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RESUMEN

Los microorganismos para su desarrollo presentan algunos requerimientos nutricionales
béasicos entre los que resaltan las fuentes de carbono y energia, pero no son suficientes para
garantizar su crecimiento, por lo que dependiendo de la especie pueden emplearse otros
compuestos mas complejos como aminoacidos, vitaminas y nucleétidos, con la finalidad de
obtener un medio de cultivo que emule a los caldos comerciales. Con esta motivacion a
través de la presente investigacion se pretendio determinar la aplicabilidad de algunos
sustratos no convencionales en la produccion de Lactobacillus casei. Para ello se
diagnodstico la situacion actual para el proceso de produccion de Lactobacillus casei,
posteriormente se establecieron los parametros de experimentacién para la produccion
semicontinua de Lactobacillus casei y por ultimo se valoro la aplicabilidad de los sustratos
lactosuero, mango (Mangifera indica L.), fresa (Fragaria vesca) y Garcinia madruno,
logrando demostrar que aunque estos sustratos no convencionales presentan un buen
rendimiento durante el proceso metabdlico del microorganismo, el lactosuero se presenta
como la alternativa mas efectiva por dos razones principales, en primer lugar por ser una
fuente de nutrientes (proteinas solubles, lipidos, sales minerales, entre otros) a bajo costo y
en segundo lugar por reflejar la mayor produccion de biomasa al ubicarse en 1,19x10°
Ufc/ml en un lapso de 9 horas.
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ABSTRACT

Microorganisms have some basic nutritional requirements for their development, among
which carbon and energy sources stand out, but they are not enough to guarantee their
growth, so depending on the species, other more complex compounds such as amino acids,
vitamins and nucleotides can be used. in order to obtain a culture medium that emulates
commercial broths. With this motivation, through the present investigation, it was intended
to determine the applicability of some unconventional substrates in the production of
Lactobacillus casei. To this end, the current situation for the production process of
Lactobacillus casei was diagnosed, subsequently the experimental parameters for the semi-
continuous production of Lactobacillus casei were established and finally the applicability
of the substrates whey, mango (Mangifera indica L.), was assessed. strawberry (Fragaria
vesca) and Garcinia madruno, managing to demonstrate that although these unconventional
substrates have a good performance during the metabolic process of the microorganism,
whey is presented as the most effective alternative for two main reasons, firstly because it is
a source of nutrients (soluble proteins, lipids, mineral salts, among others) at a low cost and
secondly because it reflects the highest biomass production, being located at 1.19x10°
Ufc/ml in a period of 9 hours.

Keywords: Lactobacillus casei, whey, mango, strawberry and Garcinia madruno.
INTRODUCCION

Los microorganismos entre ellos las bacterias, han sido claves en el enfrentamiento y
solucion de problemas en la agricultura, alimentacion, salud, y como nuevas fuentes de
energia y conservacion del medio ambiente (Gonzélez et al., 2002). Dentro de este grupo, se
encuentran las “bacterias lacticas” que producen lactato por la fermentacion de azlcares
simples a un pH &cido y a un tiempo definido, liberando productos que dan sabor a algunos

alimentos.

Por su parte, los lactobacilos presentan particularidades para cada especie respecto a los
requerimientos nutricionales complejos para los aminoacidos, péptidos, derivados de acidos
nucleicos, vitaminas, sales, acidos grasos o ésteres de acidos grasos y carbohidratos
fermentables. Requieren no sélo carbohidratos como fuentes de Carbono y energia, sino
también: aminoéacidos, vitaminas y nucledtidos. Generalmente estos requerimientos variados
suelen suplirse cuando el medio de cultivo de los lactobacilos contiene carbohidratos
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fermentables, peptona, extracto de carne y extracto de levadura, aunque una suplementacion
con jugo de tomate, manganeso, acetato y ésteres del &cido oleico, especialmente Tween 80,
resulta estimulador y hasta esencial para muchas especies. Por eso, estos compuestos se
incluyen en el medio MRS. Existen especies que se adaptan a sustratos muy particulares y
necesitan factores de crecimiento especiales (Bergey y Holt, 1994).

Asimismo, requieren de micronutrientes en pequefias cantidades en primer lugar porque
influyen en el crecimiento celular, ademéas de que funcionan como cofactores y sirven de
estructura para varias enzimas, por ejemplo, el manganeso, es un cofactor de crecimiento
esencial para el Lactobacillus casei debido a su funcidn como constituyente de la enzima
lactosa deshidrogenasa por consiguiente debe ser afiadido al medio de cultivo en forma de
MnSO4H20. Esto es necesario junto con la suplementacion de extracto de levadura para

mejorar la productividad de &cido lactico y el consumo de lactosa (Madigan et al., 2004).

En este sentido, a través de la presente investigacion se pretende determinar la
aplicabilidad de algunos sustratos no convencionales en la produccion de Lactobacillus
casei, tomando en consideracion la premisa de Gonzalez et al., (2008) que indica que un
sustrato debe suplir no solo los requerimientos nutricionales caracteristicos de la especie,
sino tambien garantizar que carezca de compuestos que puedan inhibir al probidtico o que
las cantidades de estas sustancias inhibitorias permitan el crecimiento del microorganismo a

utilizar.

MATERIALES Y METODOS

En atencion a las caracteristicas que presenta esta investigacion y a sus objetivos, la
misma se encuentra enmarcada dentro de la modalidad exploratoria, debido a que centra su
atencién en indagar sobre nuevos problemas, identificar variables promisorias y establecer
prioridades para investigaciones futuras (Hernandez et al., 2014), como es el caso del

empleo de sustratos no convencionales en la produccion de biomasa de Lactobacillus casei.

En ese mismo sentido, la investigacion hace énfasis en la recoleccion de la informacion

en el contexto, porque permiten generar un conocimiento nuevo y para ello se vale de
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instrumentos como la observacion directa. En este sentido, la poblacion estuvo constituida
por 1500 ml y con una muestra representativa de 25 ml del sustrato inoculado cada hora por

un lapso de 10 a 12 horas.

Hechas las consideraciones anteriores, la investigacion se desarrolld mediante las

siguientes fases:

Fase |. Diagnostico de la situacion actual para el proceso de produccion de Lactobacillus
casei. Durante esta fase se realiz6 una revision bibliografica extensa sobre los equipos
empleados en el control de cultivos de Lactobacillus casei, especificamente biorreactores y
sus dispositivos auxiliares (agitacion, pH, entre otros); asi como lo relacionado con los
caldos de cultivo comerciales y los medios no convencionales, que presentan nutrientes que
pueden ser aprovechados en la produccion de este tipo de microorganismo, lo cual permitié
seleccionar para el estudio cuatro tipos de sustratos entre ellos lactosuero, mango

(Mangifera indica L.), fresa (Fragaria vesca) y Garcinia madruno.

Fase Il. Establecimiento de los parametros de experimentacion para la produccion
semicontinua de Lactobacillus casei. Esta fase de la investigacion centro su atencion en el
estudio de las condiciones habituales de ejecucion del proceso de produccion de
Lactobacillus casei, a fin de aumentar la probabilidad de detectar cambios significativos en
las respuestas (biomasa) y obtener un mayor conocimiento del comportamiento del proceso.
Para ello, se caracterizo fisica, quimica y microbiolégicamente los sustratos empleados
tomando en consideracion lo establecido en las normas COVENIN 370:1997, COVENIN
658-1997 y COVENIN 1104:1996. Posteriormente, se acondicionaron los diferentes
sustratos (mango, fresa, lactosuero, Garcinia madruno) para ser utilizados en el proceso de
crecimiento del microorganismo. Asimismo, reactivos y aditivos se prepararon de acuerdo
a las concentraciones de sustrato para cada corrida y se agregaron en el recipiente del
biorreactor para la produccion de biomasa, donde se proporcionaron las condiciones
optimas de crecimiento al microorganismo. En relacién con este Gltimo, se emplearon las
técnicas del laboratorio de microbiologia de la UNELLEZ - SAN CARLOS, y lo
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establecido en las normas COVENIN 1337-90. A su vez, se procedio a preparar los medios
de cultivo necesarios para la siembra en placas del microorganismo, siguiendo el
procedimiento descrito por Cravo (2013) para la preparacion de agar, agua peptonada,
sustrato, indculo y proceso de fermentacion. Una vez iniciado y estabilizado el proceso se
midieron los sélidos solubles totales (° Brix) de inicio y se procedié a la toma de las
muestras, las cuales se realizaron en intervalos de tiempo de 1 hora, desde la hora de inicio
(ho) hasta la hora final (h12).

Fase I11. Valoracion de la aplicabilidad de los sustratos no convencionales. En esta etapa
del estudio, se procedio a comparar los rendimientos de produccion de Lactobacillus casei
(mayor cantidad de biomasa en el menor tiempo posible) en los diferentes sustratos
empleados, a fin de determinar el grado en que estos pueden ser empleados para garantizar

el crecimiento microbiano.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1, se muestran las principales caracteristicas de los sustratos empleados en
la investigacion entre los que destaca, el lactosuero con un valor promedio de los sélidos
solubles totales (6,65 °Brix) muy similar a los obtenidos por Guerrero et al., (2010) y
Escobar et al., (2010) indicando la presencia de los azucares de la leche. Asimismo, la
pulpa de mango mostré una media de 7,4 °Brix acorde con su madurez fisioldgica, en este
sentido para frutos maduros los valores de los SST tienden a incrementarse debido a la
acumulacion de azlcares libres durante la maduracién, producto de la hidrélisis del
almiddn por la accion de las amilasas (Cardenas-Coronel et al., 2012; Maldonado-Astudillo
et al., 2016).

Por su parte, el Garcinia madruno reporté un contenido de azucares totales similares a
los reportados por Cravo (2020) y un poco bajo (7,9 ° Brix) comparado con el obtenido por
Ruiz (2014), esta discrepancia puede deberse en gran medida al nivel de incidencia de la
luz solar, la condicion geogréfica (altitud menor a 300 m sobre el nivel del mar) y la acidez

de los suelos propias de la zona del Alto Apure (Regién Llanera Venezolana). En lo que
112

REVISTA CIENTIFICA MANGIFERA



UNCONVENTIONAL SUBSTRATES AND THEIR APPLICABILITY IN THE PRODUCTION OF Lactobacillus casei

respecta a la fresa refleja un valor promedio (5,5 ° Brix), el cual es un poco bajo comparado
con el descrito por Martinez et al. (2008) quien evalud distintas variedades de esta fruta
(7,78 ° Brix), por lo que dicha variacion puede atribuirse a factores meteoroldgicos, el tipo
de suelo, ademas de que las fresas presentan la peculiaridad de que luego de su recoleccidn,
sus reacciones metabdlicas basicas continGan, entre ellas la respiracién, utilizando como
sustrato los azucares resultantes de la hidrélisis de la sacarosa, disminuyendo con ello los
solidos solubles del fruto, proceso que resulta activo durante todo el periodo de post
recoleccién (Almenar, 2005; Escalante, 2015), no obstante la cantidad presente de azucares
tanto en este sustrato como en el resto de los estudiados se considera suficiente para

contribuir con el desarrollo del microorganismo.

Tabla 1. Caracteristicas fisicas, quimicas y microbioldgicas de los sustratos

Sustratos

Parametros ini

Lactosuero Fresa Mango CEIEINE

madruno

Acidez (%) 1,09 0,82 0,15 19,07
SST (®Brix) 6,65 55 7,4 7,9
Cenizas (%) - 0,52 0,44 2,06
Grasa (%) - 0,48 0,39 1,48
Humedad (%) - 84,90 85,44 89,40
pH 6,35 4,10 3,02 3,86
Densidad (g/ml) 1,03 - - -
Proteina (%) 0,91 0,72 0,78 6,66
Nitrogeno total (%) - - - 2,32
Coliformes total (ufc) 0 0 0 0
Coliformes fecal (ufc) 0 0 0 0
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Con respecto al contenido de proteinas en el caso de la fresa reflejé un valor cercano al
mostrado por Martinez et al., (2008), esta variacion puede atribuirse a factores de tipo de
cultivar, meteoroldgicos, suelo, entre otros. Ademas, segin lo descrito por Crisosto y
Mitchell (2007) su contenido es inferior al 1%, lo cual es un indicativo de que la mayor
parte esta representada por enzimas que participan en el proceso de maduracion.

Por su parte, el mango muestra que aunque no representa una fuente rica en proteina,
posee varios péptidos reguladores metabdlicos, de transcripcion y de transporte (Wall-
Medrano et al., 2015). Asimismo, el lactosuero reflejo un valor (0,91 %) muy similar al
descrito por Crespo (2020) (0,92 %), Linares et al., (2015) (0,6 % - 1 %), Miranda et al.,
(2007) (0,93%) y Londofio et al., (2008) (0,95%), demostrando con ello que es una fuente
nutritiva rica en aminoacidos esenciales (Ha y Zemel, 2003; Ibrahim et al., 2005), que | ser

utilizada como sustrato favorece el crecimiento del Lactobacillus casei.

Por otra parte, en lo que se refiere a la humedad la fresa presenta un valor (84,90 %)
cercano al reflejado por Escalante (2015). Al mismo tiempo que, el mango muestra el 85,44
%, valor que se encuentra dentro del rango descrito por Olivas-Aguirre (2014) y Wall-
Medrano et al., (2015), indicando en ambos casos que dichas frutas poseen un elevado un

contenido de agua y un moderado porcentaje de carbohidratos.

A su vez, la humedad presente en la pulpa de Garcinia madruno es muy similar al
reportado por Cravo (2020) y Chavez et al., (2012) (82,1 %) y ligeramente mayor
comparado con el indicado por Ruiz (2014) en frutos procedentes de Espafa (71,9 %), sin
embargo esta diferencia en cuanto a su contenido acuoso, podria deberse en gran medida de
las condiciones climaticas asi como lo describe Cravo (2020) y su presencia en el sustrato
afecta de forma significativa el crecimiento del Lactobacillus casei, debido a que la
mayoria de los microorganismos necesitan gran cantidad de agua libre para desarrollar en

mejor condicidn sus actividades.
En lo que se refiere a los minerales presentes en los sustratos, el que presenta mayor
cantidad es el Garcinia madruno, representando una fuente de nutrientes importante junto a
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las vitaminas, que es aprovechada por el microorganismo para mantener un buen
crecimiento, debido a que la velocidad de incremento de la poblacién bacteriana depende
en gran medida de la composicion y concentracion del medio de sustrato, asi como de
presencia de inhibidores, temperatura y pH (Barrazueta-Rojas et al., 2019).

Por otra parte, en lo que respecta a la cinética de crecimiento del microorganismo para
el sustrato fresa, la maxima cantidad de biomasa obtenida al emplear una concentracion del
15% se ubicd en un rango cercano a 5 x 10’ Ufc/ml en un tiempo de 12 h (figura 1), con
una fase de adaptacion de 0 a 2 horas, para luego pasar a la fase de crecimiento exponencial
la cual se extendio hasta la hora 7, a fin de dar inicio a las actividades metabolicas captando
enseguida los nutrientes presentes en el sustrato, asi como el oxigeno necesario para su
reproduccion, a su vez presentd una fase estacionaria muy corta, para de alli pasar entre la
hora 7,5y 12 a la fase de declive, en la misma el microorganismo consumi6 en su totalidad

todos los nutrientes presentes en el proceso de reproduccion de biomasa.

Concentracion 15%

6,00E+07
5,00E+07 =
4,00E+07
= 3,00E+07
" 2 Q0B+
LOOE+07
0,00E+00

0 5 10 15
Tiempo (h)

Figura 1. Concentracion de Biomasa de Lactobacillus casei al 15% fresa (Ufc/ml) vs.
Tiempo (h).
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Asimismo, en la figura 2 se observa que la maxima concentracion de biomasa
usando como sustrato mango al 15% y al 20%, se lograron en un tiempo de 11 h con un
rango cercano a 3,20 x 107 Ufc/ml. En este sentido, en la corrida experimental de 15%, la
fase de adaptacion se mantiene hasta la hora 2, para luego pasar a la fase de crecimiento
exponencial hasta la hora 10 aproximadamente y la fase estacionaria se ubica entre la hora
10 y 11, mientras que para la concentracion de 20% la fase de adaptacion se acorta hasta la
primera hora y la fase de crecimiento exponencial y estacionaria se ubican

aproximadamente en el mismo rango que la corrida de 15%.

3,50E407 T

3,00E+07 +

2,50E+07 +

2,00E+07 +

=== concentracion 15%

1,50€+07 +

Biomasa (Ufc)

== concentracion 20

1,00E+07 +

5,00E+06 +

0,00E+00 F—————————————————————————————]

Tiempo (h)

Figura 2. Concentracion de Biomasa de Lactobacillus casei empleando el sustrato
mango (15 y 20 %) (Ufc/ml) vs. Tiempo (h)
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En lo que se refiere, al desarrollo del microorganismo en el sustrato lactosuero en la
figura 3, se observa que la fase de adaptacién se encuentra entre la hora 0 y 2
aproximadamente, con una fase de crecimiento exponencial entre las horas 2 y 9 reflejando
para esta ultima una maxima produccion de biomasa de 1,19x10° Ufc/ml, para luego dar

inicio a la fase de declive o muerte entre la hora 9y 12.

140E+09

1,20+

1,00E49 /\
8 00E8 / \
6,00E8 /4_._/' \

4 00E+08
&_.d-'--'/

2 00E+08

ufe

0,00E+00

hara

Figura 3. Concentracion de Biomasa de Lactobacillus casei empleando lactosuero y 20%

de sacarosa (Ufc/ml) vs. Tiempo (h)

Por su parte, en lo que respecta al crecimiento microbiano empleando Garcinia
madruno se tomo como referencia lo descrito en Cravo (2020) donde al comparar 4

tratamientos a diferentes concentraciones observd que el tratamiento 9 que contenia 75 %
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del sustrato enriquecido con 16 % de lactosa fue el que mostrd la méxima concentracion de

biomasa con un valor de 1,30 x 108 Ufc/ml en un tiempo de 6 h.

ufc/ml

1,40E+08
1,20E+08
1,00E+08

8,00E+07 tratamiento 1

ufc/ml

6,00E+07 tratamiento 3

tratamiento 9
4,00E+07

tratamiento 16
2,00E+07
0,00E+00

t(h)

Figura 4. Concentracién de Biomasa de Lactobacillus casei (Ufc/ml) con Garcinia

madruno vs. Tiempo (h) para los tratamientos 1, 3, 9y 16.

CONCLUSIONES

Luego de los resultados obtenidos se llegd a la conclusion de que todos los sustratos
empleados mostraron evidencias significativas de su alta aplicabilidad dentro de proceso
metabolico que realiza el Lactobacillus casei. Sin embargo, el lactosuero representa la
mejor alternativa para el proceso de produccién de este tipo de microorganismo, debido a
que este subproducto de la industria lactea se encuentra en grandes cantidades luego del
proceso de elaboracion del queso y en la mayoria de los casos se desecha al ambiente
provocando graves dafios ambientales, pero que a lo largo de la investigacién ha

demostrado ser una fuente de nutrientes (proteinas solubles, lipidos, sales minerales, entre
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otros) a bajo costo altamente aprovechable durante el desarrollo del Lactobacillus casei al
reflejar la mayor produccion de biomasa por el orden de 1,19x10° Ufc/ml en un lapso de 9
horas.
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