinflamatorios de la mucosa intestinal. Incrementando la
respuesta inmunitaria del huésped y protegiendo del desarrollo de

cancer de colon.

» Prevencion de la incidencia de céancer. Constituye una alta
expectativa de proteccion frente al cdncer, hoy ampliamente estudiada
entre los posibles beneficios de las BAL (Bacterias Acido Lacticas).

[17]

Aunque el yogurt convencional se comercializa desde principios de siglo,
los nuevos probidticos tienen su inicio en los afios treinta, con la produccion
del primer lacteo fermentado, elaborado por el médico japonés Minoru
Shirota en 1930, a través de la incorporacion de Lactobacillus casei shirota
a la leche para conseguir un probidtico bebible de excelente aceptacion.
Desde esta fase inicial hasta la actualidad, han sido numerosas las
investigaciones para incorporar nuevas bacterias que puedan ejercer un
efecto saludable sobre el organismo. EIl avance de la biotecnologia ha

puesto al servicio del consumidor una amplia gama de probioticos. [17]

Los probiodticos utilizados actualmente en Colombia son importados de
paises como Estados Unidos y Japon, lo cual implica costos de adquisicion

y transporte elevados.

La busqueda de medios y condiciones de cultivo que permitan la

obtencion de altas densidades de microorganismos (>10” UFC/g), ha sido la
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meta de muchas empresas, que estan interesadas en las bacterias
acido-lacticas, no s6lo 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. Infortunadamente, los métodos de
cultivo industrial de probidticos se caracterizan por sufrir de la inhibicion
del crecimiento celular debido a la produccidon de acido lactico, un producto

primario de su metabolismo. [4]

El suero es el liquido resultante de la coagulacion de la leche,
obteniéndose la separacion de las proteinas, llamadas caseinas, y de la
grasa. Constituye aproximadamente el 90% del volumen de la leche y
contiene la mayor parte de sus compuestos que son solubles en agua. La
composicion quimica del suero varia dependiendo de las caracteristicas del
lacteo y de las condiciones de elaboracion del queso. Su pH oscila entre
5-6; el agua es el componente mas abundante en el suero, constituye el 93%
o mas de este, le sigue en cantidad el azucar, la cual recibe el nombre de
lactosa cercana al 5%; un poco menos del 1% del suero lo constituye
compuestos nitrogenados, de las cuales la mitad son proteinas, de muy alto
valor nutritivo, que se clasifican en albiminas, globulinas y una fraccion
llamada proteasa-peptona. Otros compuestos del suero son los minerales
que se encuentran en concentraciones alrededor de 0,7%, encontrandose en

mayor cantidad el sodio, el potasio, el magnesio, el cloruro y el fosfato. El
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suero contiene ademas las vitaminas hidrosolubles de la leche, de las cuales
la mas importante es la riboflavina y en cantidades muy variables aparecen

grasa y acido lactico.

Entre los productos que se obtienen, o pueden ser obtenidos por
fermentacion del suero, se encuentran: acido lactico, alcohol, vinagre, 4cido
propidnico; enzimas como lactasas, proteasas y pectinasas; penicilina,
vitamina B2 y B12, aceite y proteina unicelular para alimento humano y de

animales. [11]

La liofilizacion llamada anteriormente crio-desecacidon, cuyo nombre
procede de la industria farmacéutica, es un proceso de secado cuyo
principio consiste en sublimar el hielo de un producto congelado. EI agua
del producto pasa, por tanto, directamente del estado solido al estado de

vapor, sin pasar por el estado liquido. [18]

El proceso de liofilizacion consiste esencialmente en dos etapas: 1) el
producto se congela y 2) el producto se seca por sublimacion directa del

hielo bajo una presion reducida.

Los productos liofilizados pueden volver a su estado original por adicion
de agua. La estructura esponjosa del producto liofilizado permite una
rapida rehidratacion del mismo.  Las caracteristicas del producto

rehidratado son analogas a las del producto inicial. [19]
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Algunos autores refieren como un nivel de viabilidad adecuado la
recuperacion del 50-75 % de las células preservadas, aunque tales niveles

no pueden obtenerse con algunas células. [1]

T. Roukas y P. Kotzekidou, en la Universidad de Thessaloniki, en
Grecia, estudiaron la produccion de acido lactico a partir de suero de leche
desproteinizado y una mezcla de cultivos de células de Lactobacillus casei
SU No 22 y Lactococcus lactis WS 1042 tanto libres como
coinmovilizadas, cultivadas en un reactor mediante diferentes cultivos
batch. El cultivo fedbatch con una concentracion de sustrato de 100 gL y
una rata de alimentacién de 250 mL h” probé ser un mejor sistema de
fermentacion para la produccion de 4cido lactico que el cultivo batch, tanto
con células libres como coinmobilizadas. En el cultivo repeated fedbatch,
con ce¢lulas coinmobilizadas de los microorganismos dieron una elevada
concentracion de acido lactico comparada con una mezcla de células libres.
Las células de L. casei y L. lactis fueron coinmobilizadas en gotas de
alginato de calcio, manifestando su habilidad para producir acido lactico

por 20 dias. [16]

A. Senthuran, et al., en la Universidad de Lund en Suiza, trabajaron en la
produccion de 4acido lactico con células de L. caser subsp. Rhamnosus
(DSM 20021) inmovilizadas en un reactor agitado con recirculacion.
Estudiaron un sistema que tenia un largo tiempo de vida operacional,
permitiendo el uso de altas concentraciones de sustrato para la méaxima

conversion en el producto. Encontraron que las proteinas del suero de leche
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hidrolizado, constituian una rica fuente de nitrégeno comparado con el
extracto de levadura y ademas que el pH Optimo para un proceso
homofermentativo era de 6,0. Los resultados obtenidos con estas
condiciones de trabajo fueron comparados con un proceso batch usando
c¢lulas libres, concluyendo que el primero daba mejores resultados. Una
variable importante fue el tamafio de la matriz donde estaban inmovilizados
los microorganismos, ya que es fundamental para la estabilidad operacional

del reactor. [7]

Mi-Young Ha, et al, en el departamento de ingenieria ambiental, en la
universidad nacional de Chonnam de Korea, llevaron a cabo un estudio para
determinar las condiciones optimas de concentracion de extracto de
levadura, licor de maiz y glucosa para el crecimiento y produccion de acido
lactico a partir de Lactobacillus casei HK-1, en cultivo batch, usando
modelos experimentales bajo pH controlados. Con este trabajo se demostro
que las condiciones optimas de crecimiento y produccion de acido lactico
con L. casei HK-1 fue de 1,276% y 0,697% para el extracto de levadura,
3.505%, 1.708% con licor de maiz y, 2.390% y 2.215% con glucosa

respectivamente. [20]

Ding, S. Tan, T, en la Universidad de Tecnologia Quimica de Beijin
(China), usaron diferentes estrategias de alimentacion en cultivos batch
alimentados para la produccidon de &cido L-lactico, a partir de la
fermentacion con Lactobacillus casei LA-04-1, con un medio de

formulacion propia similar a los medios comerciales ajustando el pH entre
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6.0 — 6.5 usando NH,OH (25%); este medio fue alimentado durante la
fermentacion, con una solucion de glucosa de 850 g/L y extracto de
levadura al 1%, y se mantuvo el pH con adicion automdtica de NH,OH
(25%). La maxima concentracion de acido L-lactico obtenida fue de 180
g/L. en 84 horas de fermentacion, con una produccion de biomasa de 4,3 g/L

en 70,5 horas. [21]

Vargas E. y otros del Departamento de Ingenieria Quimica de la
Universidad de los Andes, propusieron la produccion de microorganismos
probiodticos como aditivo para alimentos concentrados para ganado vacuno.
Sus experimentos preliminares fueron llevados a cabo en un bafio agitado
de temperatura controlada (shaker) para obtener la formulaciéon de un medio
de cultivo, a base de melaza de cafia como fuente de hexosas y las cinéticas
de crecimiento para el aislamiento de Lactobacillus spp. y Bifidobacterium
spp. Los experimentos se llevaron a cabo en un reactor de 2,7 L, con un
flujo de alimentacion de aire de 1,4 VVM. Estos resultados se usaron para
escalar el proceso a un biorreactor de 50 L, obteniéndose un disefio
geométricamente similar que produjo una densidad de células de 6,5 g/L en
solo 24 horas de operacion. Uno de los logros mas relevantes de este
proyecto fue la obtencion de condiciones de operacion Optimas para el
crecimiento de los microorganismos probidticos en un medio de cultivo de

bajo costo. [4]

El licenciado en educacion José Andrés Mejia Rodriguez, identificd solo

veinticinco de un total de trescientas setenta cepas de microorganismos,
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pertenecientes al género Lactobacillus, de interés en este proyecto, aisladas
a partir de heces de nifios lactantes sanos recolectadas en el hospital “Sor
Juan Inés” en la ciudad de Mérida del Estado de Mérida en Venezuela, de
muestras vaginales de diez jovenes sanas del mismo Estado y de equipos
utilizados en la elaboracion de productos lacteos de la Planta Piloto Lacteos
Santa Rosa (PROGAL) de la Universidad de los Andes. Estas cepas fueron
resistentes a condiciones hostiles como pH 3,0 y 0,15% de bilis. Se detecto
actividad antimicrobiana por parte de las cepas contra: Bacillus subtilis
ATTC 60519, Candida albicans ATCC 14053, Escherichia coli ATCC
25922 y Staphylococcus aureus ATCC 25923. Con estos resultados
podemos decir que estas cepas podrian ser utilizadas para la elaboracion de

una leche fermentada que probablemente tenga propiedades prebioticas. [35]

En el departamento de Quimica, Facultad Experimental de Ciencias,
Universidad del Zulia, Venezuela. Lauris Urribarri, et al., estudiaron el
cultivo continuo de la bacteria Lactobacillus helveticus ATCC 8018 en
suero de leche desproteinizado y suplementado con extracto de levadura y
peptona tripsica de caseina, a pH 5,9 y temperatura de 40 °C, condiciones
adecuadas de crecimiento del microorganismo previamente determinadas en
cultivo por carga. Para esto utilizaron un biorreactor BioFlo 4000 con un
volumen de trabajo de 4 L y controles automaticos de los flujos de
alimentacion, extraccion, temperatura, pH y velocidad de agitacion.
Obteniendo una maxima productividad de biomasa y acido lactico de 6,2 y
1,83 kg/m’.h respectivamente. Revelando y sugiriendo con esto el

potencial uso del lacto-suero como sustrato para bacterias homolacticas. [9]
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Malik, Khursheed A. en 1995 report6 un método miniaturizado de
liofilizacién utilizando tubos capilares de vidrio mediante el cual se reduce
el espacio de almacenamiento; utilizando varios microorganismos y meso-
inositol, gelatina y dextran como agentes crioprotectores. Sin embargo, el
proceso es complejo y caro, pues aunque no necesariamente requiere de un

equipo sofisticado. [22]
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METODOLOGI{A
6.1. Obtencioén del suero de leche de ganado vacuno.

El suero fue suministrado por la granja lechera “La Maca”, ubicada en
la zona rural de Filandia (Quindio), via vereda la Julia, proveniente de la
manufactura de queso molido a partir de leche de ganado Holstein,
criado entre los 1 600 — 1 700 metros de altura sobre el nivel del mar.

6.2. Clarificacién del suero.
La clarificacién del lacto-suero se realizO con adiciones de
CaCL2H;0 entre 0,005 y 0,02% [23], con autoclavado a 121°C y
15 psi, seguido de centrifugacion a 4 000 rpm. Luego este se esterilizo
y almaceno.

6.3. Caracterizacion fisicoquimica del suero fresco y clarificado:

La caracterizacion se realizd por duplicado en 6 muestras

correspondientes a seis dias de produccion de queso molido.

6.3.1. Determinacion de nitrogeno y proteinas por el método de

Kjendalh. (Ver anexo 1).
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6.3.2.

6.3.3.

6.3.4.

6.3.5.

6.3.6.

6.3.7.

Determinacion del pH por medio del potencidometro IQ 1Q-240

con electrodos para solidos y liquidos.

Determinacién del contenido de lactosa por el método de

SHAFFER-SOMOGYT [24] (Ver anexo 2).

Determinacidon de acido lactico por el método de acidez total.

(Ver anexo 3).

Determinacion del contenido de grasas:

6.3.5.1. Mediante el equipo Det Grass (marca P-selecta),

siguiendo las instrucciones del fabricante (Ver anexo 4).

6.3.5.2. Mediante el método butirométrico de Gerber

(Ver anexo 5).

Determinacidén de Grados Brix por refractometria por medio del
refractometro de mesa (Thermo Electron Corporation),

manteniendo una temperatura constante de 24,5 °C.

Determinacién de sélidos solubles por el método derivado de

grados Brix, segin Giraldo G. [25]. Mediante la formula:

Xes = °Brix/100 * Xw
1 - °Brix/100
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6.4.

6.5.

Xss: en base a la unidad.
Xw: en base a la unidad.

Xw: trabajo a 60 °C y preferible a vacio.

Medios comerciales utilizados.

6.4.1. Caldo APT: Se disolvio 46,2 g del polvo en un litro de agua
destilada se llevo a ebullicion hasta su total disolucion y se

esterilizd en autoclave 15 minutos a 121 °C en autoclave.

6.4.2. Agar APT: Se disolvio 61,2 g del polvo en un litro de agua
destilada se llevo a ebullicion hasta su total disolucion y se
esterilizd en autoclave 15 minutos a 121 °C en autoclave.

Cepa Bacteriana: Lactobacillus casei ssp casei (ATCC 393).

6.5.1. Reactivacion.

La cepa liofilizada de Lactobacillus casei ssp caser se reactivd por
rehidratacion en caldo APT, incubado a 37 °C durante 48 h. Esta

cepa activada se incorpord en esferas de ceramica (CRYOBANK), de

acuerdo a instrucciones del fabricante.
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6.5.2. Identificacion de la cepa.

Se realiz6 a la cepa comercial y a la cepa obtenida y liofilizada
durante el trabajo, mediante el kit comercial API 50CH

(Biomérieux), siguiendo las instrucciones del fabricante.

6.6. Estandarizacion del cultivo.

6.6.1. Se normaliz6 la concentracion de Lactobacillus casei ssp
casei a través de una curva de calibracion de Log UFC/mL Vs
absorbancia, utilizando suero de leche de ganado vacuno: se
realizd un cultivo en masa en agar APT el cual se incubo a
37 °C durante 48 h, a partir de este cultivo se inocul6 el suero
clarificado hasta una absorbancia inicial conocida, incubandose
a igual temperatura. Desde este punto y cada 24 h se realizaron
lecturas de absorbancia y unidades formadoras de colonia por
mililitro (UFC/mL) mediante siembras por la técnica de
recuento estandar en placa (Ver anexo 6). Finalmente se hizo

una correlacion entre el Log UFC/mL y la absorbancia .

6.6.2. Cultivo de Lactobacillus casei ssp casei, en lacto-suero de
leche de ganado vacuno: se inocularon con Lactobacillus casei
ssp caser, 24 mL del lacto-suero y se realizaron mediciones del
crecimiento bacteriano, mediante espectrofotometria y medicion

del peso seco (Ver anexo 7) durante 99 horas, efectuando dos
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lecturas diarias cada 6 y 18 h; el pH inicial del medio no fue

ajustado.

6.6.2.1. Modificaciones del suero de leche de ganado vacuno: se

modifico por medio de la adicion de glucosa de la siguiente

manera: (SM: Suero Modificado)

0 % de D(+) Glucosa. (SM1)
5 % de D(+) Glucosa. (SM2)
10 % de D(+) Glucosa. (SM3)
15 % de D(+) Glucosa. (SM4)

6.6.2.1.1. Determinaciéon de diferentes parametros en los

medios SM1 al SM4:

6.6.2.1.1.1. Consumo de azucares, expresados como

lactosa. (Ver anexo 2).

6.6.2.1.1.2. Produccion de acido lactico. (Ver anexo 3).

6.6.2.1.1.3. Sélidos solubles por el método derivado de
grados Brix, segiin Giraldo G. [25]

6.6.2.1.1.4. Peso seco (g/L) del microorganismo.

(Ver anexo 7).
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6.6.2.1.1.5. Evaluacion del crecimiento bacteriano por

espectrofotometria.

Para el seguimiento de estas cinéticas en los diferentes medios
modificados (SM1-4) se estandarizo una absorbancia inicial de

0,128 + 0,006 incluyendo el inoculo, con un pH inicial de 6,05 + 0,05.

Todas las cinéticas realizadas se iniciaron con volimenes de 24 mL de
medio de cultivo estéril, al los cuales se les adicionaba 1 mL de inoculo.
No fue necesario ajustar el pH como lo recomiendan otros autores

[4.7,16,21], ya que este se encontraba dentro del rango Optimo de

crecimiento. Se realizaron dos mediciones diarias de los parametros hasta

las 99 horas.

6.7. Liofilizacion del microorganismo:

= Se cultivo 0,5 L del mejor medio de cultivo modificado encontrado

de acuerdo a los resultados del punto 6.6.2.1.1.

= Después del periodo de incubacion se centrifugaron a 4 000 rpm por
20 minutos, seguidamente se lavo 2 veces con solucion salina al

0,9% esteéril y agua destilada estéril.

= Se congeld entre -55 y -85 °C el microorganismo obtenido de la

etapa anterior, usando el suero clarificado como agente crioprotector.
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= Se realizo liofilizacion del microorganismo a -55°C, 100 mtorr por 18

h. en un liofilizador Virtis modelo BENCHTOP 6K.

6.8. Evaluacion del comportamiento del microorganismo liofilizado.

Se rehidrato el Lactobacillus caser liofilizado en 20 mL con lacto-
suero estéril por 1 hora. Luego, se sembr6 en Agar—APT y Agar—Suero
de leche ganado vacuno por el método de dilucidon en masa (Ver anexo
6). Luego de las 48h de incubacion se realizd el recuento de células
viables. Por ultimo se realizd la identificacion del microorganismo
utilizando el estuche comercial API 50 CH (Biomerieux), siguiendo

las indicaciones del fabricante.
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RESULTADOS Y DISCUSION
7.1. Obtencioén del suero de leche de ganado vacuno.
Para llevar a cabo este proyecto se utilizaron 10 Litros de lacto-suero,
sin adicion de NaCl, del cual se conoce por referencias que produce

inhibicion en el crecimiento del microorganismo de interés. [26]

7.2. Clarificacion del suero.

(a) (b)

Figura 2. Clarificacion de suero.

En la figura 2 se observa el suero de leche de ganado vacuno fresco antes
de ser sometido al proceso de clarificacion (a) y clarificado (b). El objetivo
de la clarificacion del suero de leche, es permitir las medicines de
absorbancia en el U.V- vis, a 550 nm, longitud de onda de interés para
evaluar el crecimiento bacteriano del Lactobacillus caser. El suero fresco,

por su alto contenido de proteinas y lipidos, presentaba una absorbancia
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alta, limitando las lecturas debido a las desviaciones de la ley de Lamber

Beer.

7.3. Caracterizacion fisicoquimica del suero fresco y clarificado:

Tabla 1. Caracterizacion del suero.

Suero de leche Suero de leche
Propiedad fisico-quimica fresco Clarificado
+ +

pH 6,15 0,32 6,10 0,02
Densidad (g/mL) 1,026 0,001 | 1,025 | 0,001
Extracto seco (%) 7,06 0,32 5,37 0,16
Contenido de | Det-gras (%) 0,26 0,04 |Trazas -

grasas butirometro (%) 0,50 0,17 |Trazas -
Contenido de Nitrogeno (%) 0,22 0,02 0,11 0,01
Contenido de proteinas (%) 1,38 0,10 0,70 0,06
Acidez total (% acido lactico) 0,99 1,80 0,91 0,06
°Brix 6,52 0,20 6,37 0,06
Humedad (%) 93,06 0,39 | 94,69 0,16
Sélidos Solubles (%) 7,07 0,32 6,47 0,01
Contenido de lactosa (%) 4,71 0,46 435 0,06

Como se puede observar en la tabla 1, el contenido de lactosa, nitrogeno,
proteinas el pH se encuentran en una concentracion Optima para el
crecimiento de bacterias lacticas, lo cual queda confirmado en este trabajo.
Ademas se puede afirmar que gran parte de la turbidez del suero fresco es
debida principalmente al contenido de grasas y proteinas como se evidencia
en la tabla 1 y en la figura 2. No hubo una variacion significativa entre el

suero fresco y el suero clarificado con respecto a lactosa, lo que indica que
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durante el proceso de clarificacidn no se precipitan este tipo de compuestos
lo cual es bueno para el crecimiento de los microorganismos y la
produccion de acido lactico. Respecto al pH no hubo variacion significativa
durante el proceso de clarificado lo cual afecta positivamente al suero como
medio de crecimiento, encontrandose en el rango 6ptimo segun lo reportado

por Edgar Mauricio V. et al. y Appadurai Senthuran et al. [4,7].

7.4. Cepa Bacteriana: Lactobacillus casei ssp casei (ATCC 393)

7.4.1. Estandarizacion del cultivo.

Absorbancia Vs Tiempo UFC Vs Tiempo

)
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Figura 3. Evaluacion del crecimiento bacteriano en el tiempo.
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En la figura 3 se observa el crecimiento del microorganismo versus tiempo,
el cual fue seguido mediante espectofotometro (a) y mediante recuento
estandar en placa (b). En (a) se puede observar el aumento de la
absorbancia a traves del tiempo, y en (b) el aumento de las UFC en el

tiempo, ambas llegando a un pico maximo de crecimiento a las 96 horas,
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ademas en la figura 3b se observan tres de las cuatro fases del crecimiento
de poblaciones bacterianas reportado por la literatura (figura 4) [3]; se
observa, la fase de crecimiento exponencial, estacionaria y muerte; la fase
de latencia no aparece debido a que el L. caser ya se encontraba adaptado al

medio.

Fase
Estacionaria

Fase
Exponencial Fase

de muerte

Log del numero de celulas

Fase
de latencia

TIEMPO

Figura 4. Curva de crecimiento bacteriano. [3].

En este trabajo se utilizaron varios métodos para cuantificar el
crecimiento bacteriano debido a que no existe un método 100 % sensible y
especifico. En la tabla 2 se relacionan la ventajas y desventajas de algunos

de ellos.
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Tabla 2. Recuento estandar - U.V-vis (ventajas y limitaciones)

Recuento estdndar .
U.V-vis
en placa
Ventaias v Cuantifica viables. v Fécil y rapido.
J v Muy sensible.
v No distingue vivas y
v’ Lento. muertas.
Limitaciones | v Costoso. v S6lo para unicelulares.

v'No para soluciones
muy concentradas.

Al realizar una curva donde se relacionen estas dos metodologias, se
podria lograr una disminucion o eliminacion de estas limitaciones, por esta
razon y como se dijo en el punto 6.6.1. lo que se pretendia realizar era una
curva de calibracion donde se relacionaba las UFC/mL y la absorbancia,
teniendo en cuenta la inhibicidon del crecimiento bacteriano en el tiempo por
el aumento en la concentracion del 4cido lactico y el proceso metabolico del

microorganismo en el medio.

Estas dos graficas se relacionaron, dando como resultado las graficas
Say 5b. En la primera podemos evidenciar una linea recta seguida por una
linea horizontal que muestra el comienzo de la fase estacionaria, en la cual
hay un cese del crecimiento por el agotamiento de los nutrientes y la
acumulacion de 4cido lactico. Por esta razon se deja como grafica final de
correlacion la figura 5b, en donde podemos garantizar que cualquier
absorbancia que se encuentre dentro de este rango y en un tiempo no mayor

a 76 horas correspondera a un namero de células viables, disminuyendo la
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primera limitacion (Ver tabla 2) de uso del U.V para una produccion de

L. casei en lacto-suero clarificado bajo las condiciones planteadas.

UFC Vs Absorbancia UFC Vs Absorbancia

12,0 12,0

y = 0,490.x + 7,962
1,0 // j 1,0 /
< R'= 0,989 T
10,0 = SIETY
=)
9,0 / @ 90 /
]

8,0 8,0

Log UFC / mL

7,0 T T T . . 70 T . :
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8
Absorbancia (550 nm) Absorbancia (550 nm)

(a) (b)

Figura 5. Correlacion entre UFC y la absorbancia.

Aplicando el modelo de regresion lineal, se obtuvo la ecuacion
Y=0,490 X + 7,962 con un coeficiente de determinacién (R*) de 0.989, el
cual es comparable con el rango de R* = 0.904 — 0,998 obtenido por otros
autores con curvas realizadas para microorganismos [27]. Este valor
ademas es muy cercano a la unidad, siendo 1 (uno) el mejor valor de
correlacion para este tipo de graficas [28], lo cual confirma que el método
de correlacion propuesto es viable para la cuantificacion de L. caser en
lacto-suero clarificado bajo las mismas condiciones de cultivo reportadas en

este trabajo.
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7.4.2. Determinacién de diferentes parametros en los medios SM1 al

SM4.

Con el fin de obtener la mayor produccion de acido lactico y sabiendo
que las hexosas como la glucosa son los sustratos preferidos por esta clase
de microorganismos, se decidid enriquecer el suero clarificado con este
azucar en diferentes observandose los

concentraciones, siguientes

comportamientos:
7.4.2.1. Comparacion entre el consumo de azicares, expresados

como lactosa y produccion de acido lactico.

Acido Lactico y Consumo de Lactosa Vs Tiempo (SM1) Acido Lacticoy Consumode Lactosa Vs Tiempo (SM2)
E E
80 3 E 80 ——— 140 3
- 70 o = =70 L 130 B
%50 -——_._- . /"‘*’/ hd < 40 E EGU - - /'r___* o E
= —— i 2 —u @
g 50 /_,./_ - ._7______. v § 8 50 — L 110 2
g 40 = 34 g £ 40 — — | 100 =
S 30 s 3 s % o o H
B pd 1 e £ 20 L oo 2
= - a % 3
21 128 E 10 r8E B
0 . . . , . 25 B 0 - . T . . 70 @
0 20 40 50 80 100 3 0 20 40 60 80 100
Tiempo (h) Tiempo (h)
Acido Lactico y Consumo de Lactosa Vs Tiempo (5M3) Acido Lactico y Consumo de Lactosa Vs Tiempo [ 5M4)
- -
£ 80 5 £
i 208 B * + 305 8
i = ~70 - - 275
= 200 E 60 - . £
B 80 == 2 w ~= 1245
g 50 #= St 192 3 g 50 3 215 &
2 _— s M € - __e—* 1 £
g & —ay " 184 B 3 e T 1195 &
a 30 L, . o =30 @
] o 178 B 2 — + 155 2
9 20 el g 20 e | LB
210 188 5 210 = 23
0 . . . 160 § 0 T T T 95 g
0 20 40 60 20 100 2 0 20 0 60 80 100 “
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 6. Conversion de sustrato en acido lactico.
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La figura 6 muestra el consumo de lactosa y la produccion de acido
lactico por parte de L. casei en los diferentes medios. Las lineas
descendentes representan el consumo de carbohidratos expresados en
términos de lactosa, y las lineas ascendentes representan la produccion de
acido lactico. Como se puede observar, en todos los medios hay una
disminucion en la concentracion de los carbohidratos y un aumento en la
concentracion de acido lactico por el proceso fermentativo del L. casei,
pero a pesar de esto los azucares remanentes son muy altos especialmente el
los medios SM2, SM3 y SM4. Por el comportamiento anterior podemos
afirmar que no es necesario realizar adiciones de azucares al suero de leche
de ganado vacuno para un optimo crecimiento del /actobacillus casei, ya

que estos azucares adicionados permanecen en la solucion.

Como se observa en las figuras 3a y 3b, a partir de las 99 h los
microorganismos entran en una fase de latencia debido probablemente a la
alta concentracion de dacido lactico (figura 6), impidiendo que el
microorganismo siga metabolizando los azucares residuales mencionados

anteriormente que quedan en el medio.

En la siguiente figura se detallara los resultados del acido lactico.
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7.4.2.2. Produccion de acido lactico.

Acido lactico Vs Tiempo

‘ oSkl msSM2 osSM3 DSP.-H-‘

ag
8O
70

60

50
40
30

20 1

10 - }—

0 4 T

21 7 43 31 69 75 93 99
Tiempo (h)

Acido lactico (g(L)

Figura 7. Produccion de 4cido lactico.

Como se muestra en la figura 7 la mayor produccion de acido lactico es
de 76,24 y 70,39 g/L en las cinéticas SM2 y SMI respectivamente a las 93
horas de fermentacion, notandose una estabilidad a las 99 horas. Conforme
a lo anterior, se puede afirmar que para producir acido lactico a
concentraciones adecuadas con L. caser, se puede utilizar suero de leche de
ganado vacuno. De acuerdo a los valores obtenidos en este trabajo, se
puede ver que son comparables con los reportados por otras investigaciones
como: la realizada en la universidad de Antioquia [8], siendo su produccion
maxima de 28,8 g/L, utilizando L. caser cultivado en suero enriquecido, los
sefiores Roukas, T y Kotzekidou, P. [16], utilizando suero de leche
desproteinizado y enriquecido en donde obtuvieron un maximo de 46 g/L
usando una mezcla de cepas de L. caser y Lactococus lactis libres, y
también se puede comparar con un trabajo realizado en la universidad de
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Zulia (Venezuela) [9]., donde utilizaron L. helveticus en suero de leche
desproteinizado y suplementado, obteniendo 13,02 g/ de este acido.
Ademas, Ding, Shaofeng et al. [21] mostraron una maxima produccion de
acido lactico en 210 g/L utilizando L. casei, pero a diferencia de los otros
trabajos, ellos trabajaron con un medio artificial formulado por ellos
mismos, con una composicion similar al MRS. Con los anteriores datos
también podemos afirmar que en este trabajo se obtuvo una cantidad
significativa de acido lactico en un medio al cual solamente se le ha retirado
parte de los caseinatos y la grasa presentes sin ninguna adicion de un
suplemento nutritivo al lacto-suero, lo cual es bueno si se tiene en cuenta la
gran demanda actual de este 4cido por los diferentes tipos de industria, en
especial la produccion de polimeros biodegradables como el PLA [6.7],

ademas esto significa una produccion de acido lactico a muy bajo costo.

7.4.2.3. Solidos solubles.

Solidos solubles Vs Tiempo

[ +sM = 5w SM3 e SM4 |

0,18 +—» D

T —— ——9

Solidos solubles

0 10 20 30 40 S0 60 70 80 9 100 110
Tiempo (h)

Figura 8. Cinéticas de s6lidos solubles.
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En la figura 8 se puede ver el comportamiento de los soélidos solubles
presentado en cada una de las cinéticas, en donde los mayores valores se
encuentran en la cinética SM4, lo cual es 16gico, si se tiene en cuenta que
los solidos solubles en el medio de cultivo aumentan con la adicion de
glucosa. También se observa la poca o casi nula disminucion de estos en el
tiempo, ya que aunque el sustrato es consumido este se convierte a su ves
en otro compuesto hidrosoluble siendo el caso del acido lactico, impidiendo
una visualizacion del cambio ocurrido de los solidos solubles durante el

proceso fermentativo.

7.4.2.4. Peso seco del microorganismo.

Peso seco Vs Tiempo

1,0
d 0,3 ye + + \F__'___%
= ; =
~- 0,7 /._ = = .
S 06 77 —=—SM1
'3): 0.3 / —+—SM2
& B3 J/ SM3
3 03 -
A o / SM4

I

0.1

0,0 : : | : : : : :

1 21 27 45 51 69 75 93 99
Tiempo (h)

Figura 9. Evaluacion del crecimiento bacteriano por peso seco.

En la figura 9 se observa el comportamiento del crecimiento del
Lactobacillus caser, medido a través del peso seco en los cuatro medios de

cultivo SM1 - 4. En las primeras horas de esta grafica donde tedricamente
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se tiene aproximadamente la misma cantidad de inoculo inicial, las cinéticas
no guardan una misma relacidon de peso seco lo que se podria deber a
errores experimentales durante la obtencion de datos en la realizacion del
proceso. A pesar de esto el comportamiento de las cinéticas es muy similar
en horas posteriores evidenciando un aumento en el crecimiento de los
microorganismos en cada una de ellas, obteniéndose al final 0,9238 y
0,9700 g/L en la cinética SM1 y SM2 respectivamente a las 75 horas de
incubacion. Si se comparan estos resultados con los obtenidos por Ding,
Shaofeng et al. [21], de 4,3 g/L, se puede decir que estos autores reportan
mayor crecimiento del microorganismo debido a que utilizaron medios
similares a los comerciales que poseen todos los nutrientes y las
concentraciones de nutrientes necesarios para el crecimiento del
microorganismo, mientras que el medio propuesto en este trabajo (lacto-
suero) debido a su naturaleza y ademds de sufrir un proceso de clarificado
no contiene en las mismas concentraciones de nutrientes del medio artificial
formulado por dichos autores. Con lo anterior, se puede aseverar que el
lacto-suero clarificado permite obtener cantidades adecuadas de
Lactobacillus casei, y se esta dando un valor agregado al lacto-suero, que
generalmente se utiliza como un producto de deshecho que aumenta la

contaminacion ambiental.

Hipotéticamente y de acuerdo con la figura 9 en los puntos
correspondientes a las 93 y 99 h para todas las cinéticas, se podria decir que
la disminucién en el peso seco se deberia a la muerte de los

microorganismos y la ruptura de los mismos, por ende la no precipitacion
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bajo las condiciones de centrifugado utilizadas, de los contenidos celulares

(menos densos) que se encontrarian dispersos en el medio.

7.4.2.5. Cuantificacion del Crecimiento del microorganismo por

espectrofotometria.

Absorbancia Vs Tiempo

= 7.0
=
E @0 —a
- e Ry SM1
u, 5.0 —— : —r
iy g —
Fot — 4y
= 40 - —=—SNM 2
- - :.' e
S 30 e
=] ! G T | — ——SN 3
2 20 I i<
= il
210 17/ —SM 4
= 77
0,0

1 21 27 45 51 69 75 a3 99
Tiempo (h)

Figura 10. Evaluacion del crecimiento bacteriano por absorbancia.

Al seguir el crecimiento del microorganismo en las diferentes cinéticas
por medio del espectrofotometro, se nota un comportamiento similar al
presentado por el peso seco. Se presenta una disminucion en la absorbancia
a las 93 y 99 horas, debido probablemente a la cantidad de acido lactico
presente en la solucion, donde muchas bacterias empiezan a morir y otras
tratan de adaptarse al medio. A las 99 horas se observa un pequefio
incremento en la absorbancia, debido probablemente a aquellos
microorganismos que se han adaptado al medio y han realizado otros ciclos

de replicacién aumentando la poblacidon microbiana, que se evidencia en el
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aumento de turbidez, este comportamiento microbiano se conoce en la

literatura como fase estacionaria. [3]

Con los datos de absorbancia de la figura 10 se realiza una nueva curva

de: Log UFC/mL Vs Tiempo mediante la ecuacion obtenida en la figura 5b.

Log UFC/mL Vs Tiempo

SM1

105 ___/‘

——§M2

N
8,5 .//F?/ R R

Log UFC/mL

——SM4

75

1 21 27 45 51 69 75
Tiempo (h)

Figura 11. Evaluacion del crecimiento bacteriano por UFC.

Para efectos de ver mas claramente el crecimiento de microorganismos
en los sueros modificados (SM) durante las cinéticas, los valores de
absorbancia de la figura 10 fueron convertidos en Log UFC/mL utilizando
la ecuacion Y=0,490 X + 7,962 resultante de la figura 5b. Hay que tener
en cuenta que sOlo se convirtieron los datos hasta las 75 horas de
fermentacion, ya que de este punto en adelante, aplicando la ecuacion
obtenida no se garantiza un niamero viable de células de acuerdo al modelo
de crecimiento mostrado en la figura 3b, con esta conversion de datos se

obtuvo la figura 11.
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Finalmente, con los valores obtenidos, se puede decir que las cinéticas
SM3 y SM4 muestran los mas bajos resultados en cuanto a produccion de
acido lactico y de L. caser, posiblemente debido aun proceso de
deshidratacion de las célula por la alta concentracion de azucares en el
medio, ejerciendo una fuerte presion osmotica sobre el microorganismo,

inhibiendo su crecimiento y tal vez provocando su muerte.

7.5. Liofilizacién del microorganismo.

Entre los muchos métodos para la conservacion de microorganismos
existentes hoy en dia, se encuentran: la transferencia periodica,
conservacion en capa de aceite, la congelacion y la liofilizacion. Se decidid
utilizar esta Gltima porque es la mas recomendada, pues con éste método se
pueden obtener células viables y con caracteristicas iguales a las iniciales
después de mucho tiempo de almacenamiento, alcanzando hasta de 10 afios
de conservacion [29]. Una de las limitaciones para el uso de éste método es
su alto costo del equipo y de elevado gasto energético, debido a los largos
tiempos de operacion. El proceso se realizo utilizando viales de
aproximadamente 3,0 mL de capacidad, siguiéndose el punto 6.7 de la

metodologia.

De acuerdo a las cinéticas de crecimiento se decidio que el mejor
momento para realizar la liofilizacion del L. caser era a las 69 horas de
fermentacion, correspondiente a la cinética SM1, ya que en este tiempo se

garantiza que todas las células son viables por encontrarse en un punto
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mucho antes de entrar en la fase estacionaria y ademas, en este se tiene una
poblacion celular de entre 10° y 10" UFC/mL, siendo lo ideal, debido a que
se recomienda para un proceso de liofilizacién tener un cultivo entre 10° y

10° UFC/mL. [30]

Para el paso de la centrifugacion, los microorganismos fueron lavados
con solucidn salina la 0,9% estéril para eliminar los remanentes del acido
lactico, luego de esto, se continud con la adicion del crioprotector. Para
¢ste ultimo paso, se decidio utilizar el suero clarificado como agente
crioprotector, ya que €ste tiene componentes muy similares a los agentes
crioprotectores utilizados normalmente como lo son las soluciones de
glucosa, sacarosa, proteinas, etc. [1,31], el cual se utiliza para evitar el dafio

por el congelamiento, paso siguiente e importante dentro de la liofilizacion.

Se estandarizo un tiempo de liofilizado de 18 horas apreciandose un

producto final totalmente seco.

Luego de sacar las muestras del liofilizador, los viales fueron tapados y
el oxigeno que quedaba dentro del vial fue retirado mediante una jeringa
estéril, para asi evitar la formacion de radicales libres que se producen por
exposicion de las celulas al oxigeno, ya que estan asociados con pérdida de

viabilidad; de alli la importancia de mantener el vacio [30.31].
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7.6. Evaluaciéon del comportamiento del microorganismo liofilizado.

7.6.1. Siembra del microorganismo (L. caser) en Agar—APT vy

Agar—Suero clarificado por el método de dilucion en masa.

L. caser Agar APT L. casei Agar suero

Figura 12. Agar—APT y Agar—Suero clarificado.

En la figura 12 se observa el crecimiento del L. caser en Agar—APT y
Agar—Suero clarificado, en este ultimo el medio es mas opaco debido a los
componentes de origen proteico e hidrosolubles que no alcanzaron a ser

retirados durante el proceso de clarificado.

Al realizar un crecimiento del microorganismo en ambos agares, las
colonias en el agar suero tardan mas tiempo en crecer, teniendo un menor
tamafio, pero con una morfologia similar, como se puede observar en la
figura 12.  Esto puede deberse muy probablemente a la menor
concentracion de nutrientes del lacto-suero respecto al agar APT, que es un
medio de referencia para el crecimiento de bacteria lacticas. A partir de

estos resultados podemos afirmar que el agar suero clarificado producido en
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este trabajo, puede servir como opcion de crecimiento para bacterias
lacticas del tipo /Jactobacillus, teniendo en cuenta que el tiempo de
incubacion debe ser mayor. Ademas este tipo de medio es de facil

realizacion y de muy bajo costo.

7.6.2. Recuento del Lactobacillus casel.

Tabla 3. Conteo de UFC antes y después del proceso de liofilizacion.

1 2 Promedio | Diferencia | % de % de
UFC x10° /| UFC x10° / | UFC x10° / | UFC x10° / | células | células
mL mL mL mL viables | muertas
Laatzn ANTED 42 47 49 48 100
Liofilizacioén 3 6
LoD LIE LTI die 45 45 45 94
Liofilizacioén

Para hacer un control del proceso de liofilizacion, se realizoé un conteo de
UFC antes y después del mismo, obteniéndose una viabilidad del 94% (ver
tabla 3) después de 18 dias de conservacidon entre 4 - 9 °C, siendo un
porcentaje de supervivencia muy bueno, ya que lo recomendado es entre un

50 — 80% para microorganismos. [1,30]

Con el fin de corroborar la el crecimiento del microorganismo por el
método propuesto (UFC/mL Vs Absorbancia), se midio la absorbancia del
cultivo a las 69 h de crecimiento antes del proceso de liofilizacion, dando
5,5225 a 550 nm, este valor se introdujo en la ecuacion de la grafica 5b, con
el fin de obtener las UFC calculadas. EIl valor obtenido fue de 46,56 x 10°
UFC/mL el cual es muy cercano al obtenido por el otro método de recuento
en placa el cual dio un valor de 48 x 10° UFC/mL, lo cual confirma que la
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ecuacion obtenida durante el trabajo puede servir como un meétodo
alternativo y rapido para la cuantificacion de células viables, en un cultivo

realizado en lacto-suero clarificado.

7.7. Identificacion del Lactobacillus casei, antesy después del proceso de

liofilizado a través del estuche comercial API 50 CH (Biomerieux).

(a) (b)
Figura 13. Identificacion del Lactobacillus casei ssp caser a través del

kit APT 50CH.

En esta figura se observan algunas reacciones bioquimicas de las cepa de
Lactobacillus caser, que se realizaron antes (13a) y después (13b) del
proceso de liofilizacion. El cambio de color de rojo a amarillo evidencia
una prueba positiva, donde cada pozo de la tira representa una prueba
bioquimica. Después de la inoculacion de las tiras, se dejaron en
incubacion por 48 h y se anotaron los resultados obtenidos. Luego se
introdujeron estos resultados al software: apiweb atand alone V 1.2.1. El
cual permiti6 evidenciar la presencia de Lactobacillus casei antes y despues

del proceso de liofilizacion.
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CONCLUSIONES

Se logro estandarizar un método de cultivo para L. caser utilizando

como base el suero de leche de ganado vacuno.

El lacto-suero clarificado simple sin ninguna adicion de glucosa, es
viable para la produccion de Lactobacillus caser y de acido lactico a
escala de laboratorio, obteniéndose con este trabajo 0.9238 g/L y
5,9 x 10" UFC/mL de L. casei en un periodo de incubacion de 75

horas y una produccion de 70,39 g/L. de 4cido lactico a las 93 horas.

Se logro hacer una relacion entre las UFC y la absorbancia, obteniendo
un buen coeficiente de determinacion hasta las 76 horas, facilitando
con ello el conteo de L. caser mediante lecturas de absorbancia sin
necesidad de recurrir al recuento estandar en placa, para crecimientos

en lacto-suero clarificados simple bajo las condiciones de este trabajo.

Se logr6 estandarizar un proceso de liofilizacion para la conservacion
de los L. caser obtenidos a partir de suero de leche de ganado vacuno
como medio de cultivo. Se puede concluir que el proceso de
liofilizacion para lactobacillus casei utilizando como crioconservante
el suero de leche de ganado vacuno es un método adecuado de

preservacion y crioproteccion.
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Queda comprobado con este trabajo que el lacto-suero simple, puede
ser transformado en un recurso aprovechable para la produccién
bacterias lacticas como el L. caser y acido lactico a muy bajo costo,

evitando la contaminacion del medio ambiente que este genera.
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ANEXOS

ANEXO 1:

PROTEINA TOTAL. Método Kjeldahl-Gunning-Arnold.
Adaptado griffin 1955. [32]

Reactivos:

»  Mezcla sulfato selenio: mezclar 18,77 g de CuS0O4.5H,0, 900 g K,SO,4 y

0,4 g de Selenio finamente pulverizado

= Acido bérico al 4%: Disolver 40 g de H;BO; en agua caliente si es

necesario. Enfriar y completar a 1 000 mL.

» ndicador de Tashiro: mezclar 25 mL de solucion alcoholica de azul de

metileno al 0,05% y 25 mL de solucion al 0,1 % de rojo de metilo.

» Acido sulfurico comercial.

» Hidréxido de sodio (NaOH al 40%).

= Acido clorhidrico 0,01 N estandar.
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Determinacion micro:

a. Digestion: pesar 0,03 g de muestra y pasar a un baloén Kjeldahl de 50 a
100 mL, agregar 0,1 g de mezcla de sulfatos y 2,0 mL de H,SO4
concentrado, y poner en digestion en los digestores Kjeldahl hasta que

aclare completamente (color verde claro).

b. Destilacion: llevar la muestra al micro-Kjeldahl y adicionar 5,0 mL de
NaOH al 40% vy perlas de vidrio. Llevar a ebullicion y recibir el
destilado en un erlenmeyer que contiene 10 mL de acido borico y unas

gotas de indicador de Tashiro, hasta cambio de color a morado.
= Retirar el balon con el borato de amonio.
= Retirar el calor sin desconectar el equipo. Por enfriamiento el
agua de lavado subira hasta el balon permitiendo mantener

limpio el equipo de destilacion.

c. Titulacion. titular el borato de amonio con solucion 0,01 N de HCI

estandar.

75



d. Cédlculos:

%N= (mL HCln.N HClm) — (mL HClbt . N HClIb1) * 0,014 * 100
g de muestra

HCl,,: Acido clorhidrico utilizado para titular la muestra.

HCly;: Acido clorhidrico utilizado para titular el blanco.

% Proteina = %N 4 6,38



ANEXO 2:

44.1.23. (959.11). METODO MICRO SHAFFER-SOMOGYI PARA
DETERMINACION DE AZUCARES. ADAPTADO [24]

A. Reactivos

(a) Carbonato 50. — Disolver 25 g de Na,COs; anhidro y 25 g tartrato de
sodio y potasio.4H,O (sal de Rochelle) en 500 mL H,0O. Adicionar con
agitacion 75 mL de solucion de 100 g CuSO4.5H,0/L, a través de un de
un embudo, con su extremo bajo la superficie del liquido, para evitar
perdidas de CO,, y mientras la solucion esta en agitacion. Se afiade 20 g
de NaHCOs;, se disuelve y se afiade 5 g de KI. Transferir la solucion a
un frasco aforado de 1L, adicionar 250 mL de 0,100 N de KIO; (3,356
g/L), diluir al volumen filtrar y transferir a un frasco de vidrio. Dejar en

reposo la noche antes de su uso.

(b) Solucion de oxalato - yoduro. — Disolver 2.5 g Kl 'y 2.5 g K,C,04 en
H,O destilada y se afora a 100 mL. Preparar disolucion fresca

semanalmente.

(c¢) Solucion de tiosulfato de sodio. — 0.1N. Disolver 25 g de
Na,S,05.5H,0 en 1L de agua destilada y calentar lentamente durante 5
min, adicionar a la solucion, poco después, 0,1 g de Na,CO5* y 3 gotas

de cloroformo y transferir caliente a la botella de almacenamiento
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previamente limpiada con mezcla sulfocromica (K,Cr,O; al 2% en
H,S0O,4 del 98%) caliente y enjuagado con agua destilada caliente. Dejar
la solucidon en reposo en un lugar oscuro durante un dia antes de
estandarizar. Puede ser necesario filtrarse esta solucion antes de
estandarizarla, si después del periodo recomendado existiesen solidos en

su interior.

*Las soluciones de tiosulfato preparadas con agua destilada comun pueden
sufrir una reaccidn lenta con los iones provenientes de la auto-ionizacion

del agua, produciendo azufre y iones bisulfito:
2- = ¢ 0
S,0, +H = HSO,+ S

La formacién de estos productos también puede ser resultado de la accion
bacteriana, especialmente si la solucion estd durante mucho tiempo en
reposo. Como ambos procesos son minimizados en el intervalo de pH entre
9 y 10, se recomienda la adicion de una pequena cantidad de carbonato de
sodio a la solucion preparada recientemente.

Ademads, también debe evitarse su exposicion a la luz, porque bajo estas
condiciones ocurre un aumento en la velocidad de la reaccion de

descomposicion del tiosulfato.

(d) Solucion estandar de tiosulfato. — 0.005N. Se prepara desde la solucion

de tiosulfato estandar 0.1 NV,
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(e) Indicador de Almidon. — Disolver 2.5 g de almidon soluble y 10 mg de
Hgl, en 500 mL de H,O hirviendo. Tras enfriar, se afora a 1 Litro con

H,O destilada.

B. Determinacion.

» Se toma alicuotas de 5,0 mL de la solucion problema en tubos Pyrex de

25 x 200 mm.

» Se adicionara a cada tubo 5,0 mL de reactivo de carbonato 50 (a) y se
mezclaran bien por agitacion. Se prepara un blanco utilizando 5,0 mL

de agua destilada y 5,0 mL de reactivo de carbonato 50.

» Se colocan los tubos tapados en un bafio de agua hirviendo el tiempo

adecuado segun el aziicar que se vaya a determinar (Ver tabla 950.57).

= A continuacion, se retiran los tubos con cuidado y se colocan en agua

fria durante 4 minutos.

» Se destapan y se afiade a cada tubo 2,0 mL de la disolucion de( KI-
K,C,0,) oxalato-yoduro (b) y seguidamente 3,0 mL de acido sulfurico
2 N (56 mL/L). (no agitar las disoluciones hasta después de anadir el

acido sulfurico). Se mezcla bien para asegurarse de que todo el Cu,O
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se disuelve, se tapa y se deja reposar en agua fria durante 5 minutos

agitando dos veces durante todo este tiempo.

Se valora con tiosulfato sodico 0,005 N (d), utilizando la solucion
indicadora de almidon (e) para determinar el punto final. Se resta la

valoracion de los tubos problema de la de los blancos.

Para saber la concentracion (mg/mL) de glucosa utilizamos tabla
959.11, o utilizamos las ecuaciones de la tabla 950.57 para otros
azucares, dividiendo el valor de “y” calculado por el volumen de la

alicuota de muestra utilizada.
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Tabla 959.11 Shaffer-Somogyi Equivalentes Glucosa-Tiosulfato
mg glucosa = (0.1099) (mL 0.005 N Na,S,03) + 0.048
mL de Tiosulfato 0.005 N

mL
0.005N O 0.1 02 03 04 05 06 07 08 09
Na,S,03 mg Glucosa en 5 mL of Solucion
3 0.378 0.389 0.400 0.411 0.422 0.432 0.444 0.455 0.466 0.477
4 0.488 0.499 0.510 0.521 0.532 0.543 0.554 0.565 0.576 0.587
5 0.598 0.608 0.619 0.630 0.641 0.652 0.663 0.674 0.685 0.696
6 0.707 0.718 0.729 0.740 0.751 0.762 0.773 0.784 0.795 0.806
7 0.817 0.828 0.839 0.850 0.861 0.872 0.883 0.894 0.905 0.916
8 0.927 0.938 0.949 0.960 0.971 0.982 0.993 1.004 1.015 1.026
9 1.037 1.048 1.059 1.070 1.081 1.092 1.103 1.114 1.125 1.136
10 1.147 1.158 1.169 1.180 1.191 1.202 1.213 1.224 1.235 1.246
11 1.257 1.268 1.279 1.290 1.301 1.312 1.323 1.334 1.345 1.356

12 1.367 1.378 1.389 1.400 1.411 1.422 1.433 1.444 1455 1.466
13 1.477 1.488 1499 1510 1.521 1.532 1.543 1.554 1.565 1.576
14 1.587 1.598 1.609 1.620 1.631 1.642 1.653 1.664 1.675 1.686
15 1.697 1.707 1.718 1.729 1.740 1.751 1.762 1.773 1.784 1.795
16 1.806 1.817 1.828 1.839 1.850 1.861 1.872 1.883 1.894 1.905
17 1.916 1.927 1938 1949 1960 1.971 1.982 1993 2.004 2.015
18 2.026 2.037 2.048 2.059 2.070 2.081 2.092 2.103 2.114 2.125
19 2.136 2.147 2.158 2.169 2.180 2.191 2.202 2.213 2.224 2.235
20 2246 2.257 2268 2279 2290 2301 2.312 2.323 2334 2.345
21 2356 2367 2378 2389 2400 2.411 2.422 2.433 2.444 2455
22 2466 2477 2488 2499 2510 2.521 2.532 2.543 2.554 2.565
J. Biol. Chem. 100, 695(1933); 160, 61(1945); JAOAC 42, 341(1959); 43, 645(1960)

44.1.28. (950.57)
ARABINOSA, GALACTOSA, XYLOSA Y OTROS AZUCARES.

Proceder como en 959.11B (Ver 44.1.23), usando apropiadamente el tiempo
de calentamiento y la ecuacion para calcular con la tabla 950.57. Hacer
determinaciones control con muestras conocidas de azucares y aplicar las

correcciones para cualquier desviacion de las ecuaciones.
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Tabla. 950.57 METODO DE SHAFFER-SOMOGYI:
EQUIVALENTES DE AZUCAR-TIOSULFATO
(y =mgazicar en 5 mL; x=mL 0,005 N Na,S,03)

Tiempo de
Azucar Calentamiento Ecuacion
(min)

L-Arabinosa 30 y =0,1234x + 0,060
Fructosa 15 y=0,1113x+ 0,079
D-Galactosa 30 y=10,1332x + 0,033
Glucosa 15 y =0,1099x + 0,048
Lactosa 35 y=0,2031x + 0,030
Maltosa 30 y=0,2199x + 0,072
D-Manosa 35 y=0,1148x + 0,084
D-Ribosa 25 y=0,1381x + 0,098
L-Sorbosa 15 y=0,1244x + 0,116
D-Xilosa 30 y=0,1103x + 0,044
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ANEXO 3:

DETERMINACION DE LA ACIDEZ EXPRESADA EN ACIDO
LACTICO. [32]

Acidez total: esta constituida por acidos orgénicos fijos (tartarico, malico,
lactico y succinico) y 4cidos volatiles (acético, formico, butirico y
propionico). El &cido carbonico se debe eliminar antes de efectuar la

valoracion de la acidez total. (A.O.A.C 11.042/84. 962.12/90 Adaptado).

Pasar unos 200 cm’ de agua recientemente hervida y neutralizada
(destilada), a una capsula de porcelana o a un erlenmeyer; agregar 10 cm’

de muestra.

Titular en caliente con solucion estandar 0,05 N de hidroxido de sodio
(NaOH) en presencia de fenofltaleina (al 1% en etanol de 96°). Anotar el
volumen gastado. Calentar la solucion de muestra hasta cerca del punto de
ebullicion.  Si hay anhidrido carbonico, desaparece el color rosado.
Continuar la titulacion hasta obtener el punto final verdadero. Expresar los

resultados en porcentaje de acido lactico.

1 cm® de NaOH 0,05 N = 0,045 g de 4cido lactico.
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Acidez fija: puede determinarse por acidimetria, después de eliminar por
evaporacion los acidos volatiles. Por diferencia entre la acidez total y la

fija se obtiene la acidez volitil.

Medir 50 mL de muestra y pasarlos a una capsula de porcelana; evaporar
hasta sequedad en bafio maria; agregar unos 20 mL de agua destilada
neutralizada y volver a evaporar; repetir dos veces mas la operacion para
asegurarse de la eliminacion completa de los 4cidos volatiles. Disolver el
residuo en unos 100 cm’ de agua vy titular la acidez fija con solucién 0,05 N
de hidréxido de sodio (NaOH) en presencia de fenolftaleina. Calcular la
acidez fija en porcentaje de acido tartarico o lactico. Segun el caso obtener
por diferencia la acidez volatil (Propuesto en el laboratorio de analisis

aplicado. Departamento de Quimica U. N.).
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ANEXO 4:

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE GRASAS MEDIANTE
EL EQUIPO Det — Grass marca P-selecta.

GRASAS (PRE-EXTRACCION E HIDROLISIS)

Muestra: Tomar aproximadamente 3.0000 mL de suero de leche (W)).

Pre-extraccion:

Peso del beaker limpio y seco: Wo

Tiempo de ebullicion: 30 minutos.
Tiempo de extraccion: 45 minutos.
Tiempo de evaporacion: 10 minutos.

Peso del beaker con la muestra: W,

Para calcular la grasa: G1= (W2 —Wy)/W,
Hidrdlisis:

Extraer la muestra de cada cartucho y pesar.

Peso de cada muestra: Wy,

Llevar a cabo una hidrolisis de acuerdo al siguiente procedimiento:
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Pesar aproximadamente 3.0000 g de la muestra del proceso de pre-

extraccion.

Depositar la muestra en un matraz erlenmeyer.

Adicionar 100 mL de HC1 3 N y nutcleos de ebullicion al matraz.

Colocar el matraz sobre una plancha de calentamiento en campana de

extraccion.

Llevar a ebullicion lentamente.

Mantener la ebullicion lenta por una hora.

Remover y dejar enfriar a temperatura ambiente.

Preparar 6 embudos buchner con papel filtro.

Verter el contenido del matraz erlenmeyer dentro del embudo y luego

filtrar a vacio.

Adicionar agua destilada caliente, aproximadamente a 60 °C a cada
matraz erlenmeyer y agitar para desengrasar las paredes y verterla

dentro del embudo.
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= Repetir la operacion varias veces hasta que el matraz esté totalmente

limpio.

* Continuar adicionando agua caliente al embudo hasta que el liquido

esté claro (pH = 7).

» (Cuidadosamente retirar el papel filtro y colocarlo en el cartucho de

extraccion.

= Secar en un horno a 100 °C por 1 — 2 horas antes de pasarlo al

extractor.

Peso de los beakers limpios y secos: Wy

Tiempo de ebullicion: 40 minutos.
Tiempo de extraccion: 60 minutos.
Tiempo de evaporacion: 10 minutos.

Peso de los beakers con la muestra: W,

Para calcular la grasa: Go= (W — Wyo)/Wi,

Contenido de grasa total: Gr=G;+ &,
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ANEXO 5:

DETERMINACION DE GRASAS POR EL METODO
BUTIROMETRICO DE GERBER. [33]

1. Principio
Un volumen determinado de la muestra es tratado en el butirdmetro con
acido sulfurico y alcohol amilico. El 4cido sulfirrico disuelve las proteinas

y el alcohol isoamilico facilita la separacion de la grasa.

Mediante centrifugacion la grasa es separada en el vastago graduado del

butirdmetro, en donde es leido directamente el contenido de materia grasa.

2. Reactivos

= Acido sulftrico: Debera tener una densidad a 20 °C de 1,815+0,002
g/mL, que equivale a un peso especifico 15/15 °C de 1,820 — 1,825 y
corresponde a un contenido en acido sulftrico del 90 — 91 por 100
(m/m). Debera ser incoloro y exento de impurezas que afecten la

determinacion.

» Alcohol isoamilico: Debera ser transparente e incoloro, con una

densidad a 20 °C de 0,080 — 0,818 g/mL.
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Materiales

Pipeta para la leche: Pipeta clasica de Gerber de 11 mL.

Butirdmetros y tapones.

Bafio de agua: Que permita mantener a los butirometros en posicion
vertical y con las escalas totalmente sumergidas a una temperatura de

65 +2°C.

Centrifuga: En la que puedan colocarse los burirdmetros y capaz de
ejercer, una vez cargada, en dos minutos una aceleracion centripeta de

350 £ 50 g en el extremo del tapon del butirometro.

Preparacion de la muestra

Atemperar la muestra a 20 = 2 °C y mezclar el suero cuidadosamente
invirtiendo repetidamente el recipiente que lo contiene o mediante
trasvases sucesivos, evitando la formacion de espuma o el batido de la

grasa.

Procedimiento

Adicionar 10 mL de 4cido sulftrico en el butirdmetro. No mojar el

cuello del burirdmetro con el acido.
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Verter 1 mL de la muestra de suero con la pipeta de Gerber. Nota:
adicionar lentamente para evitar la mezcla del acido sulftirico con la

muestra.

Verter | mL de alcohol isoamilico en el tubo de Gerber.

Se cierra el tubo con el tapon y se agita vigorosamente sin interrupcion
y sin invertirlo, hasta que la muestra y el sulfurico se mezclen y la
proteinas se disuelvan. Después se invierte el butirdmetro unas pocas
veces para mezclar completamente el contenido, y finalmente se agita

de nuevo unas pocas veces suavemente.

Se coloca inmediatamente el butirometro en el bano Maria a 65+2 °C

durante 5 minutos con el tapon para abajo.

Retirar el butirometro del bafio Maria, secarlos con un trapo e
introducirlos en la centrifuga. Poner la centrifuga al requerido nimero
de revoluciones en 2 minutos y mantenerse esta velocidad durante 3

minutos mas.

Retirar el butirometro de la centrifuga y leer en la columna la fase de

grasa.
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ANEXO 6:

AISLAMIENTO POR DILUCION EN MASA O RECUENTO
ESTANDAR EN PLACA.

Este tipo de técnica se utiliza para realizar recuento de microorganismos

vivos en analisis de alimentos.

Técnica:

1. Hacer diluciones de la muestra o el cultivo.

2. Tomar cajas de petri estéril por duplicado en cada dilucion y marquar

cada una de ellas.

3. Adicionar 1,0 mL de la dilucion en la caja de petri estéril

correspondiente.

4. Agregar + 15 mL de agar APT liquido atemperado a = 45 °C.

5. Mezclar las cajas con movimientos cuidadosos, como sigue:

= Moviendo la caja de arriba hacia abajo.
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= Rotando la caja haciendo circulos 5 veces en el sentido de las agujas

del reloj.

= Moviendo la caja 5 veces haciendo angulos rectos.

= Rotando la caja haciendo circulos 5 veces en sentido contrario de las

agujas del reloj.

. Dejar solidificar el agar y agregar una capa adicional de agar. Dejar

solidificar.

. Inviertir las cajas e incubar a 37 °C durante 48 horas en microarofilia y

colocar una caja con medio sin inocular e incubarla con las demas.

. Realizar conteo de UFC.
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ANEXO 7:

MEDICION DE CRECIMIENTO CELULAR MEDIANTE PESO
SECO DE LAS MUESTRAS (g células/L): [4]

Centrifugar 20 mL a 3 000 rpm durante 20 min. (Garantizando que el

cultivo se encuentre en su fase exponencial de crecimiento).

» El sobrenadante se guarda para analisis.

» El precipitado es lavado con agua destilada para una segunda

centrifugacion de 10 min a la misma velocidad.

» Luego las muestras son secadas, primero a 110 °C durante 3 horas.

» Posteriormente a temperatura ambiente en un desecador durante

12 horas.

» Pesar la muestra seca.

» Determinar los gramos de microorganismos/mililitro de medio.
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