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DISEÑO DE MEDIOS DE CULTIVO A BASE DE GRANO DE QUINUA 
(Chenopodium quinoa) PARA LA OBTENCIÓN DE PROBIÓTICOS A TRAVÉS 

DE TECNOLOGÍA DE FERMENTACIONES 

 

Se preparó un hidrolizado ácido de harina de quinua (partículas 10-20µm, 7% de 
humedad obtenido por secado solar) al 8%ST (p/v) con 1% H2SO4 (p/v), 121oC, 16psi 
por 15 min. Dichas condiciones permiten una mayor  liberación de glucosa (69.4 g/L) y 
proteínas (23,9g/L). El medio de cultivo diseñado q-lev1, contiene: hidrolizado de 
quinua ajustado a una concentración final (en g/L): 20 de glucosa, 2.5 levadura de 
cerveza y micronutrientes (2 K2HP04, 5 acetato de sodio, 2 citrato de sodio, 0.2 
MgSO47H2O, 0.05 MnS04 y 0.5 L-cisteína, 1mL tween 80) a un pH 7.0±0.1. El medio 
formulado fue evaluado mediante la determinación de la viabilidad de L. casei 
rhamnosus obteniendo 1.6x1010UFC/mL respecto al medio control MRS 
(8.8x109UFC/mL), durante 24 horas de incubación. Además, otros indicadores: consumo 
de glucosa y proteínas, variación de la densidad óptica y la reducción de pH demostraron 
el éxito de la fermentación. Se observó que para el cultivo de L.casei rhamnosus a 
mayor escala (1L), las condiciones óptimas de crecimiento fueron de 37oC, 80rpm, 
ambiente anaerobio a pH no controlado (pH inicial 7.0±0.1). Dicha fermentación fue 
evaluada mediante la determinación de viabilidad, obteniendo 1.6x1010UFC/mL en el 
medio formulado (q-lev 1) y 8.8x109UFC/mL en el medio control (MRS) a las 24 horas 
de incubación. Los resultados obtenidos indican que es posible emplear q-lev1: 20g/L de 
glucosa (harina de quinua 8% ST, H2SO4 1%, 121ºC, 16psi, 15min), 2.5g/L levadura de 
cerveza y micronutrientes, como medio de cultivo para obtener una dosis probiótica de 
1.6x1010UFC/mL de L. casei rhamnosus.  

Palabras claves: L.casei sp. rhamnosus, quinua, hidrolisis ácida, fermentación.  

  

 

 

 

 

 

 



 

DESIGN OF QUINOA-BASED MEDIUM FOR PROBIOTIC PRODUCTION 
THROUGH FERMENTATION TECHNOLOGY 

 

Acid hydrolysate of quinoa flour (10-20μm particle size, 7% moisture content obtained 
by solar drying) was prepared at 8% TS (w/v) with 1% H2SO4 (w/v), 121oC, 16psi for 
15min. These conditions allow increased release of glucose (69.4 g/L) and proteins (23.9 
g/L). The designed culture medium q-lev1 contains: quinoa hydrolysate adjusted to a 
final concentration (in g/L): 20 glucose, 2.5 brewer's yeast and micronutrients (2 
K2HP04, 5 sodium acetate, 2 sodium citrate, 0.2 MgSO4 4 H2O, 0.05 MnSO4 and 0.5 L-
cysteine, 1mL tween 80) at pH 7.0 ± 0.1. The formulated medium was evaluated by 
determining the viability of L. casei rhamnosus obtaining 1.6x1010 UFC/mL with respect 
to MRS control medium (8.8x109 UFC/mL) after 24 hours of incubation. In addition, 
other parameters: glucose and proteins consumption, optical density variation and pH 
reduction demonstrated a successful fermentation. Optimal growth conditions, of L. 
casei rhamnosus on a larger scale (1L), were 37oC, 80rpm and anaerobic environment at 
uncontrolled pH (pH initial 7.0±0.1). The larger fermentation was evaluated through 
viability determination, obtaining 1.6x1010 UFC/mL with formulated medium (q-lev 1) 
and 8.8x109 UFC/mL with control medium (MRS) at 24 hours of incubation. The results 
show that it is possible to use q-lev 1: 20g/L glucose (quinoa flour 8% ST, 1% H2SO4, 
121ºC, 16psi for 15min), 2.5g/L brewer's yeast and micronutrients, as culture medium to 
obtain a proper probiotic dosage of 1.6x1010 UFC/mL of L. casei rhamnosus. 

Key words: L. casei sp. rhamnosus, quinoa, acid hydrolysis, fermentation. 
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I. Planteamiento del problema 
Las infecciones gastrointestinales que ocurren en nuestro medio, afectan poblaciones 
vulnerables debido a su condición socioeconómica. El uso inadecuado de antibióticos, 
ocasiona un alto índice de resistencia a antimicrobianos, lo que implica un gasto 
económico excedente en la salud social. Una alternativa empleada desde siempre para 
reducir afecciones gastrointestinales, radica en el consumo de alimentos fermentados, 
con alto contenido de microorganismos, como el yogurt, leches fermentadas y otros. En 
forma general los microorganismos benéficos que conducen a la fermentación de los 
alimentos son denominados probióticos. Estos microorganismos no son producidos en 
nuestro medio, ya que aún no es entendida la tecnología para producir los probióticos, 
por lo que estos deben ser importados para su implementación en los alimentos, para su 
consumo, este problema conlleva a altos costos de importación por el pago de: 
transporte, aranceles y otros y además no asegura la calidad de los mismos en cuanto a 
su dosis efectiva. 

En respuesta a este problema, se evaluó un procedimiento biotecnológico para la 
producción de probióticos empleando materia prima propia de nuestra región como es el 
grano de quinua, y estableciendo las condiciones de cultivo necesarias, que aseguren la 
obtención de células probióticas viables en dosis adecuadas de consumo. 

A. Justificación 
 

Bolivia al ser un país en vías del desarrollo, es vulnerable sobre todo en infecciones 
respiratorias agudas (IRAs) e infecciones gastrointestinales, las cuales se dan 
principalmente a causa del estado nutricional deficiente de las personas. Como medida 
de control a esta situación, actualmente en el mundo se propone la administración de 
probióticos. Se prescriben, comercializan y utilizan probióticos en Bolivia, pero la 
tecnología para la producción de probióticos no se ha desarrollado aún. 

Lo que se pretende con esta investigación es desarrollar la tecnología de producción de 
probióticos, utilizando como materia prima materiales crudos propios de nuestro 
ambiente que contienen los nutrientes requeridos para el crecimiento de los probióticos 
como fuente de carbohidratos y proteínas. Para que Lactobacillus casei sp. rhamnosus 
desarrolle en un medio de cultivo, se requiere que este medio de cultivo sea rico en 
proteínas y carbohidratos, materias primas que contenga estos componentes pueden ser 
utilizadas para la producción de probióticos. Una materia prima ideal es la quinua, 
después de su recolección en los campos de producción se realiza su clasificación en 
quinua de primera (grano perlado) y quinua de segunda calidad, y solamente la mejor 
quinua se exporta, se vende y es usada como semilla, pero la quinua de baja calidad no 
es utilizada y se comercializa a precios muy bajos, debido a esto se pretende emplear 
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quinua de baja calidad para producir un producto con valor agregado como son los 
probióticos. 

B. Objetivos 
1. Objetivo general 

 
 Diseñar, formular y evaluar un medio de cultivo en base a grano de quinua 

(Chenopodium quinoa) para la producción del probiótico Lactobacillus casei sp. 
rhamnosus 
 

2. Objetivos Específicos 
 

 Caracterizar el grano de quinua como materia prima por su contenido de 
humedad, proteínas y glucosa para la formulación de medios de cultivos para la 
producción de Lactobacillus casei sp. rhamnosus. 
 

 Optimizar el rendimiento de la hidrólisis del grano de quinua en base al 
pretratamiento fisicoquímico con ácido base, a 121oC, 16 psi por tiempos de 15, 
20 y 25 min. 

 
 Diseñar un medio de cultivo para microorganismos probióticos en base al 

contenido de productos obtenidos de la hidrólisis del grano de quinua. 
 
 Optimizar el medio formulado para el crecimiento de Lactobacillus casei sp. 

rhamnosus empleando levadura de cerveza como fuente nutricional 
maximizando el rendimiento de células como producto. 

 
 Optimizar el proceso de producción de L. casei en función a las condiciones de 

cultivo: pH, anaerobiosis, aerobiosis, a escala de 1L, empleando el medio 
formulado.  

II. Diseño teórico 

A. Marco referencial 
El alto índice de enfermedades infecciosas respiratorias y gastrointestinales en nuestro 
medio es muy elevado, afecciones que son correlacionadas con el alto índice de 
desnutrición, que afecta a poblaciones vulnerables de nuestro país lo cual es debido a la 
falta de alternativas de terapia en enfermedades infecciosas debido al incremento de 
resistencia a antimicrobianos, el cual es creciente debido a varios factores, como el uso 
indiscriminado de antibióticos, la alimentación inadecuada relacionada a la pobreza 
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existente en nuestro medio, lo que se traduce en una alta tasa de morbimortalidad en 
nuestro medio especialmente de infantes menores de 5 años. 

La importación de probióticos para el consumo es la realidad de nuestro país, la cual es 
debido a la falta de tecnología para la producción de probióticos, incrementando los 
costos debido a los gastos de transporte y pago de aranceles para la importación de los 
mismos, lo cual conduce a la inaccesibilidad a alimentos que contengan probióticos para 
una adecuada alimentación y prevención de enfermedades infecciosas en nuestro medio. 

En nuestro país se emplean medios de cultivos importados para el crecimiento de 
probióticos comúnmente empleados en investigación, y si se lograría producir 
probióticos con estos medios de cultivo implicaría elevados costos de producción lo cual 
no es económicamente factible. Como alternativa, se plantea utilizar  materia prima 
nacional  para la formulación de medios de cultivos y posible producción de probióticos 
a mayor escala en nuestro medio. 

1. Descripción del ámbito de estudio 
 

Los probióticos son microorganismos que poseen muchas características beneficiosas 
para la salud de los consumidores. Al no existir la tecnología para la producción de 
probióticos en nuestro medio, las empresas que emplean probióticos en sus productos los 
importan de diferentes países. La propuesta de este estudio plantea la producción de 
probióticos mediante el empleo de técnicas de biotecnología, empleando materia prima 
propia de nuestra región como la quinua.  
La quinua (Chenopodium quinoa Willd.), es un pseudocereal nativo de las regiones 
andinas del Sur América (Jancurová, 2009). La quinua al ser un alimento inocuo, rico en 
carbohidratos y proteínas, después de su cosecha es clasificada en grano de primera y 
segunda calidad. Los granos más grandes se envasan y se distribuyen en el mercado 
local e internacional, sin embargo, los granos más pequeños se utilizan para hacer 
harinas o son empleados como alimento para animales según Thuresson (2015). La 
quinua de segunda calidad es despreciada y es comercializada en los mercados locales a 
precios muy bajos. El presente estudio propone un uso alternativo de la quinua y 
pretende emplear esta quinua de segunda calidad para darle un valor agregado. Se 
pretende someter al grano de quinua de baja calidad a un proceso fisicoquímico que 
consiste en la particulación mecánica del grano de quinua y su posterior hidrolisis 
(121oC, 16 PSI. durante 15min con ácido-base al 1%) para obtener  una solución rica en 
nutrientes (azucares, aminoácidos, oligopéptidos y otros productos) a la que se denomina 
hidrolizado de quinua. Esta quinua hidrolizada puede ser empleada para la formulación 
de medios de cultivos para el probiótico Lactobacillus casei sp. rhamnosus. Los medios 
formulados pueden ser optimizados con la adición de nutrientes de otras fuentes para 
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obtener un alto rendimiento en el crecimiento de las unidades formadoras de colonias 
(UFC) viables de Lactobacillus casei sp. rhamnosus.  
 

B. Marco teórico 

1. Probióticos 
Al considerar, que convivimos con más de 400 especies bacterianas diferentes en 
nuestro tracto gastrointestinal, algunas de ellas nos ayudan a prevenir una amplia gama 
de enfermedades y tener una microbiota estable y bien equilibrada, la cual es una 
garantía de buena salud (Amores, 2004). En ese sentido es necesasario aportar con 
medios que nos ayuden a cultivarlas para la producción de estas bacterias que poseen 
gran beneficio para nuestra salud. 
Hurtado (2010) afirma: 

En el mundo, el rotavirus es la causa principal de gastroenteritis aguda con 
diarrea grave y deshidratación en menores de cinco años; cada año causa 114 
millones de episodios de gastroenteritis, 24 millones de consultas, 2.4 millones 
de hospitalizaciones en menores de cinco años (20-50% de las hospitalizaciones 
por diarrea) y 611.000 muertes infantiles (80% en países pobres), que a su vez 
representan 5% de la mortalidad infantil mundial. 
 

Las enfermedades diarreicas son una causa importante de mortalidad y morbilidad 
infantil en países en vías de desarrollo (De la Hoz, 2014, OMS, 2013 y Gonzales 2009). 
En Bolivia, al ser un país en vías de desarrollo, las EDAs se presentan en alrededor del 
30% de la población total de niños menores a 5 años, produciéndose anualmente más de 
12.000 muertes (Hurtado, 2010), los niños malnutridos o inmunodeprimidos son los que 
presentan mayor riesgo de enfermedades diarreicas potencialmente mortales ( 
FAO/OMS, 2011). 
 
Diferentes estudios nos señalan, la efectividad del empleo de los probióticos como parte 
de terapias contra infecciones y enfermedades diarreicas (Korakli, 2002). Se ha descrito 
el uso de los probióticos como alternativa al tratamiento convencional de las infecciones 
(López-Brea, 2007). Los probióticos son eficaces en la prevención y el tratamiento de 
algunas enfermedades como la diarrea por rotavirus, Clostridium difficile o la inducida 
por el uso de los antibióticos y la colitis alérgica (Ferrer, 2001). Incluso Metchnikoff 
observó que el consumo de probioticos podría revertir la putrefacción (Stanton, 2005). 
 

En este sentido, el término probiótico es una palabra relativamente nueva que significa 

“a favor de la vida” y actualmente se utiliza para designar las bacterias que tienen 

efectos beneficiosos para los seres humanos y los animales (FAO/OMS, 2006). 
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Los probióticos más conocidos son los lactobacilos utilizados para la fermentación de 
alimentos y las bifidobacterias, microorganismos predominantes en la microbiota 
intestinal de los niños alimentados con lactancia materna y posiblemente responsables de 
la menor incidencia de procesos diarreicos en este grupo (Gorbach, 1990 y Tabla 1).  
 
Existen ciertas características para evaluar a los probioticos entre ellas sobresalen 
(Gonzales, 2009): 
-Formar parte de la microbiota del intestino humano. 

- No ser patogénico, ni toxigénico. 

- Mantenerse viable en el medio ácido del estómago y en contacto con la bilis en el 
duodeno. 
- Poseer capacidad de adhesión a las células epiteliales del tracto gastrointestinal. 
- Producir sustancias antimicrobianas. 
-Tener capacidad para aumentar de forma positiva las funciones inmunes y las 
capacidades metabólicas. 
 
Los lactobacilos son bacterias acido lácticas y se ubican en la familia Lactobacillaceae, 
son bacterias gram-positivas, anaerobias y estrictamente fermentativas (Caicedo, 2010).  
 

Para los lactobacillus, los carbohidratos son indispensables para su buen desarrollo , los 
cuales son fermentados para dar lugar al ácido láctico (a veces otros  ácidos volátiles), 
alcohol y dióxido de carbono como subproductos. (Caicedo, 2010).  
 
Conociendo la necesidad de Lactobacillus casei sp. rhamnosus, de requerir 
carbohidratos para llevar adelante su crecimiento bacteriano, proponemos como materia 
prima a la quinua como un sustrato rico en carbohidratos, como se describe en la Tabla 
2. 

Tabla 1. Probióticos más comúnmente utilizados  

Bifidobacterium Lactobacillus Streptococus Enterococcus Saccharomyces
B. bifidum L. acidophilus S. thermophilus E. faecalis S. boulardii
B. breve L. bulgaricus E. faecium 
B. lactis L. casei 
B. longum L. casei Shirota

L. johnsoniiLa1
L. plantarum
L. reuteri
L. rhamnosus GG

  L. salivarius       
Extraído de: López-Brea, Junio 2007, p.171 
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2. Quinua  
 

La quinua (Chenopodium quinoa Willd.) es un pseudocereal nativo de las regiones 
andinas de Sudamérica (Jancurová, 2009).  
Lozano, (La Paz 2012) afirma: 

Bolivia es el mayor productor y exportador de quinua real orgánica a nivel 
mundial con 46 % de la producción. Esta variedad se produce únicamente en el 
altiplano sur de Bolivia donde la producción creció hasta en 62,9 % en los 
últimos 7 años (INE 2009), este incremento se realizó principalmente los años 
2005 y 2006 por su gran aceptación en mercados internacionales exóticos, de 
productos orgánicos y de comercio justo. Las exportaciones, principalmente a 
Estados Unidos, Francia, Países bajos y Alemania, se incrementaron desde 4890 
TM en el 2005 hasta 10 428 TM el 2008, constituyéndose en el principal cultivo 
de la región occidental de nuestro país. 
 

Por sus características nutricionales, contenido de proteínas, vitaminas y minerales, 
constituye una de las bases en la alimentación (Meyhuay, 1997). El grano de quinua 
posee un valor nutritivo por cada 100 gramos de porción comestible de acuerdo a lo 
descrito en la Tabla 2. 
 

Tabla 2. Composición nutricional del grano de quinua y otros alimentos  

FUENTE: HAMMERLY, M. 1976. Viva más y mejor. Tomo II. Editora Sudamericana. Buenos Aires. p. 439-45 

Después de la cosecha, la quinua es recolectada y clasificada de acuerdo al tamaño y 
calidad del grano, como se muestra en la Figura 1. Para que el grano de quinua pueda ser 
empleado como materia prima, éste debe ser de bajo costo en el mercado local, 
garantizando la sostenibilidad económica del proceso de fermentación para la 
producción de probióticos. 
 

MSGSO (UI)

Proteína Grasa

Total Fibra

Quinua 351 11 14 68 4,6 6 112 286 8 0 0.36 0.42 1.4 3

Chocho 276 46 36 18 3,8 18 54 262 2 0 0.16 0.29 1.1 5

Trigo 330 13 12 72 23 2 46 354 3 0 0.52 0.12 4.3 0

Maíz 361 11 9,4 74 1,8 4 9 290 3 70 0.43 0.10 1.9 Tr

Arroz 364 12 7,2 80 0,6 1 9 104 1 0 0.08 0.03 1.4 0

Carne de res 113 75 21 0 0 2 16 179 4 0 0.07 0.20 2.9 0

Huevo 148 75 11 3 0 10 54 204 3 125 0.14 0.37 0.1 0

Pescado 83 78 18 0 0 1 18 208 3 0 0.07 0.07 4.2 2

Calcio Fosforo Hierro

NOMBRE 

COMÚN
 Calorías  Agua (%)

     MILIGRAMOS  MILIGRAMOSGRAMOS

Carbohidratos
Vit. A Vit. B B2 Niacina Vit. C
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Figura 1. Descripción del proceso de clasificación de granos de quinua y cantidades 
relativas de extracción de subproductos. 
 

 
Extraído de: Nieto, marzo 1992, p. 19 

 

Tabla 3. Clasificación de la quinua por diferentes métodos. 

Método clasificación Grano primera (%) Grano segunda (%) Impurezas (%) 

Clipper industrial 85,6 9,7 4,6 
Mini clipper 88,6 4,2 7,1 

Manual 86,8 9,1 4 
Promedio 87 7,7 5,2 

Extraído de: Parámetros de funcionamiento y eficiencia de algunos modelos de trilladoras y métodos de trilla de quinua (Nieto y 

Vimos, 1992) 

 

Como se indica en la figura 1 y tabla 3 la clasificación del grano de quinua, dependiendo 
de la producción  casi el 90% de grano de quinua se comercializa como grano de 
primera calidad, el cual es empleado para la exportación y como semilla, y menos del 
10% de grano de segunda calidad es comercializado en el mercado local a bajos precios. 
Si tomamos en cuenta el 8% de 84.000 toneladas de quinua producidas por Bolivia 
durante el 2014, 1.92 toneladas de quinua de segunda calidad estaría disponible como 
materia prima para la formulación de medio de cultivo para la producción de 
probióticos, asegurando de esta forma la disponibilidad de materia prima, que es un 
condicionante en el desarrollo de todo bioproceso, en este caso la tecnología de 
producción de probióticos.  
 
Las pérdidas de grano como producto comestible a causa de problemas en la cosecha y 
pos cosecha en muchos casos superan el 16%. (Soto, J. et al 2004), incluso este 16% de 
quinua perdida durante la cosecha y pos cosecha podría ser utilizado como materia 
prima para la formulación de medios de cultivos para la producción de probióticos. 
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Otra de las razones por las que se propone a la quinua como materia prima, es debido a 
que la producción en nuestro país es una de la más alta en el mundo junto a Perú.  La 
quinua es uno de los cultivos más importantes en la agricultura campesina del altiplano 
boliviano, que se extiende por los departamentos de La Paz, Oruro y Potosí,  desde el 
lago Titicaca hasta los salares de Coipasa y Uyuni (Soto, 2004). 

3. Tecnología de Fermentaciones 
La fermentación es un proceso catabólico (rompimiento de compuestos complejos a 
compuesto sencillos) oxidativo (intercambio de electrones) a partir del cual se obtiene 
un compuesto orgánico reducido. El producto final varía según el sustrato. La 
fermentación puede ser un proceso anaeróbico o parcialmente anaeróbico donde los 
carbohidratos o compuestos relacionados son oxidados para producir energía, este 
proceso de biotransformación en el que se llevan a cabo cambios químicos en un 
sustrato orgánico se desarrolla por la acción de enzimas, conocidas como catalizadores 
bioquímicos o biocatalizadores, sintetizadas por microorganismos (Puerta, 2010). 
 
Un sistema fermentativo se define como el volumen de reacción limitado por un 
contenedor físico (biorreactor), donde se lleva a cabo la degradación biológica 
anaerobia, de moléculas orgánicas mediante la acción de ciertas enzimas que actúan 
directamente o como componentes de ciertas bacterias y levaduras. El biorreactor más 
simple es el matraz erlenmeyer (Hernández, 2016). En base a su alimentación, los 
biorreactores se pueden operar en: continuo, semicontinuo, lote y lote alimentado. En el 
presente trabajo se evaluó el modo operativo en lote por ser de interés en esta 
investigación (Sánchez, 2011). 
Las fermentaciones son procesos catabólicos (ruptura de compuestos complejos a 
compuesto sencillos) oxidativos (intercambio de electrones) generando  compuestos 
orgánico, como se indican en la tabla 4. 
 
Tabla 4. Productos posibles en diferentes fermentaciones 

Tipo de fermentación  Microorganismo  Producto final 

Fermentación láctica Streptococcus, Lactobacillus, Bacillus Ácido láctico 

Fermentación alcohólica Saccharomyces (levadura) Etanol y CO2 

Fermentación propiónica Anaerobios 
Ácido propiónico

Ácido acético, CO2 y H2

Fermentación formica Enterobacterias Ácido láctico, ácido fórmico
Butanodiol, CO2 y H2

Fermentación butírica Clostridium 
Ácido butírico, Butanol, acetona,

Isopropanol y CO2

Fermentación mixta 
Escherichia Ácido láctico, ácido succínico

Salmonella Ácido acético, CO2 y H2
Adaptado de: Puerta, 2010, p. 6 
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La fermentación láctica, es una ruta metabólica anaeróbica que ocurre en el citosol de la 
célula, en la cual se oxida parcialmente la glucosa para obtener energía y ácido láctico 
como producto reducido, como se muestra en la figura 2. 

 

Figura 2. Ruta metabólica en la fermentación Láctica. 

  

 
Extraído de: http: //commons.wikimedia.org 

 

Los fermentadores nos sirven para el cultivo de microorganismos y células en procesos 
continuos y discontinuos. El bioproceso en el presente estudio se llevó a cabo en 
fermentadores de 5 litros cuyas condiciones de proceso son controladas por un software , 
como se observa en la figura 3.  Adicionalmente, el producto de la fermentación 
metabólica de los probióticos es el ácido láctico 
 

Figura 3. Fermentador controlado por software 

 
Extraído de: Sartorius, 2008 
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C. Marco conceptual 
 

Probiótico: se refiere a microorganismos vivos, usados en forma de suplementos 
nutricionales, que mejoran el equilibrio microbiano en el intestino y tienen efectos 
beneficiosos sobre la salud (González, 2003). Las cepas con categoría de probiótico, 
dependiendo de sus características, pueden ser eficaces sobre una patología determinada 
u otra. Es el caso de Lactobacillus casei sp. rhamnosus cuya utilidad se ha demostrado 
en múltiples estudios para el estudio de la gastroenteritis pediátrica, diarreas asociadas a 
tratamiento con antibióticos (Workshop, 2009). 
 
Prebióticos: Los prebióticos son ingredientes no digeribles de la dieta que estimulan el 
crecimiento o la actividad de uno o más tipos de bacterias benéficas en el colon. (Castro, 
2005) 
 
Simbióticos: Los simbióticos combinan en sus formulaciones principios prebióticos y 
probióticos que actúan sinérgicamente. (Castro, 2005). 
 
Consumo de probióticos: La forma más frecuente de consumir probióticos es a través 
de alimentos lácteos que contienen especies intestinales de lactobacilos y 
bifidobacterias, por los efectos benéficos adicionales a los nutritivos, estos alimentos se 
consideran en el grupo de los alimentos funcionales. (Palou, 2000). 
      
Efecto de los probióticos: Una vez que los probióticos son ingeridos ocurren cambios 
en la micro flora intestinal que repercuten positivamente en el estado de salud del 
consumidor (González, 2003). Lactobacillus casei sp. rhamnosus cuya utilidad se ha 
demostrado en múltiples estudios para el estudio de la gastroenteritis pediátrica y 
diarreas asociadas a tratamiento de la gastroenteritis pediátrica y diarreas asociadas a 
tratamiento con antibióticos. (Workshop, 2009) 
 
Medio de cultivo: Un medio de cultivo es un conjunto de nutrientes, factores de 
crecimiento y otros componentes que crean las condiciones necesarias para el desarrollo 
de los microorganismos. 
 
Crecimiento bacteriano: Es el aumento del número de microorganismos a lo largo del 
tiempo. 
 
Cultivo de microorganismos: El cultivo de microorganismos consiste en 
proporcionarles las condiciones físicas, químicas y nutritivas adecuadas para que puedan 
multiplicarse de forma controlada. 
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Quinua: La quinua, quínoa o kinwa (Chenopodium quinoa) es un pseudocereal 
perteneciente a la subfamilia Chenopodioideae de las amarantáceas. 
 
Hidrólisis: Rompimiento de un enlace por la incorporación de uno de los iones del agua 
o bien de los dos en los productos de la hidrolisis (Flores, 2008), Según (Alessandra, 
2012) el proceso por el cual se convierte los polímeros de biomasa a azucares  
fermentables es denominado hidrólisis. 
 
Fermentación: La fermentación es un proceso catabólico (rompimiento de compuestos 
complejos a compuesto sencillos) producto final varía según el sustrato, llegando a ser 
un proceso anaeróbico o parcialmente anaeróbico donde carbohidratos o compuestos 
relacionados son oxidados para producir energía. Proceso de biotransformación 
oxidativo (intercambio de electrones) de cuyo resultado obtenemos un compuesto 
orgánico.  
 
Fermentación láctica: Es una ruta metabólica anaeróbica que ocurre en el citosol de la 
célula, en la cual se oxida parcialmente la glucosa para obtener energía y donde el 
producto de desecho es el ácido láctico. 

III. Formulación de la hipótesis de investigación 
 

El medio de cultivo formulado a base de quinua hidrolizada, por los productos formados 
durante el pre-tratamiento de la quinua, no es adecuado para el crecimiento de 
probióticos (Hipótesis nula).  
 
El medio de cultivo formulado a base de quinua hidrolizada, es adecuado para el 
crecimiento de probióticos previa optimización del pre-tratamiento de la quinua y 
condiciones de cultivo (Hipótesis alterna). 
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IV. Operacionalización de las variables en estudio 

Tabla 5. Operacionalización de variables en estudio  

 

 

 

V. Diseño metodológico 

A. Población en estudio, ámbito y periodo de investigación 

 

Población en estudio: La población en estudio es Lactobacillus casei sp. rhamnosus y 
su requerimiento nutricional, compensado por la formulación de un medio de cultivo a 
base del grano de quinua pre-tratado. 

Ámbito: El ámbito de estudio es en el área de biotecnología industrial a través del 
desarrollo de la tecnología de probióticos como bioproceso. 

Periodo de investigación: La investigación se llevó a cabo durante la gestión 2016. 

B. Tipo de investigación 
 

Esta investigación implica el desarrollo de un estudio analítico, longitudinal y 
experimental. 
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Analítico, porque se estudió la variación en los componentes de los medios de cultivos 
formulados y su efecto en el crecimiento de los microorganismos.  
Longitudinal, porque se observa la relación causa (variación de componentes) - efecto 
(variación en el crecimiento del probiótico en morfología celular y de colonia). 
Experimental, por qué consiste en la manipulación de una o más variable durante el 
experimento no comprobado, en condiciones rigurosamente controladas, con el fin de 
describir de qué modo o por qué causa se produce una mayor cantidad de biomasa. 

C. Materiales y métodos 
 

El escenario del presente trabajo de investigación es resumido en la Fig. 4, en la cual se 
describe las principales etapas desarrolladas como parte experimental. 

Figura 4. Escenario del presente trabajo de investigación 

 

 

•Adquisición de la materia prima
•Secado solar  y molienda de la materia 
prima

Obtención y 
acondicionamiento de la 

quinua como materia prima

•Pretratamiento fisicoquímico de la 
materia prima

•Optimización del pretratamiento ácido de 
la materia prima

Procesamiento de la 
materia prima
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1. Obtención y acondicionamiento de la quinua como materia 
prima 

 

Esta sección refiere al procesamiento de la materia prima (grano de quinua), hasta la 
obtención de harina de quinua. 

a) Adquisición de la materia prima 
 

La materia prima, 12.5Kg aprox., empleada en este estudio correspondió a grano de 
quinua crudo de baja calidad, adquirido en el mercado local 12 de Octubre, de El Alto - 
La Paz, Bolivia.  
 

b) Secado solar y molienda de la materia prima 
 

El grano de quinua fue sometido a secado solar como se describe en (Hames, 2008). La 
materia prima 12.5 Kg extendida con un espesor de 0.5cm, fue secada al aire libre sobre 
una superficie plana (1.2 x 1.2 m) por un tiempo de 5 horas, hasta registrar un porcentaje 
de humedad menor a 10%. 

•Determinación de humedad
•Determinación de azucares reductores
•Determinación de proteínas
•Determinación de pH
•Determinación de densidad óptica

Determinaciones analíticas
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El grano de quinua secado fue molido de acuerdo al procedimiento descrito por (Hames, 
2008 y Da Silva, 2010) en un molino industrial de cereales, hasta obtener harina de 
quinua con partículas de tamaño homogéneo (10 a 20µm,). 

2. Procesamiento de la materia prima 
 

Esta sección refiere al procesamiento de la harina de quinua, hasta la obtención 
optimizada del sustrato para el proceso de la fermentación.  

a) Pre tratamiento fisicoquímico de la materia prima 
 

Proceso por el cual, la materia prima fue convertida en un sustrato utilizable para su 
empleo en la producción de probióticos.  

(1) Hidrolisis fisicoquímica de la materia prima 
 

4.3g de harina de quinua, con un contenido de sólidos totales (ST) del 4%, fueron 
suspendidos en 100mL de NaOH, H2SO4, H3PO4 o HCl al 1% (p/v). Esta suspensión fue 
sometida a 121oC, 16PSI por 15 min (Autoclave, ALL AMERICAN / 25X) de acuerdo a 
los protocolos descritos por (Badshah, 2012; Alessandra, 2012 y Talebnia, 2010). La 
eficiencia del pre-tratamiento fisicoquímico empleando diferentes ácidos o álcalis fue 
evaluada en el hidrolizado obtenido a través de la determinación azucares reductores y 
proteínas solubles liberados durante el proceso. 

b) Optimización del pretratamiento ácido de la materia prima 

(1) Optimización del tiempo de pretratamiento 
fisicoquímico. 

 

Debido a que el pretratamiento fisicoquímico de la harina de quinua empleando H2SO4 

(1%) fue el que permitió la liberación de un mayor contenido de carbohidratos y 
proteínas solubles (datos mostrados en la sección de resultados), este proceso fue sujeto 
a optimización. Para este fin, se realizó la hidrólisis de la harina de quinua (ST= 4%) con 
H2SO4   al 1%, a tiempos variados de 15, 20 y 25 minutos de exposición a 121oC, 16psi 
de presión, (Onyango, 2006). Los resultados son expresados en cantidad de azúcares 
reductores y proteínas liberadas a cada tiempo de exposición a (121ºC, 16PSI de 
presión). 
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(2) Optimización de la concentración de materia 
prima para el pretratamiento fisicoquímico  

 

Se hidrolizó harina de quinua al 8% de ST con H2SO4 al 1% a 121oC, 16PSI presión, por 
15 minutos, utilizando como control harina de quinua al 4% de ST (como fue descrito en 
la sección previa) sometida a las mismas condiciones de presión, tiempo y temperatura. 
El efecto de la concentración de la materia prima (4 u 8% ST) en la liberación de 
azúcares reductores y proteínas solubles fue evaluado a través de un análisis t de student, 
que permitió seleccionar la mejor condición para pretratamiento. 

(3) Neutralización, centrifugación y 
Almacenamiento del hidrolizado. 

 

Los hidrolizados obtenidos fueron neutralizados con Ca (OH)2 en sustancia o al 1% (p/v) 
hasta alcanzar un pH 7.0 ±0.1 como se indican en (Barbosa, 1992 y Huang, 2009). Se 
sometió al hidrolizado neutralizado a 3500rpm por 10 min, cuyo sobrenadante fue 
filtrado al vació a través de una membrana de 0.45um de diametro (Huang, 2009 y Da 
Silva, 2010). El sobrenadante neutralizado y filtrado es denominado sustrato y fue 
almacenado a 4 oC o -20 ºC, según su utilización, para la formulación de medios de 
cultivo para microorganismos probióticos (Huang, 2009). 

3. Conversión biotecnológica para la producción de cepas pro 
bióticas. 

 

La conversión biotecnológica refiere al proceso de fermentación por el cual se obtienen 
células probióticas. 

a) Activación, control axénico, caracterización y 
conservación de cepas probióticas 

 

Cultivo de la cepa probiótica empleada en el presente trabajo.  

 

(1) Activación y control axénico del inoculo.  
 
Un criopreservado de Lactobacillus casei sp. rhamnosus Döderlein (LCR35) fue 
activado en medio de Man, Rogosa y Sharpe (MRS) suplementado con 0.5g/L de L-
cisteína-HCl. Esta cepa fue reactivada y sub-cultivada rutinariamente en caldo MRS 
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(Popova, 2012; Mogha, 2016; Mani-López, 2014) en condiciones anaerobias con 
atmósfera de N2 por 24 horas a 37oC (Saarela, 2005 y Sanchez, 2007). 

(2) Caracterización de la cepa probiótica 
 

Se evaluó las características macroscópicas y microscópicas de L. casei. La 
caracterización macroscópica consistió en denotar la morfología típica de colonias de L. 
casei cultivadas en MRS agar. Las características microscópicas se evaluaron mediante 
tinción Gram, observada en un microscopio OLYMPUS (CX31). Otros parámetros, 
como acidificación del medio, turbidez y número de bacterias viables fueron evaluados a 
las 24 h. de cultivo, para este fin se cultivó un inóculo de L. casei (3%, v/v) en 60mL de 
caldo MRS por 24 h. a 37oC en condiciones anaerobias y aerobias, evaluando la 
reducción de pH, densidad óptica a 540nm (DO540),y el número de unidades formadoras 
de colonias (UFC/mL) a través de recuento en placa MRS agar (Sanchez, 2007). 

(3) Conservación de la cepa probiótica 
 

Para la preservación de Lactobacillus casei sp. rhamnosus fue empleada la técnica de 
criopreservación en glicerol (Avila, 2006; Aguilar, 2010). 3mL de un cultivo activo de 
L. casei (18 h.) en caldo MRS, fue centrifugado (3000rpm durante 10 min.) y 
resuspendido en 0.75mL de caldo MRS fresco y 0.25mL de glicerol, esta mezcla fue 
almacenada a -80oC.  

b) Diseño, formulación y optimización de medios de cultivo 
 

En base a la quinua hidrolizada, se formularon medios de cultivo similares en 
composición al medio comercial control MRS (Man, 1960), el cual contiene como 
fuente de proteínas en g/L: 10 caseína peptona, 10 extracto de carne, 5 extracto de 
levadura, como fuente de carbohidratos 20 g/L α-D-glucosa (glucosa comercial) 
adicionado con micronutrientes (1X) en g/L: 2 K2HP04, 5 acetato de sodio, 2 citrato de 
sodio, 0.2 MgSO4-7H2O, 0.05 MnS04 y 0.5 L-cisteína, 1mL tween 80 ajustados a un pH 
7.0±0.1. Para la formulación de los diferentes medios de cultivo descritos abajo, se 
utilizó medio base MRS conteniendo micronutrientes y exento de fuente de proteínas y 
carbohidratos, las cuales fueron reemplazadas por la adición del hidrolizado de quinua 
rico en proteínas y azucares reductores. Como componente mayoritario de los azucares 
reductores, se consideró a la glucosa denominándola q-glucosa, la cual es liberada 
durante el proceso de pretratamiento de la quinua. 

El efecto del medio formulado a base de hidrolizado de quinua sobre el crecimiento 
probiótico fue evaluado bajo los siguientes parámetros: pH, DO540, recuento de células 
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probióticas viables, consumo de glucosa y proteínas. A 0, 24 y 48 horas de incubación 
después del inóculo del 3% (v/v) de un cultivo fresco de 18 horas de crecimiento en 
caldo MRS comercial iniciando con un pH 7.0±0.1.  

(1) Efecto de la concentración del hidrolizado sobre 
la producción de células probióticas 

 

Se estudió el efecto de la concentración de hidrolizado en la producción de células 
probióticas a través del test de la concentración mínima inhibitoria (MIC), para evaluar 
la afectación del crecimiento de L. casei por componentes tóxicos presentes en el 
hidrolizado que pudieron generarse durante el pretratamiento de la quinua. Para este fin, 
se formularon 6 medios de cultivo líquidos en base a quinua hidrolizada, para obtener 
cada medio de cultivo se utilizaron 2 soluciones como se muestra en la Tabla 6: solución 
1: hidrolizado de quinua al 4% ST, solución 2: glucosa comercial y micronutrientes. La 
solución 2, fue disuelta en agua destilada y esterilizada por separado previamente a 
121oC, 16PSI por 15 min y una vez teniendo el medio se ajustó a pH 7.0±0.1. 

Tabla 6. Concentraciones de los componentes en los medios formulados para la 
determinación del efecto de  la concentración del hidrolizado  sobre  la producción de  células 
probióticas. 

Solución 1  Solución 2 

Medio 
Hidrolizado 

(%) 
q‐glucosa 
(g/L) 

Micronutrientes 
(X) 

Glucosa comercial 
(g/L) 

Glucosa total 
(g/L) 

1  0  0  1  20  20 

2  20  4  1  16  20 

3  40  8  1  12  20 

4  60  12  1  8  20 

5  80  16  1  4  20 

6  100  20  1  0  20 

 

Se inoculo el 3% (v/v) de un cultivo activo de L. casei de 18 horas de crecimiento en 
caldo MRS comercial, en cada uno de los medios formulados, los cuales se incubaron a 
37ºC en condiciones anaerobias y se evaluaron los parámetros indicados en la sección 
previa en función a la producción de células probióticas viables, q-glucosa (glucosa 
provenientes del hidrolizado de quinua) y/o glucosa comercial, q-proteínas (proteína 
provenientes del hidrolizado de quinua) y/o proteína comercial (caseína peptona, 
extracto de carne y extracto de levadura provenientes del medio MRS comercial). 
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(2) Efecto de la adición de levadura de cerveza 
sobre la producción de células probióticas 

 

Se formuló un medio de cultivo en base al hidrolizado de quinua, conteniendo 20g/L de 
q-glucosa suplementado con 2.5±0.1 (1X) y 5.0±0.1 (2X) g/L de levadura de cerveza 
(marca Maprial), como fuente adicional de proteínas (medio q-lev). Los medios se 
prepararon a partir de 2 soluciones: la primera de micronutrientes (1X) y levadura de 
cerveza 1X ó 2X, y la segunda de hidrolizado de quinua 4% ST. Para luego mezclarlas y 
obtener el medio q-lev1 con 1X de micronutrientes, 1X de levadura de cerveza y 20 g/L 
q-glucosa ó q-lev2 con 1X de micronutrientes, 2X de levadura de cerveza y 20 g/L q-
glucosa, ambos medios fueron ajustados a pH 7.0±0.1. La levadura de cerveza y los 
micronutrientes fueron disueltos en agua destilada y sometidos a 121oC, 16PSI por 
15min por separado antes del mezclado con el hidrolizado. Se inoculo el 3% (v/v) de un 
cultivo activo de L. casei de 18 horas de crecimiento en caldo MRS comercial, en los 
medios formulados y se evaluaron los parámetros anteriormente mencionados en la 
sección b). 

(3) Evaluación del efecto del pH sobre la producción 
de células probióticas 

 

Se empleó el medio formulado q-lev1, que contenía aprox. 20 g/L de q-glucosa, 0.5 g/L 
de levadura de cerveza y micronutrientes, el cual fue ajustado a pH variables de 3, 4, 5, 
6, 7 y 8. Todos los experimentos en los medios formulados se realizaron empleando 
medio MRS control (composición indicada al inicio) el cual fue preparado ingrediente 
por ingrediente en agua destilada y esterilizada a 121oC por 15 min., 16PSI de presión, 
ajustando el pH final a 3, 4, 5, 6, 7 y 8. Se inoculo el 3% (v/v) de un cultivo activo de L. 
casei y se evaluó midiendo el pH, DO540, viabilidad, consumo de glucosa y proteínas. 

c) Producción de células probióticas a mayor escala 
 

Cultivo de células probióticas a mayor escala fue realizado en 2 fermentadores de 5L 
(Biostat A plus, marca SARTORIUS STEDIM), con un volumen de trabajo de 1L.  

El fermentador empleado consta de un torre de control, bomba de sustrato, compresora, 
filtro eliminador de C, Vaso de 5 L que cuenta con una tapa en el cual están adaptadas: 
Motor, Sondas  (termostato, pH, pO2, refrigerante, gasificador y antiespumante), 
terminales para adaptar mediante conectores a frascos Boeco conteniendo soluciones de 
(antiespumante, ácido, base), además se adapta un manto atemperador, soporte metálico 
donde aloja al vaso y  una computadora portátil donde registra los valores de pH, pO2, 
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antiespumante, temperatura, también es posible adaptar tanque de gases como CO2, N2 y 
finalmente el equipo se conecta a un estabilizador.  

Cultivo batch, fue utilizado como modo operacional de fermentación. Se procesó el 
medio experimental formulado (medio q-lev1) en uno de los fermentadores, y medio 
MRS como control en el segundo fermentador. 

Se realizaron tres experimentos de fermentación empleando medio q-lev1 previamente 
estéril (cuya forma de preparación fue descrita en la sección (2)), el cuál fue vertido en 
los fermentadores previamente esterilizados a 121oC por 15 min., 16 psi de presión, e 
inoculados con 3% (v/v) de cultivo activo de L. casei en cada medio. Posteriormente, se 
monitorearon el pH, DO540, viabilidad, consumo de glucosa y proteína, a intervalos de 2 
a 3 h (Saarela, 2005). A pesar de que en los experimentos de fermentación realizados a 
escala de 1L, se empleó el medio optimizado q-lev1, las condiciones de cultivo 
(anaerobiosis, aerobiosis, fermentación a pH constante) fueron evaluadas para 
determinar su efecto en el rendimiento de células probióticas.  

(1) Fermentación anaerobia a escala de 1L 
empleando medio de cultivo optimizado 

 

El medio de cultivo q-lev1, fue esterilizado y vertido en el fermentador 1 (previamente 
esterilizado), cuya atmosfera gaseosa fue saturada con N2 gaseoso libre de O2 por 5 min. 
El cual fue inoculado como fue descrito anteriormente, y sometido a una agitación de 80 
rpm, a 37oC por aproximadamente 30 h. Se monitorearon los parámetros descritos hasta 
alcanzar un pH constante, como indicativo de que el cultivo probiótico alcanzó fase 
estacionaria “steadystate”. Se evaluaron las mismas condiciones en medio MRS, en el 
segundo fermentador, como control del experimento. 

(2) Fermentación aerobia a escala de 1L empleando 
medio de cultivo optimizado 

 

El medio de cultivo q-lev1, fue esterilizado y vertido en el fermentador 1 (previamente 
esterilizado), cuya atmosfera gaseosa fue conservada. El fermentador fue inoculado 
como fue descrito anteriormente, y sometido a una agitación de 80 rpm, a 37oC por 
aproximadamente 30 h. Se monitorearon los parámetros descritos hasta alcanzar un pH 
constante, como indicativo de que el cultivo probiótico alcanzó fase estacionaria 
“steadystate”. Se evaluaron las mismas condiciones en medio MRS con aire como 
atmósfera gaseosa, en el segundo fermentador, como control del experimento. 
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(3) Fermentación anaerobia a pH constante y escala 
de 1L empleando medio de cultivo optimizado 

 

El medio de cultivo q-lev1, fue esterilizado y vertido en el fermentador 1 (previamente 
esterilizado), cuya atmosfera gaseosa fue saturada con N2 gaseoso libre de O2 por 5 min., 
fue inoculado como se describió anteriormente, y sometido a una agitación de 80 rpm, a 
37oC por aproximadamente 21 h. El pH fue sometido a un ajuste constante y automático 
de 7.0±0.1 con NaOH (1N) (Mozzi, 2003) a lo largo de la fermentación. Se empleó 
también una velocidad de agitación de 80rpm, a 37oC. Se monitorearon los parámetros 
descritos hasta alcanzar la fase estacionaria “steadystate” del cultivo probiótico. Se 
evaluaron las mismas condiciones en medio MRS, en el segundo fermentador con pH 
ajustado automáticamente, como control del experimento. 

4. Evaluación del rendimiento en la formación de producto 
 

En esta sección evaluamos la relación del producto formado ‘células probióticas’ con 
respecto al sustrato consumido de origen comercial o formulado. 

a) Recuperación de cepas probióticas del medio de cultivo 
 

Para la recuperación de células probióticas a partir de los cultivos, 1mL del cultivo fue 
centrifugado a 3000rpm por 10 minutos, descartando el sobrenadante y re-suspendiendo 
las células en el mismo volumen de tampón fosfato 2mM (pH 7.0±0.1), este 
procedimiento fue repetido 3 veces (Perdigon, 1999; Mani-López, 2014). El resultado 
fue una solución de células probióticas (células lavadas), libre de componentes del 
medio y productos de la fermentación del cultivo. 

b) Evaluación de la viabilidad de células probióticas 
 

A partir de una suspensión de células lavadas de L. casei, se realizaron diluciones de 1 a 
100 millones con solución estéril fisiológica o tampón fosfato 2mM (pH 7.0±0.1). 
100uL de cada dilución fue sembrado en medio MRS sólido, por siembra en superficie 
con asa de drigalsky, e incubado a 37oC por 48 h., en un ambiente anaerobio (Cartes, 
2005). Posteriormente, se realizó un recuento de colonias, células aptas y viables, para 
determinar las unidades formadoras de colonias por mL de medio (UFC/mL). 

c) Determinación del rendimiento de producto en función al 
consumo de sustrato  
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Se determinó la relación de biomasa formada en función a la concentración de glucosa 
consumida, para cada uno de los experimentos incluyendo la formulación de medios y el 
respaldo del proceso en diferentes condiciones. 

5. Determinaciones analíticas 

a) Determinación de humedad 

La determinación de humedad se realizó de acuerdo a la técnica descrita por (Sluiter, 
2008). 1g de muestra, grano de quinua o harina de quinua, fue expuesto por 4h. a 105 ± 
3oC. La diferencia del peso final con respecto al peso inicial correspondió al contenido 
de humedad presente en la muestra. 

b) Determinación de Azucares reductores 
La concentración de azucares reductores presentes en las muestras, hidrolizado o medios 
de cultivo, fue determinada por la técnica del ácido 3,5 di-nitro salicílico (DNS) y/o por 
cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC). 0.5mL para la técnica de DNS y 1.5mL 
de muestra para la técnica de HPLC, fue filtrada a través de una membrana de 0.45um 
para su empleo. 

Para la técnica de DNS (Bello, 2006), 0.5mL de muestra se adicionaron a 0.5mL de 
reactivo DNS (la composición y preparación del reactivo DNS se hallan descritas en 
Anexo 1). Esta mezcla fue sometida a 90oC por 5min., y enfriada a temperatura 
ambiente. La absorbancia a 540nm de longitud de onda fue registrada en 
espectrofotómetro de microplacas (Epoch-Biotek). Se emplearon como estándares 
soluciones de D (+)-glucosa anhidro (Riedel de Haёn) de 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 g/L 

tratadas en las mismas condiciones.  

Para la determinación de la concentración de glucosa por la técnica de HPLC descrita 
por (Ballesteros, 2004; Da Silva, 2010; Lu, 2009),se empleó un Cromatógrafo de 
Líquidos (Marca Shimadzu) equipado con un detector de índice de refracción (RID-
10A), una columna de intercambio iónico HPX-87P (BioRad, AminexR) a 80oC y agua 
deionizada como eluyente a un flujo de 0,6 mL/min. Se emplearon como estándares 
soluciones de D (+)-glucosa anhidro (Riedel de Haen) de 0, 0.5, 1, 1.33 y 2 g/L, 
analizadas en las mismas condiciones 

c) Determinación de proteínas solubles 

Se determinó la concentración de proteínas solubles por el método de Biuret como se 
indican en (Koch, 1971; Lubran, 1978; Georgiova, 2009). 0.1mL de muestra 
previamente filtrada a través de una membrana de 0.45µm fue mezclada con 1mL de 
reactivo de Biuret (Anexo 2). Se dejó reposar esta mezcla durante 30 minutos a 
temperatura ambiente, para finalmente registrar la absorvancia a 540nm de longitud de 
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onda. Se emplearon soluciones de albumina sérica bovina (BSA, Sigma-Aldrich) de 0, 5, 
10, 15 y 20 g/L tratadas en las mismas condiciones. 

d) Determinación de pH 

La determinación de pH se realizó con un pH-metro (Sartorius), previamente calibrado 

con buffers de pH 4, 7 y 10. 

e) Determinación de la densidad óptica 

El grado de turbidez de las muestras fue determinado por espectrofotometría midiendo la 

densidad óptica a 540nm en contra de agua destilada como blanco. 

D. Procesamiento de los datos 

1. Recolección 

Los datos se recopilaron en el transcurso o al final de cada prueba según lo requerido, 
los mismos fueron transcritos en la bitácora de laboratorio y tablas Excel. 

2. Elaboración 
Se elaboraron tablas, cuadros y gráficas a partir de los datos obtenidos en los 
experimentos realizados durante la investigación, utilizando el programa GraphPad, 
prisma versión 6.0 y Microsoft office Excel 2007. 

3. Análisis 
Los datos se analizaron mediante t-student pareado usando el programa GraphPad, 
prisma versión 6.0 y Microsoft office Excel 2007. Diferencias significativas entre las 
medias se determinaron utilizando la “prueba de Fisher” prueba de diferencia mínima 
significativa. Diferencias significativas se determinaron en α = 0.05. Todos los análisis 
fueron realizados por triplicado. 

VI. Resultados y discusión 

A. Obtención y acondicionamiento de la quinua como materia prima 
 

El grano de quinua se caracteriza por ser un alimento ancestral altamente nutritivo, con 
contenido rico en proteínas y almidón, con un contenido íntegro de aminoácidos 
esenciales y una amplia gama de vitaminas y minerales (Oelke, 1992). El grano de 
quinua se presenta en diferentes variedades que podemos encontrar en los mercados 
locales de nuestra ciudad, entre las variedades más abundantes se encuentran la quinua 
de 1ra calidad (grano perlado, grano de oro o quinua real) que alcanza hasta un tamaño 
muy uniforme de 3mm (Figura 5 A), la quinua de 2da calidad la cual contiene granos 
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que varían entre  1.5 a 2mm de diámetro (Figura 5 B) y quinua de 3ra calidad con 1 a 
2mm de diámetro que se caracteriza por poseer un conjunto de impurezas entre ellos 
pequeños trozos de bagazos de quinua (Figura 5 C)  según Oelke (1992). En el presente 
trabajo se empleó como materia prima la quinua de segunda calidad, la quinua como 
objeto de estudio en la presente investigación fue seleccionado debido a que es 
despreciado por la sociedad por su tamaño y su alto contenido en saponina (amargo de la 
quinua) y este tipo de grano de quinua es comercializado en los mercados locales a 
precios bajos, además es empleado para producir harina y alimento para animales 
(Thuresson, 2015) 

Figura 5. Tipos y tamaños de quinua. 

A B C 

Granos de quinua de 1ra 

calidad 

Granos de quinua de 2da 

calidad 

Granos de quinua de 3ra 

calidad 

 

1. Secado solar y molienda de la materia prima 
 

El grano de quinua adquirido en el mercado local, poseía inicialmente un contenido de 
humedad del 27.0 ± 0.3%, determinado por técnicas analíticas descritas en la sección de 
metodología. Un alto contenido de humedad en la materia prima conduce al desarrollo, 
de microorganismos no deseados, que contaminan y disminuyen la calidad del producto 
(Finn, 2013). Debido a esta condición el grano empleado fue sometido a secado solar 
hasta reducir su contenido de humedad a un valor de 7.0±0.1%, obteniendo de esta 
forma una materia prima con un contenido de 93.3±0.4 % de ST. Según varios autores 
(Hammerly, 1976; Pajarito, 2005; Rodriguez-Sandoval, 2012; Ranhotra, 1993; 
Thuresson, 2015) la humedad del grano de quinua de exportación varia alrededor del 7-
12% aprox., lo cual garantiza la estabilidad del grano y harina de quinua, exentos de 
contaminación microbiana.  



INSTITUTO	DE	INVESTIGACIONES	FARMACO	BIOQUIMICAS																																									Arturo	Carita	Calla 

25 
 

 
Después de llevar a cabo el secado solar, la materia prima fue sometida a una molienda 
hasta obtener harina de quinua constituida por partículas de un tamaño de 10 a 20µm, 
observadas con un microscopio óptico (con una magnificación de 1000x) (figura 6 B).  
 
Figura 6. (A) Harina de quinua y (B) partículas de harina de quinua (con una 
magnificación de 1000x). 
A B 

  

Harina de quinua  Partículas de grano de quinua molido 

 

B. Procesamiento de la materia prima 

1. Pretratamiento fisicoquímico de la materia prima 
 

La composición aproximada del grano de quinua en base seca varia de: 75-81% de 
carbohidratos, 11-14% de proteínas, 5-7% de grasa cruda, 3-4% de cenizas, y 4-5% de 
fibra cruda (Jancurová, 2009; Doyla, 2015). El principal constituyente del grano de 
quinua es el almidón que representa entre el 52-60% del peso del grano (Valencia-
Chamorro, 2003). El almidón está constituido por dos compuestos de diferente 
estructura: la amilosa formada por α-D-glucopiranosas (normalmente de 300 a 3000 
unidades de glucosa) que constituye del 25 al 30 % del almidón, y la amilopectina que 
representa el 70-75 % restante, también formada por α-D-glucopiranosas conformando 
una cadena altamente ramificada (Amador, 2016). 

La conversión de la biomasa amilácea, como la harina de quinua, para liberar azúcares 
fermentables, implica la hidrólisis del almidón (Moshi, 2013). El pretratamiento 
fisicoquímico de la harina de quinua consistió en: la licuefacción del almidón en una 
primera etapa seguida de la hidrólisis de la amilosa y la amilopectina a su unidad 
estructural, la glucosa. Los ácidos sulfúrico y clorhídrico son catalizadores de uso 
común para la hidrólisis de la biomasa vegetal (Lenihan, 2010) con el objetivo de liberar 
la glucosa para ser empleada como fuente de carbono, para el cultivo de 



INSTITUTO	DE	INVESTIGACIONES	FARMACO	BIOQUIMICAS																																									Arturo	Carita	Calla 

26 
 

microorganismos con diferentes aplicaciones. En el presente estudio, se llevó a cabo la 
hidrólisis de la harina de quinua con la adición de ácido o base al medio acuoso de 
suspensión, para obtener moléculas de glucosa solubles que puedan ser dispuestas como 
fuente de carbono para el metabolismo de L. casei. 

La concentración de glucosa liberada en los procesos de hidrólisis de harina de quinua 
(4%, p/v de ST) fue determinada, para cada una de las condiciones experimentales con 
diferentes agentes químicos al 1% (v/v): H2SO4, NaOH, HCl y H3PO4. Los resultados 
obtenidos se muestran en la Figura 7.  La condición que permite la liberación de una 
mayor concentración de glucosa a partir de harina de quinua fue obtenida empleando 
H2SO4 (1%, v/v), la cual fue de 23.9±0.8 g/L. Otras condiciones, como NaOH permitió 
la liberación de 1.60±0.02 g/L de glucosa, HCl liberó 0.95±0.03g/L de glucosa y H3PO4 

permitió la liberación de 0.77±0.04 g/L de glucosa. 

Figura 7. Contenido de glucosa (g/L±DS) en hidrolizados de harina de quinua al 4% 

(p/v) ST con H2SO4, NaOH, HCl y H3PO4 al 1% (v/v). 

 

El rendimiento de la liberación de glucosa a partir de harina de quinua fue estimado de 
acuerdo a lo descrito por Holm (1986) y Moshi (2013). El rendimiento obtenido en este 
estudio fue de 80.2% de glucosa liberada a partir de quinua de harina seca empleando 
H2SO4 al 1% (v/v). Otros estudios reportan rendimientos de alrededor de 90% (Verardi 
& De Bari, 2012) en hidrolizados de grano de maiz y bagazo de caña de azucar. Por lo 
cual, con los resultados obtenidos se sugiere que el método estandarizado del hidrolizado 
de harina de quinua, fue al (4% p/v de ST) con H2SO4 (1%, v/v), con el cual se obtuvo 
una  mayor liberación de azucares reductores. 
 
El efecto de la hidrólisis ácida de la biomasa vegetal puede conducir a la formación o 
liberación de metabolitos inhibitorios altamente tóxicos (Lenihan, 2010; Valencia-
Chomorro, 2003; Badshah M., 2012; Alessandra V., 2012; Huang, 2009) presentes en 
los hidrolizados, que pueden afectar el crecimiento de L. casei, entre ellos podemos 
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mencionar la presencia de saponinas (alcaloides tóxicos que crean un sabor amargo del 
grano) liberadas a partir de grano de quinua. La cantidad de saponinas presentes depende 
de la variedad de quinua (Urquizo, 2016), las cuales se hallan en una concentración de 
0.1-5% (Valencia-Chamorro,  2003).En el presente estudio no se evaluó este efecto, sin 
embargo, fue evidenciado en estudios previos con L. acidophilus observando que no 
existió diferencia significativa en el crecimiento de esta bacteria acido láctica en medio 
de cultivo sin saponina con respecto al cultivo en medio con saponina (datos no 
mostrados), lo que implica que la saponinas no tendrían un efecto nocivo sobre bacterias 
de este género. Otros estudios no reportan el empleo de quinua libre de saponinas 
(Thuresson, 2015; Urquizo, 2016) pero si mencionan el efecto negativo de las saponinas 
en la harina de quinua. En el proceso de hidrólisis ácida, empleando ácido sulfúrico en 
concentraciones de 1-10%,a una temperatura moderada (en el rango de 100-150ºC) 
además de liberar glucosa y proteínas solubles, se forman otros productos secundarios 
que pueden afectar al crecimiento bacteriano, como el furfural un producto de 
deshidratación de pentosas y el hidroximetilfurfural HMF producto de la 
deshidratación de las hexosas (Lenihan, 2010). En el presente estudio no se realizaron 
determinaciones analíticas para la cuantificación de estos compuestos, sin embargo si 
existieron no resultaron ser nocivos para L. casei (resultados discutidos en la sección 
posterior). Otros estudios reportan la formación de estos compuestos liberados después 
de un pretratamiento ácido de otro tipo de biomasa, bagazo de caña, paja de trigo, y 
otros (Badshah M., 2012; Alessandra V., 2012; Huang, 2009). Por lo cual, sería 
interesante evaluar la formación de estos compuestos a partir del pretratamiento ácido de 
la harina de quinua en estas condiciones, ya que hasta la actualidad no se han reportado 
estudios con este tipo particular de materia prima. 

Para el proceso de hidrolisis de la harina de quinua se realizó una suspensión de 
partículas de harina quinua al 4% (p/v) ST en una solución de H2SO4 al 1% (v/v) la cual 
fue agitada (de 100 a 1000 rpm) para su homogenización, y se obtuvo una suspensión 
lechosa como se muestra en la figura 8 A. Se procedió al pretratamiento en condiciones 
de 121oC y 16PSI por 15 min., condiciones similares a lo realizado en bagazo de caña de 
azúcar (SCB) por Badshah M. (2012). Posteriormente, el hidrolizado fue enfriado a 
temperatura ambiente y neutralizado con Ca(OH)2, seguidamente se centrifugo y se 
obtuvo una solución con una fracción soluble de color amarillo paja y un precipitado de 
color café, como se muestra en la figura 8 B. El sobrenadante obtenido fue filtrado al 
vacío con una membrana de 0.45 µm de porosidad, como se muestra en la figura 8 C. 
Finalmente, se obtuvo el hidrolizado para su empleo en la formulación de medios de 
cultivo para L. casei. El hidrolizado obtenido presentó un color amarillo paja con un pH 
de 1.6±0.2, el cual fue procesado para su utilización.  En general, se requieren las 
siguientes operaciones (en esta secuencia): concentración, desintoxicación, 
neutralización y suplementación con nutrientes según Lenihan (2010). Con el 
hidrolizado obtenido, debido a que poseía alta concentración de glucosa soluble, no fue 
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necesaria su concentración. Esta solución fue caracterizada por su contenido de glucosa 
y proteinas solubles, como se muestra en la figura 8E, y se obtuvo 23.9±0.8 g/L de 
glucosa y 14.1±0.6 g/L de proteina. Otros estudios, confirman que el tratamiento con 
ácido de una concentración superior a 1% permite mayor liberación de azúcares solubles 
(Badshah M. , 2012).  

 Así mismo, el hidrolizado obtenido no limitó el crecimiento de L.casei (como se 
describe posteriormente) por lo que no fue necesario una desintoxicación  previa. Sin 
embargo, el hidrolizado fue suplementado con micronutrientes como se describió en la 
sección de materiales y métodos para su formulación como medio de cultivo.   

 

Figura 8. Tratamiento del hidrolizado de la quinua, para la formulación de los medios 
de cultivos. (A) Suspensión de harina de quinua en H2SO4 1% (v/v) estando agitado, (B) 
Hidrolizado después de ser centrifugado, (C) Filtrado al vacío del hidrolizado, (D) 
Hidrolizado ya neutralizado y filtrado (E) Contenido de proteínas y glucosa soluble en 
un hidrolizado de quinua al 4% (p/v) ST con H2SO4 al 1% (v/v) 

A C D

 
 

B E
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2. Optimización del pretratamiento ácido de la materia prima 
 

a) Optimización del tiempo de pretratamiento ácido. 
 

Durante el pretratamiento fisicoquímico de la harina de quinua (4%, p/v de ST) 
empleando H2SO4 (1%, v/v), se evaluó el rendimiento en la liberación de glucosa y 
proteínas solubles, sometiendo a la harina de quinua a tiempos de hidrólisis de 15, 20 y 
25 min. a 121oC y 16PSI. Los mismos permitieron la liberación de 23.8±0.3 g/L de 
glucosa y 14.5±0.2 g. de proteínas (15 min de pretratamiento), 24.7±0.1 g/L de glucosa 
y 14.9±0.1 g de proteína (20 min de pretratamiento) y 25.7±0.7 g de glucosa y 15.2±0.3 
g de proteína (25 min de pretratamiento) como se muestra en la Fig. 9. 

Un análisis de t de student pareado reveló que los diferentes tiempos de pretratamiento 
de la harina de quinua (4%, p/v) ST con H2SO4 (1%, v/v), no muestran diferencias 
significativas (p˂0.05) en cuanto a la liberación de glucosa y proteínas solubles. Por lo 
cual, se decidió continuar el pretratamiento por un periodo de 15 min. a 121oC y 16PSI. 
Proponiendo un pretratamiento ácido sencillo, que no involucre periodos prolongados de 
operación que podrían incrementar gastos innecesarios. Otros estudios reportan, que 
para el pretratamiento de bagazo de caña de azúcar a condiciones de 121oC por 15 min a 
una concentración de 10% de ST con H2SO4 mayor al 1% es óptimo para la liberación 
de azucares reductores, como señala Badshah M. (2012). Además tomando en cuenta 
que a menor tiempo de exposición a condiciones drásticas de temperatura y presión, 
existe menor posibilidad de que se formen inhibidores que afecten el crecimiento 
bacteriano, como el furfural o HMF (hidroximetilfurfural) Lenihan (2010). 
Adicionalmente, se evita la formación de complejos entre la glucosa y las proteínas 
liberadas (reacción de Maillard) reduciendo los nutrientes disponibles para su consumo 
por los microorganismos como señala Bridsona (1973). 
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Figura 9. (A) Glucosa y (B) proteína en g/L liberados en hidrolizados de quinua al 4% 
(p/v) ST con H2SO4 al 1% (v/v) a 15, 20 y 25 min, 16 psi de presión a 121oC 

A                                                                                   B 

 

b) Optimización de pretratamiento fisicoquímico en función 
a la concentración de materia prima  

 

Para la incrementar la concentración de glucosa y proteína soluble liberadas durante el 
pretratamiento ácido de la harina de quinua, se incrementó el contenido de sólidos 
totales de 4 a 8% en las suspensiones de harina de quinua para la hidrolisis ácida (H2SO4 
al 1%). Se obtuvo una concentración de glucosa soluble de 69.4±0.7 g/L (8% ST) mayor 
a la liberada empleando 4% ST (23.8±0.7 g/L glucosa). En cuanto a proteína soluble se 
liberó 24.2±0.8 g/L (8% ST) mayor que lo obtenido al 4% ST (14.5±0.2 g/L proteína). 
Por lo cual, el rendimiento alcanzado fue de 80% (4% ST) y 95% (8% ST). Según otros 
estudios (Santos, 2016; Kemppainen, 2014) el rango de sólidos totales de 1 a 25 %, es 
ideal para hidrólisis de biomasa vegetal. 

En el hidrolizado de harina de quinua al 8% (p/v) de ST con H2SO4 al 1% (v/v) se 
obtuvieron concentraciones de glucosa y proteínas solubles mucho mayores que al 4% 
(p/v) de ST las diferencias fueron significativas (p˂0.05), por lo cual una concentración 
de ST del 8% favorece una mayor hidrólisis con resultados reproducibles, como se 
muestra en la Figura 10. 
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Figura 10. Contenido de Glucosa y proteínas (en g/L) en hidrolizados de quinua al 4% y  
8% (p/v) de ST obtenidos por hidrólisis ácida H2SO4 1% (v/v) a 121oC, 16 psi de presión 
por 15 min.  

 

C. Conversión biotecnológica para la producción de cepas probióticas. 
 

Lactobacillus casei es una especie de bacteria anaerobia, Gram positiva que se desarrolla 
muy bien en los medios formulados por Man, Rogosa y Sharpe (Medio MRS comercial). 
El cual es un  medio de cultivo apropiado para el aislamiento y recuento de lactobacilos, 
que al contener: peptona, extracto de carne, extracto de levadura y glucosa constituyen la 
fuente nutritiva  al aportar nitrógeno, carbono, vitaminas y minerales; monoleato de 
sorbitán (tween 80) es un emulsificante de los nutrientes en el medio de cultivo y 
también puede ser utilizado como fuente de ácidos grasos esenciales (ácido oleico) 
(Rashid, 2015), fosfato de sodio que permite mantener las condiciones de pH, sales de 
magnesio y manganeso proveen cofactores para el crecimiento bacteriano y pueden 
inhibir el desarrollo de algunos microorganismos; citrato de amonio que actúa como 
agente inhibitorio del crecimiento de bacterias Gram negativas, agar es el agente 
solidificante (polisacárido que se obtiene de ciertas algas marinas)se licua alrededor de 
los 100ºC y se gelifica alrededor de los 40ºC y no es atacado por las bacterias que crecen 
en el agar, proporcionando una superficie sólida para el desarrollo de colonias 
bacterianas y la L-cisteína que es adicionado al medio MRS para otorgar un ambiente 
reductor característico de sistemas anaerobios (Man, 1960; Zechman, 1991; DSMZ, 
2012) 

En esta investigación L. casei fue activado en caldo MRS a partir de una muestra 
criopreservada como es descrito por Roldán (2011), y subcultivado en medio MRS agar, 
obteniendo colonias blanca-amarilla de consistencia mucoide, entre 2 a 4 mm de 
diámetro (figura 11 A). La observación microscópica de L. casei permitió caracterizar 
bacilos gram positivos, con una magnificación 1000x (figura 11 B). 
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Figura 11. Morfología de L.casei. (A) Morfología macroscópica: Colonias de L. casei 
en medio sólido MRS y (B) Morfología microscópica: tinción Gram de L. casei bajo 
observación microscópica (1000x) 

A B

 

 

Las características de crecimiento de L. casei en medio MRS caldo y agar, se describen 
en la Tabla 7. Además, se evaluaron características de crecimiento de L. casei en medio 
MRS en condiciones aerobias y anaerobias. Se realizó un recuento bacteriano para 
evaluar la viabilidad de L. casei en ambas condiciones. Se obtuvo un mayor número de 
unidades formadoras de colonias (UFC) en condiciones aerobias. Considerando el 
número de UFC/mL de L. casei en condiciones aerobias, como el máximo posible 
alcanzando un 100% (log10UFC/mL de 9.9) de crecimiento y obteniendo un 88% 
(log10ufc/mL de 9.8) de crecimiento en condiciones anaerobia (Tabla 7). Según 
Tharmaraj (2003), el número de UFC/mL es similar en condiciones aerobias y 
anaerobias, cuando L. casei es cultivado a 37oC, 9.20-9.36 log10UFC, condición 
anaerobia a 37oC y 9.30-9.36 log10UFC en condición aerobia a 37oC.  
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Tabla 7. Características de Lactobacillus casei sp. rhamnosus cultivado en medio MRS 

con cisteína (DSMZ). 

 

1. Diseño, formulación y optimización de medios de cultivo 
 

Para que un microorganismo probiótico confiera beneficios para la salud del huésped, 
este debe ser viable (microorganismo vivo y activo). Los probióticos son descritos como 
"organismos vivos, que administrados en cantidades adecuadas confieren beneficios a la 
salud del huésped (FAO/WHO, 2002; Martin y col., 2014). Por lo tanto, es indispensable 
que se garantice que L. casei posea viabilidad cuando se utilizan medios de cultivos 
comerciales o alternativos. La evaluación de viabilidad involucra que el 
microorganismo, L. casei, sea cultivado en medio sólido e incubando en un ambiente 
anaerobio, obteniendo colonias con características morfológicas propias de L. casei, las 
cuales pueden ser contables (Garcia & Serna, 2015; Trejo & Pérez, 2010). 

Para este fin, se evaluaron los parámetros de crecimiento de L. casei en un medio 
formulado en base a hidrolizado de quinua empleando como control el medio comercial 
MRS. Se determinó el máximo crecimiento de microorganismos viables en placa 
(UFC/mL), expresado como logaritmo de UFC/mL (número de ciclos logarítmicos), así 
como el consumo de glucosa, proteína como fuentes nutricionales, la reducción de pH 
por efecto de los productos de fermentación excretados (ácido láctico, acético, etc) y el 
incremento de la turbidez como incremento de la biomasa (densidad óptica DO540nm), en 
los periodos evaluados. Asumiendo que el medio de cultivo contiene nutrientes y 
factores de crecimiento necesarios, exento de microorganismos contaminantes y 
sustancias inhibidoras, que garantice el óptimo crecimiento de L. casei en el medio de 
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cultivo formulado, y las condiciones adecuadas como la temperatura, el grado de 
humedad, presión de oxígeno adecuada, así como un grado correcto de acidez o 
alcalinidad.  

Las diferencias de crecimiento por 24 h. a 37oC en un ambiente anaerobio de L. casei en 
los medios formulados en base a hidrolizado de quinua, se evaluaron al observar el 
incremento de turbidez con cambio de coloración del medio de blanco (el medio control 
abiótico vial C) a amarillo (medio con L. casei viales A y B), mientras que en el medio 
control (MRS) se observa un incremento en la turbidez del medio de un color amarillo 
límpido (medio control abiótico vial C) a amarillo turbio (medio con L. casei “viales A 
y B”). 

Figura 12. Lactobacillus casei sp. rhamnosus en medios de cultivos líquidos (caldos) y 
sólidos formulados en base al hidrolizado de quinua y medio control (MRS).  

            A                  Medios líquidos        B             Medios sólidos 

 

                       A1. Quinua                     A2.  MRS             B1. Quinua        B2. MRS 

a) Efecto de la concentración del hidrolizado sobre la 
producción de L. casei 

 

Actualmente es posible tener en el laboratorio cultivos controlados de bacterias en los 
cuales se puede modificar la composición de los nutrientes. Permitiendo conocer y 
entender el efecto de los componentes en el medio de cultivo en L. casei (Louis, 2007). 

En la presente investigación se evaluó la producción de L. casei, a través de su cultivo 
en medios formulados a base de hidrolizado de harina de quinua a las 18, 24 y 48 h de 
cultivo. Para los que se prepararon medios empleando 0, 20, 40, 60, 80 y 100% (v/v) de 
hidrolizado, a cuyos medios se los denominó: q-0%, q-20%, q-40%, q-60%, q-80% y q-
100% respectivamente y de igual forma se cultivó en el medio control MRS. En la figura 
13, se muestran los resultados del crecimiento promedio, obtenido de la evaluación de 
diferentes concentraciones de hidrolizado de quinua como medio de cultivo para el 
crecimiento de L. casei. Se observó que la viabilidad de L. casei en un medio q-80%, fue 
de 8.4x109 UFC/mL,  similar a lo obtenido empleando el medio comercial de referencia 
MRS, donde se obtuvo una viabilidad de 8.3x109 UFC/mL, ambos a las 24 h. de 
incubación en un ambiente de anaerobiosis a 37oC. Mientras que la viabilidad obtenida 
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en los otros medios formulados fue de: 3.2x109 UFC/mL (q-0%), 3.1x109 UFC/mL (q-
20%), 3.0x109 UFC/mL (q-40%), 4.7x109  UFC/mL (q-60%) y 6.0x109  UFC/mL (q-100%) 
mucho menores que el obtenido en medio MRS y q-80% (Figura 13 A)  

Los resultados obtenidos del crecimiento de L. casei a las 18 h de incubación, muestran 
menor número de UFC/mL con respecto a las obtenidas con 24 h. de incubación. Esto 
puede ser explicado debido a que a las 18hrs. L. casei aún se encontraba en fase 
logarítmica de crecimiento. Así mismo, el número de UFC/mL obtenidas a las 48 hrs. de 
cultivo son menores con respecto a los obtenidos a las 24 hrs. de crecimiento, debido a 
que L. casei se encontraba en la fase de declinación o muerte. Como se muestra en la 
figura 13 A (Gonzales & Domínguez-Espinosa, 2008)  

Inicialmente, de acuerdo a Shah (1998) y Sodini (2002), en los medios formulados se 
observaría el efecto de suplementación de nutrientes, donde a mayor concentración 
existiría menor tiempo de fermentación, Sin embargo, en el cultivo de L. casei, los 
resultados obtenidos, sugieren que L. casei tiene un crecimiento óptimo en el medio 
formulado, suplementado con 80% de hidrolizado de quinua (medio q-80%) y no a una 
concentración mayor, en contraste a lo expresado por Shah (1998) y Sodini (2002). 

Adicionalmente, monitoreando el periodo de incubación de L. casei se evidenció que 
existió una variación en la turbidez expresada como Incremento de la turbidez en el 
medio formulado (DO a las 0 h-48 h): q-0% (0.09-2,13), q-20% (0,98-3.72), q-40% 
(1.02-3.47), q-60% (1.04-2.39) q-80% (1.04-3.80), q-100% (1.22-0.81) y MRS (0.40-
1.01). Interesantemente, existió una disminución de la turbidez del medio q-100% 
durante el periodo de incubación de L. casei (Figura 13B). En otros estudios evalúan la 
DO de cultivos de bacterias acido lácticas como un índice de crecimiento en distintos 
medios de cultivos (Man, 1960) (Ogawa y col.,2005) 

Durante el cultivo de L. casei durante 48 horas en los medios formulados, el pH vario 
para cada medio desde la neutralidad hasta un pH acido como se muestra en la figura 13 
C, obteniendo un reducción de pH en q-0% (de 6.96 a 3.9), q-20% (de 6.92 a 3.31), q-
40% (de 6.96 a 3.55), q-60% (de 6.95 a 3.7), q-80% (de 7.0 a 3.47), q-100% (de 7.06 a 
4.06) y para el control MRS (de 6.98 a 3.91). El pH más bajo obtenido fue de 3.31, en el 
medio de cultivo suplementado con 20% de hidrolizado (medio q-20%). Conociendo 
que L. casei al ser una bacteria acido láctica, en su metabolismo produce ácido láctico, 
ácido acético entre otros, por lo cual a medida que se van incrementando estos productos 
en el medio de cultivo este se acidifica, es por esa razón que en los medios desciende el 
pH Ammor (2007) y Man, (1960). 

Como otros indicadores de actividad metabólica, en el cultivo de L. casei en los medios 
formulados, se determinaron el consumo de glucosa y proteínas (Louis, 2007) como se 
muestran en la figura 13 D y F. Los medios formulados contenían una concentración 
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inicial de glucosa de 20.0±0.7 g/L, la cual fue consumida durante 48 h de incubación: 
13.1g/L (q-0%), 10.2g/L (q-20%), 11.7g/L (q-40%), 11.5g/L (q-60%), 10.5g/L (q-80%) 
y 7.2g/L (q-100%) y 16.9g/L consumidos en el medio control MRS (Man, 1960; Louis, 
2007). Como se observa en la Fig. 13 D, hubo menor consumo de glucosa en los medios 
formulados con respecto al medio control, siendo que en el medio q-100% L. casei 
consumió solo 7.2 g/L de glucosa durante las 48 horas de cultivo. En contraste, en el 
medio formulado q-0% se observó mayor consumo de glucosa. Este resultado es 
justificable, debido a que el medio q-0% era un medio sintético que contenía glucosa 
comercial y no glucosa proveniente de la hidrólisis de quinua como fuente de energía, lo 
que indicaría que en los medios formulados pudieron existir la presencia de metabolitos 
que afecten el consumo de glucosa, sin embargo, el presente estudio no contemplo el 
análisis de otros metabolitos liberados (Louis, 2007; Gandhi, 2015). 

El análisis estadístico del consumo de glucosa para cada medio formulado, reveló que 
existe diferencia significativa entre los medios formulados con respecto al medio control 
(p<0.05), por lo cual para seleccionar el medio formulado adecuado para L. casei se 
estimó el rendimiento (Yx/s) obtenido de la formación de log UFC de L. casei en 
relación al consumo de glucosa durante las 48 h de cultivo. La figura 13 E, muestra que 
los rendimientos fueron de: 0.68 (q-0%), 0.89 (q-20%), 0.80 (q-40%), 0.84 (q-60%), 
0.94 (q-80%), 1.36 (q-100%) y para MRS (0.59). Como se puede observar, los 
resultados muestran i) mayores rendimientos que el medio control MRS, ii) la mejor 
formulación para la obtención de L. casei fueron los medios suplementados con el 80% 
y 100% del hidrolizado, q-80%, q-100% respectivamente. A pesar que en el medio q-
100% se obtuvo un mayor rendimiento que el obtenido en el medio q-80%, en este 
último,  se observó un mayor número de UFC a las 24 horas de crecimiento que en el 
medio q-100% (Figura 13 A), además por el análisis de t-student no existió diferencia 
significativa en el consumo de glucosa entre el medio q-100% con respecto al medio q-
80%, por lo que se seleccionó el medio q-80% por su óptimo rendimiento de células  
para posteriores experimentos.    

Otros estudios similares también revelan que es posible alcanzar rendimientos mayores 
con medios formulados, por ejemplo en base a leche, con respeto al medio comercial 
MRS, para el crecimiento de bacterias ácido lácticas (Vinderola, 1999). 
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Figura 13. Parámetros cinéticos (UFC, DO, pH y glucosa consumida) durante el 
crecimiento de L. casei en medios MRS y medios en base a hidrolizado de quinua a 
concentraciones de % 0, 20, 40, 60, 80 y 100; en condiciones anaerobias a 37oC a escala 
de 60 mL. (A) UFC/mL, (B) densidad óptica, (C) pH, (D) Glucosa consumida (E) 
rendimiento de log UFC/Glucosa consumida,  
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b) Efecto de la adición de levadura de cerveza sobre la 
producción de células probióticas 

 

Una vez estandarizado el medio q-80%, en el cual L. casei presentó un crecimiento 
adecuado, se optimizó el medio de cultivo q-80% adicionando levadura de cerveza como 
fuente nutricional. La levadura de cerveza empleada en este estudio poseía un aspecto 
granulado y de color amarillo grisáceo. La misma, contiene aprox. 8% de humedad, 45 
g. proteína, 43 g. glúcidos, 6 g. grasa y 6 g. minerales por cada 100 gramos de materia 
seca (Ali y col., 2012; Moyad, 2007; Legras y col, 2007), debido a su composición rica 
en nutrientes, es un candidato excelente para optimización del crecimiento de 
microorganismos. En la presente investigación se formularon 2 medios de cultivo a base 
de q-80%: q-lev 1 y q-lev 2 cuyo contenido fue descrita en la sección de materiales y 
métodos y difiere en la concentración de levadura añadida. Adicionalmente, debido a 
que se observó que el crecimiento de L. casei fue óptimo a la 24 h de incubación, los 
parámetros de crecimiento evaluados con las formulaciones q-lev 1 y q-lev 2 fueron 
determinados únicamente a las 24 h. de incubación. 

Durante el crecimiento de L. casei en los medios formulados por 24 h. a 37oC en un 
ambiente anaerobio, las UFC/mL obtenidas son 1.5x1010 (q-lev 1), 2.7x109 (q-lev 2), 
8.35x109 (q-80%) y 8.x109 (MRS), como se muestran en la figura 14 A. Cuyos 
resultados nos muestra que supera lo alcanzado por Man (1960) que fue de 107UFC/mL, 
quien obtuvo en una formulación de un medio para el cultivo de lactobacillus. Se sugiere 
que la suplementación del medio q-80% con levadura de cerveza a una concentración de 
2.5g/L mejora la producción de UFC durante el proceso de fermentación con L. casei 
(Gandhi, 2015).  

Durante el cultivo de L. casei en los medios q-lev 1, q-lev 2, q-80% y MRS se observó 
una variación de la turbidez de los medios, cuyas densidades ópticas de cada medio 
variaron de: 11.1-13.1 (q-lev 1), 10.6-14.5 (q-lev 2), 1.04-3.80 (q-80%) y MRS (0.40-
1.01), como se muestra en la figura 14 B. Obteniendo un mayor valor de DO en el medio 
q-lev 2 con respecto a los medios q-lev 1, q-80% y MRS. En otros estudios se evalúan la 
DO del medio de cultivo durante la incubación con el microorganismo como (Man, 
1960). Se observo que el medio q-80% suplementado con levadura de cerveza, 
incremento su DO de (1.04-3.80) a (10.6-14.5) “con un incremento de 10 unidades de 
DO”. 

Durante el cultivo de L. casei en los medios q-lev 1, q-lev 2, q-80% y MRS durante 24 
horas, el pH vario para cada medio desde un pH neutro hasta un pH acido, como se 
muestra en la figura 14 C, que disminuyeron: de 7.10±0.10 hasta 3.60±0.10 (q-lev 1), de 
7.20±0.10 hasta 3.72±0.20 (q-lev 2), de 7.00±0.10 hasta 3.47±0.10 (q-80%), y para el 
control de 7.10±0.01 hasta 3.90±0.01 (MRS). El pH más bajo obtenido fue en el medio 
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de cultivo q-80%. Los valores de pH variaron a un valor de “3.5 para (q-lev 1), 3.3 para 
(q-lev 2), 3.53 para q-80% y 3.2 para el medio control (MRS) y el pH más alto obtenido 
fue en el medio q-100% (4.06). 

Durante el cultivo de L. casei por 24 horas en los medios q-lev 1, q-lev 2, q-80% y MRS 
a 37oC en un ambiente anaerobio, se observó que el consumo la glucosa y proteína 
solubles presentes en los medios se consumieron desde un valor de 20g/L de glucosa y la 
controversia que se observó en la determinación en la cuantificación de proteínas, en los 
medios suplementados con levadura de pan. Donde el medio de cultivo tomo un aspecto 
turbio con sedimento al no solubilizarse la levadura en el medio de cultivo y a la hora de 
filtrarla para ser cuantificada se obtiene una solución límpida lo cual nos impidió la 
cuantificación real de la concentración de proteínas, 

Se observó un consumo de glucosa de: 10.2 g/L (q-lev 1), 12.9 g/L (q-lev 2), 11.4 g/L 
(q-80%) y 16.4 g/L (MRS) mostrados en la figura 14 D. Dichos resultados muestran un 
menor consumo de glucosa por L. casei en los medio suplementaos con levadura de pan 
con respecto al medio control “MRS” y los rendimientos obtenidos con respecto a las 
UFC formadas en cada medio fue de 0.98 (q-lev 1), 0.77 (q-lev 2), 0.87 (q-80%) y 0.57 
(MRS) como se indica en la figura 14 E. Lo cual nos sugiere que los medios 
suplementados con levadura de pan dan mayores rendimientos en la formación de UFC 
por el consumo glucosa. 

Figura 14. Parámetros de crecimiento (UFC, DO, pH, proteínas y glucosa) de L. casei 
en medios de cultivos: MRS, medio-q (q-80%), q-lev 1 y q-lev 2 en condiciones 
anaerobias, 37oC a escala de 60 mL: (A) unidades formadoras de colonias/mL, (B) 
densidad óptica a 540nm, (C) pH, (D) glucosa consumida y (E) rendimiento de log UFC 
por el consumo de glucosa. 
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Según los resultados obtenidos, se sugiere que el medio de cultivo q-80% suplementado 
con 2.5g/L de levadura de cerveza, es un medio óptimo para el cultivo de L. casei. En 
estudios similares se muestran que se formulan medios de cultivos en base a semilla de 
date suplementado con extracto de levadura a concentraciones de 0, 10 y 20 g/L son 
realizados para el cultivo de Lactobacillus casei sp. rhamnosus, donde obtienen mayores 
resultados en los cultivos de mayor suplementación (Nancib, 2005),   

c) Evaluación del efecto del pH sobre la producción de 
células probióticas 

Se observó el efecto del pH (3, 4, 5, 6, 7 y 8) en el crecimiento de L. casei en los medios 
de cultivos q-lev 1 y MRS a valores de pH como se muestran en las figuras 15 y 16, para 
posteriormente realizar el cultivo de L. casei 

En los cultivos de L. casei en los medio q-lev 1 a distintos valores de pH (3, 4, 5, 6, 7 y 
8), se observó en los controles abióticos (viales C, figura 15) que la intensidad de color 
varió de acuerdo al ajuste pH en el medio: de amarillo-intenso (pH 3) a café-claro (pH 
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8), dicho efecto puede ser debido a la desnaturalización de las proteínas en el medio de 
cultivo por la acides del medio (Smith, 1996), mientras que en los medios a pH (viales A 
y B, figura 15), existió una variación de un color amarillo-fluorescente  (pH 3) a 
amarillo blanquecino (pH 8) debido a la diferencia de una condición de alta 
concentración de ácidos libres (H +), la cual ocasionaría la inhibición del crecimiento  de 
L. casei, como seobserva en la fig. 15, resultados similares a los obtenidos por Menconi, 
(2014) 

Figura 15. Crecimiento de Lactobacillus casei sp. rhamnosus a diferentes condiciones 
de pH en medio q-lev 1a 37oC, en anaerobiosis durante 24 horas. 

pH 3 pH 4 pH 5 

pH 6  pH 7  pH 8 

 

Sin embargo, en los cultivos de L. casei (a 37oC, por 24 h., en un ambiente anaerobio) en 
los medios MRS como control a distintos valores de pH (3, 4, 5, 6, 7 y 8) se observó en 
los controles abióticos (viales C, figura 16) poca diferencia en color y turbidez (café-
amarillo, de aspecto límpido) como en el caso de los medios q-lev 1. Mientras que en los 
medios con L. casei (viales A y B, figura 16), esto es debido a la alta concentración de 

Ácidos libres (H+), causando la inhibición del crecimiento de L. casei (Menconi, 2014). 
El cual vario de un color café-amarillo, de aspecto límpido (pH 3) a amarillo-
blanquecino, turbio (pH 8). Se observo que a mayor pH mayor turbidez, lo que indica 
directamente que existió crecimiento de la población de L. casei.   
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Figura 16. Crecimiento de Lactobacillus casei sp. rhamnosus a diferentes condiciones 
de pH en medio MRS a 37oC, en anaerobiosis durante 24 horas. 

pH 3 pH 4 pH 5 

 
pH 6  pH 7  pH 8 

 

En el cultivo de L. casei en el medio q-lev 1 a valores de pH de 3, 4, 5, 6, 7 y 8 se 
observo un comportamiento similar al observado en el medo control MRS. Donde se vio 
que el crecimiento de L. casei es inhibidó a pH bajos en especial en el de pH 3, lo cual 
es explicable que debido a la concentración alta de H+ pueden inhibir el crecimiento 
bacteriano (Menconi, 2014), mientras que a pH proximos a la neutralidad el crecimiento 
L. casei es optimo (Mozzi, 1994; Russell, 1980; Duncan, 2009; Hwang, 1999 ; 
Charalampopoulos, 2003). Datos mostrados en la tabla 8, 9 y 10. A pH 7, el crecimiento 
de L. casei es óptimo para el cultivo de L. casei en el medio q-lev 1. En la tabla 8 se 
comparó el número de veces que se incrementó las UFC de L. casei con respecto a la 
carga inicial, después de un cultivo de 24 y 48 horas, en el medio q-lev 1 con respecto al 
medio MRS, cabe resaltar que se observó una mayor formación de UFC en el medio q-
lev 1 que el medio control a pH 7. 
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Tabla 8. Viabilidad de L. casei (UFC/mL) a diferentes condiciones de pH en medio q-
lev 1 y MRS, a 37oC, en anaerobiosis durante 24 horas y 48 horas de cultivo. 

pH 
Tiempo 
(horas) 

q-lev1 MRS 

(UFC/mL) (UFC/mL) 
 

3 
0 2.2x108 1.0X 2.2x108 1.0X 

24 5.0x107 0.2X 1.9x106 0,008X 

48 5.0x107 0.2X 2.0x104 0,00009X 

4 
0 2.5x108 1.0X 2.3x108 1.0X 

24 1.1x109 4.2X 4.3x108 1.9X 

48 7.4x108 2.9X 3.5x108 1.6X 

5 
0 2.4x108 1.0X 2.3x108 1.0X 

24 4.1x109 17.3X 5.0x109 21.34X 

48 5.7x109 23.8X 4.1x109 17.60X 

6 
0 2.3x108 1.0X 2.5x108 1.0X 

24 8.3x109 36.4X 5.4x109 21.6X 

48 7.8x109 34.0X 4.2x109 16.7X 

7 
0 2.4x108 1.0X 2.3x108 1.0X 

24 1.7x1010 71.7X 7.0x109 30.7X 

48 6.6x109 27.3X 6.8x109 29.7X 

8 
0 2.3x108 1.0X 2.5x108 1.0X 

24 1.6x1010 69.7X 6.9x109 28.0X 

48 8.0x109 35.2X 6.0x109 24.6X 
Los valores descritos con una X, hacen referencia al número veces equivalentes a la población inicial total (1X). 

En los cultivos a pH de 3, 4, 5, 6 y 8 se obtuvieron población inferiores de L. casei con 
relación a los obtenidos en los cultivos a pH 7, Obteniendo como un decrecimiento de L. 
casei en los medios a pH 3 de 5.0x107 UFC/mL, la cual equivaldría a 0.02 veces a la 
población inicial en el medio q-lev 1 y 1.9x106 UFC/mL en el medio MRS la cual tendría 
una equivalencia de 0.008 veces a la población con la que se inicio el cultivo a las 24 
horas de cultivo descendiendo mas, a las 48 horas de cultivo de 2.0x104 UFC/mL la 
misma que tendría una equivalencia de 0.00009 veces a la población con la cual se 
inició. Se obtuvo una mayor población de 1.7x1010 UFC/mL de L. casei a pH 7, en el 
medio q-lev 1 la cual equivaldría a 71 veces a la población inicial de L. casei con la que 
se inició, mientras que en el medio MRS se obtuvo como mayor población de 7.0x109 a 
pH 7, la cual equivaldría a 30.7 veces a la población de L. casei con la que se inicio el 
cultivo (tabla 8).  
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Tabla 9. Consumo de glucosa de cultivos de L. casei a diferentes condiciones de pH en 
medio q-lev1 y MRS, a 37oC, en anaerobiosis durante 24 horas y 48 horas de cultivo. 

pH 
Tiempo 
(horas) 

          q-lev1 MRS 

Glucosa (g/L) Ys/x Glucosa (g/L) Ys/x 

3 

0 0.0 0.0   

24 2.8 2.8 2.6 2.4 

48 3.4 2.3 3.6 1.2 

4 

0 0.0 0.0   

24 6.3 1.4 6.5 1.3 

48 8.1 1.1 9.9 0.9 

5 
0 0.0 0.0   

24 8.9 1.1 15.6 0.6 

48 10.0 1.0 18.4 0.5 

6 
0 0.0 0.0   

24 10.8 0.9 17.8 0.5 

48 12.5 0.8 19.3 0.5 

7 

0 0.0 0.0   

24 11.0 0.9 19.2 0.5 

48 12.3 0.8 19.7 0.5 

8 

0 0.0 0.0

24 12.4 0.8 15.9 0.6 

48 13.0 0.8 17.9 0.6 
Yx/s Rendimiento (log UFC/glucosa consumida) 

Se observó una mayor formación de UFC de L. casei a las 24 horas de cultivo a pH 7 de 
1.7x1010UFC/mL con un consumo de 11 g/L de glucosa, con un rendimiento de 0.9 y en 
el medio MRS se obtuvo 7.0x109UFC/mL con un consumo de 19.2 g/L de glucosa y un 
rendimiento de 0.5 en el medio MRS, con un ciclo logarítmico mayor en el medio q-lev1 
con respecto al medio control MRS y un consumo de 8 g/L menos en el medio q-lev1 
con respecto al medio MRS. Por estos resultados obtenidos (datos mostrados en la tabla 
9 y en la figura 17).   

Además de las UFC formados y la glucosa consumida en los cultivos, se analizaron 
otros parámetros como el grado de turbidez y variación de pH durante el periodo de 
incubación de las 24 y 48 horas datos mostrados en la tabla 10 y en la figura 17. Donde 
los resultados obtenidos del grado de turbidez de los cultivos nos indican un ascenso 
claro a mayor tiempo de incubación a pesar de la diferencia de turbidez con la que se 
inició del medio q-lev 1 con respecto al medio MRS. Y en los cambios de pH se 
observan un descenso hasta un valor de aprox. de tres en los medios de pH 4, 5, 6, 7 y 8 



INSTITUTO	DE	INVESTIGACIONES	FARMACO	BIOQUIMICAS																																									Arturo	Carita	Calla 

45 
 

lo cual es claro que el medio se acidifica debido a los productos formados durante el 
proceso fermentativo. 

Donde los cultivos a pH 3, 4, 5, 6, 7 y 8 alcanzan aprox. un pH 3  ya sea a los 24 o 48 
horas del proceso fermentativo, lo cual nos indica la formación los productos del 
proceso de la fermentación exceptuando en el medio de pH 3 que se mantuvo en su pH 
de inicio datos mostrados en la tabla 10 y en la figura 17 C y D, en ambos medio q-lev 1 
y MRS. 

Figura 17. Parámetros evaluados (UFC, DO, pH, proteínas y glucosa) a diferentes 
condiciones de pH en medio q-lev1 y MRS, a 37oC, en anaerobiosis durante 24 horas y 
48 horas de cultivo. (A) UFC/mL en medio MRS, (B) UFC/mL en medio q-lev1, (C) 
variación de pH en medio MRS, (D) variación de pH en medio q-lev1, (E) Variación de 
la densidad óptica en medio MRS, (F) Variación de la densidad óptica en medio q-lev 1, 
(G) Glucosa consumida en medio MRS (H) Glucosa consumida en medio q-lev 1, (I) 
Rendimiento “UFC/glucosa” en medio MRS y (J) Rendimiento “UFC/glucosa” en  
medio q-lev1. 
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Nota: En las gráficas de la figura 17 se resaltan valores que pertenecen a la variables dependientes de pH 8 
(azul) y pH 7 (rojo) los demás resultados del efecto de  las variables pH 3, 4, 5 y 6 se presentan en escala 
de grises  

2. Producción de células probióticas a mayor escala 
 

Una vez estandarizado el medio de cultivo q-lev 1, para el crecimiento de L. casei y 
observado su crecimiento optimo a pH neutro a escala de 60mL, se cultivó a L. casei en 
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medio q-lev1 y MRS a escala de 1 L (como es descrito en la sección de materiales y 
métodos). Para evaluar el crecimiento de L. casei en fermentadores de 5L de capacidad, 
se realizó 3 procesos de fermentación: en el primero se evaluó el crecimiento de L. casei 
en un ambiente anaerobio, en el segundo experimento en un ambiente aerobio y el 
tercer experimento se evaluó en un ambiente anaerobio a pH constante de 7.0±0.3. Las 
condiciones en las que se cultivaron a L. casei fue en medio q-lev1 y MRS de un 
volumen de 1 litro en fermentadores de 5 L de capacidad a condiciones de un pH inicial 
7.0±0.3 con una agitación de 80 rpm a 37.0±0.2oC. 

a) Fermentación anaerobia a escala de 1L empleando 
medio de cultivo optimizado 

   
Para el cultivo de L. casei en un ambiente anaerobio se saturó la atmosfera del 
fermentador con N2 gaseoso por un tiempo de 5min, (para crear un ambiente reductor), 
se procedió a inocular L. casei (2.3x108±1.2x107 UFC/mL) el cual desarrolló hasta 
lograr un estado invariable (pH constante y consumo de glucosa), esto fue a un tiempo 
de 18h para el medio q-lev1 y 23 h para el medio de MRS. Las diferencias del tiempo de 
fermentación se debieron  a que estos procesos de fermentación se monitorearon durante 
el tiempo, el proceso fue detenido una vez que el pH y el contenido de glucosa se 
mantuvieron constantes, lo cual directamente indica que L. casei llego al umbral de su 
crecimiento (fase estacionaria). 

Los resultados de UFC/mL en el medio q-lev 1 se describen en la figura 18 B, donde se 
observa que a las 18h de cultivo se alcanzó un mayor número de 1.56x1010UFC/mL, en 
el cual la fermentación fue detenida al no observar cambios en el pH y el consumo de 
glucosa. Sin embargo, el número de UFC/mL en el medio MRS (figura 18 A)  alcanzo 
hasta 8.77x109UFC/mL, obteniendo una mayor cantidad de UFC/mL  a las 15h de 
cultivo. Es importante mencionar que se obtuvo una mayor cantidad de células viables 
(UFC/mL) en el medio q-lev1 que en el medio MRS, lo cual indica que el medio q-lev 1 
en condiciones anaerobia a escala de 1L. es un medio óptimo para el crecimiento de L 
casei si es comparado con el medio MRS comercial empleado como control. 

Como parámetros adicional en el cultivo de L. casei en el medio q-lev 1 se analizó la 
densidad óptica a 540nm (DO540) (figura 18 B), la cual varió de: 6.07 (0h) a 7.75 (18h); 
Como se puede observar se inició con una DO540 elevada, la cual disminuyo en las 
primeras 5 horas de ahí en adelante se incrementó (figura 18 B),  lo cual se puede 
explicar debido a que la turbidez inicial del medio de cultivo es dada por suspensión de 
la levadura de cerveza (componente medio q-lev1) el cual es asimilado por L. casei 
desde las 5 h de cultivo. Sin embargo, en el medio MRS la DO540 (figura 18 A) vario de: 
0.43 (0h) a 13.54 (21h) a las 21h de cultivo de L. casei en MRS. Con este indicador 
podemos observar indirectamente el crecimiento de la población de L. casei. 
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Durante el cultivo de L. casei en el medio q-lev1 en condiciones anaerobias, también se 
observó un descenso de pH (figura 18 B) desde 7.04 (0h) a 4.01 (18h), mientras que en 
el cultivo  de L. casei en el medio MRS los valores de pH (figura 18 A) variaron desde: 
6.95 (0h) 3.79 (21h) debido a la formación de los productos de fermentación como el 
ácido láctico, ácido acético y otros. Con lo cual se puede asumir que L. casei en el medio 
q-lev 1 alcanza fase estacionaria en menor tiempo que en el medio control, esto podría 
deberse al crear un medio enriquecido y óptimo para el crecimiento de L. casei.  

Durante el proceso de la fermentación de L. casei en el medio q-lev 1, se observó el 
consumo de glucosa (figura 18 C), el cual fue cuantificado por métodos de DNS y 
HPLC como fue descrito en materiales y métodos, en los distintos tiempos de cultivo 
donde se registró un consumo de glucosa en g/L de: 0.0 (0h) a 11.61±0.08 (18h), lo que 
indica que no hubo un consumo total de la glucosa del medio, quedando un remanente 
de aprox. 8 g/L. Los resultados obtenidos del consumo de glucosa en el medio MRS 
(figura 18 C) son en g/L de: 0.0 (0h) a 15.6±0.6 (23h), donde también se observó un 
remanente de glucosa de aprox. 4 g/L, resultados similares también fueron descritos 
previamente por Nancib, (2005). El consumo incompleto de la glucosa puede 
correlacionarse con la acidificación del medio, debido a los productos formados del 
proceso de fermentación como el ácido láctico, ácido acético los cuales actuarían como 
limitantes del crecimiento de L. casei. 

Los rendimientos obtenidos de la formación del log de las UFC/mL por consumo de 
glucosa (figura 18 D): en el medio q-lev 1 y MRS, fueron de 0.88 y 0.76 
respectivamente, como se puede observar se obtiene similares rendimiento del medio q-
lev 1 y el medio control MRS. Con los rendimientos obtenidos del log UFC de L. casei 
con respecto al consumo de glucosa, una vez más se demuestra que el medio q-lev 1 es 
un medio óptimo para el cultivo de L. casei. 

En condiciones anaerobias a escala de 1L. a 37oC a un pH inicial de 7.0±0.1, con una 
agitación de 80rpm. 
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Figura 18. Parámetros evaluados  durante el crecimiento de L. casei (UFC, DO, pH, 
proteínas y glucosa) en medios q-lev 1 y MRS, en condiciones anaerobias a 37oC a 
escala de 1 litro: (A) UFC/mL, DO y pH en medio MRS, (B) UFC/mL, DO y pH en 
medio q-lev 1, (C) Glucosa consumida determinada según el método de HPLC y DNS    
y (D) Rendimiento de UFC con respecto a glucosa y proteína en los medio MRS y q-
lev1  

A B

 
 

C D

 

 

b) Fermentación aerobia a escala de 1L empleando medio 
de cultivo optimizado 

 

Para el cultivo de L. casei en un ambiente aerobio, se inoculo con (2.2x108±5.3x106 

UFC/mL) de L. casei los medios de cultivos de q-lev 1 y MRS, el cual se desarrolló 
durante un periodo de 30h. El tiempo del proceso de fermentación se monitoreó hasta 
registrar pH y consumo de glucosa constantes, lo cual indica que L. casei concluyo la 
fase logarítmica de crecimiento.     
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Las condiciones en las que se cultivaron a L. casei en 1L de medio q-lev 1 y MRS 
fueron de pH inicial 6.9±0.1 con una agitación de 80 rpm a 37.0±0.2oC y en un ambiente 
aerobio. 

Los resultados de UFC/mL en el medio q-lev 1 se describen en la figura 19 B variaron 
de 2.15x108 (0h) a 1.18x1010 (30h). Sin embargo,  el número de UFC/mL obtenidas en el 
medio MRS (figura 18 A) vario de 2.26x108 (0h), a 6.52x109 (21h). Se obtuvo una 
mayor cantidad de UFC en el medio q-lev 1 que en el medio MRS pero a un tiempo 
mucho mayor que en el medio control, lo cual nos indica que el medio q-lev 1 en 
condición aerobia, escala de 1L., a 37oC a 80rpm de agitación, es un medio óptimo para 
el crecimiento de L casei, a 30 horas de incubación. 

Otro parámetro de control del crecimiento de L. casei en el medio q-lev 1 es la DO540, la 
cual vario de: 4.0 (0h) a 9.9 (24h) (mayor valor alcanzado). Mientras que en el medio 
MRS la DO540 vario de: 0.4 (0h), 12.6 (27h). En un cultivo de L. casei  en medio q-lev 1 
y MRS en condiciones  aerobias, 37oC, 80rpm de agitación, el proceso de fermentación 
es más extendido en el tiempo que en condiciones anaerobias. La densidad óptica alta 
del medio q-lev 1 es debida a la suspensión de células de levadura. 

Durante el cultivo de L. casei en el medio q-lev 1 en condiciones aerobias, se observó el 
cambio de pH de: 6.99 (0h) a 3.54 (13h) (figura 19 B), manteniéndose en 3.5±0.1 hasta 
las 30h de cultivo y en el medio control MRS se observó una variación de: 6.99 (0h) a 
3.77 (24h) (figura 19 A), de igual forma que en el medio q-lev 1. En un cultivo de L. 
casei  en medio q-lev 1 en condiciones  aerobias, 37oC, 80rpm de agitación, se puede 
observar un descenso del pH en mayor tiempo que lo obtenido en el sistema anaerobio, 
esto puede deberse a que L. casei crece mucho mejor en un ambiente reductor que en un 
ambiente oxidante.  

Con L. casei en el medio q-lev 1, se observó el consumo de glucosa, el cual se cuantificó 
en los distintos tiempos de cultivo (figura 19 C), donde se tuvo en g/L de: 0.0±0.0 (0h) a 
13.6±0.02 (30h), se observa que el consumo de glucosa no es completo, quedando un 
remanente de aprox. 7g/L.; en el medio MRS, el consumo de glucosa soluble fue en g/L 
de: 0.0±0.0 (0h) a 18.30±0.06 (30h), de la misma forma no se consumió la glucosa por 
completo, quedando un residuo de un remanente de aprox. 2 g/L. lo cual se explicaría 
por la formación de un ambiente muy ácido del medio q-lev 1, el cual interfiere con el 
crecimiento de L. casei, quedando mayor concentración remanente de glucosa en el 
medio q-lev 1 (de aprox. 7g/L), que en el medio control (de aprox. 2 g/L). Los 
rendimientos obtenidos de la formación del log de las UFC/mL por unidad de glucosa 
consumida (figura 19 D): en el medio q-lev 1 y MRS, fueron de 0.74 y 0.54 
respectivamente, como se puede observar se obtiene similares rendimientos en ambos 
medios, sin embargo son menores a los obtenidos en condiciones anaerobias. Con los 
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rendimientos obtenidos del log UFC/mL de L. casei con respecto al consumo de glucosa, 
q-lev 1 es un medio propicio para el cultivo de L. casei en condiciones aerobias.  

Figura 19. Parámetros evaluados durante el crecimiento de L. casei  (UFC, DO, pH, 
proteínas y glucosa) en medios MRS y q-lev 1 en condiciones aerobias a 37oC a escala 
de 1 litro. (A) UFC/mL, DO y pH en medio MRS, (B) UFC/mL, DO y pH en medio q-
lev 1, (C) Consumo de glucosa determinado por el método de HPLC y DNS y (D) 
Rendimiento  Log UFC con respecto al consumo de glucosa y proteínas en los medio 
MRS y q-lev 1. 

A B

   

C D

 

 

c) Fermentación anaerobia a pH constante y escala de 1L 
empleando medio de cultivo optimizado 

 

La razón por la cual se desarrolló un proceso de fermentación a pH constante, es porque 
en estudios previos  obtienen resultados óptimos pero con medios de cultivos distintos y 
condiciones diferentes a los empleados en esta investigación Mozzi (1994), que a pH 
neutral, se obtuvo mayor crecimiento de L. casei, ya que estos microorganismos en su 
proceso de fermentación producen ácido láctico cuya acumulación conduce a un 
descenso de pH del medio reduciendo la actividad metabólica de L. casei.   
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Como se obtuvo 1.80x1010UFC/mL de L. casei durante el cultivo anaerobio, para 
optimizar estos resultados se cultivó a L. casei en un ambiente anaerobio, pero a pH 
controlado con la adición automática de NaOH (1M) como se describe en la sección de 
materiales y métodos. 

En el cultivo de L. casei en los medios q-lev 1 y MRS (medio control), en un ambiente 
anaerobio, a 37.0±0.2oC, 80rpm a pH controlado 7.01±0.15, se inició con un inoculo de: 
2.3x108±5.0x106 UFC/mL, el cual desarrolló durante un periodo de 21h. monitoreado de 
acuerdo al consumo de glucosa, el proceso fue detenido una vez que cesó el consumo de 
glucosa, lo cual indica que L. casei, llego al umbral de la fase logarítmica de crecimiento 
(fase estacionaria). 

Los resultados de UFC en el medio q-lev1 se muestran en la figura 20 B, el cual vario de 
(en UFC/mL): 2.35x108 (0h) a 1.37x1010 (15h), como fue descrito anteriormente, este 
proceso fue detenido al registrar una concentración constante de glucosa. El número de 
UFC/mL obtenido en el medio MRS (figura 20 A) vario de: 2.25x108 (0h) a 4.88x109 
(15h). Obteniéndose una mayor cantidad de UFC/mL en el medio q-lev 1 que en el 
medio MRS y al comparar las UFC/mL obtenidas en condiciones anaerobias a pH 
controlado 1.37x1010 (15h) y 1.56x1010 UFC/mL (18h) no controlado, obteniéndose 
mayores UFC/mL en condiciones anaerobias a pH no controlado, lo cual nos indica que 
el medio q-lev1 en condición anaerobia a 37oC, con un pH no controlado es un medio 
óptimo para el crecimiento de L casei.  

Como parámetro adicional, en el cultivo de L. casei en los medio q-lev 1 y MRS se 
determinó el incremento de la DO540 (figura 20 B), el cual vario en el medio q-lev 1 de: 
4.1 (0h) a 8.1 (21h). Se observó un incremento en la DO durante las 21 h de 
fermentación. Mientras que en el medio MRS la DO540 vario de (Figura 20 A): 0.4 (0h), 
a 8.4 (15h), lo cual nos indica que la DO540 es un parámetro reproducible a la formación 
de biomasa de L. casei en las condiciones mencionadas. Durante las 21 h del proceso de 
fermentación, el pH se mantuvo constante en 7.01±0.15 (figura 20 A y B), el cual se 
realizó automáticamente con un dosificador de adición de álcali (descritos en la sección 
de materiales y métodos), el volumen total de base que se fue automáticamente añadido 
fue de 77mL (q-lev 1) y 146mL (MRS) (figura 20 D), dichos volúmenes se tomaron en 
cuenta como un factor de dilución del medio y fue utilizado para corregir los parámetros 
medidos. El volumen añadido al medio MRS fue el doble que el añadido al medio q-lev 
1, este fenómeno puede ser explicado debido a que el contenido de complejos proteicos 
(no cuantificados en esta investigación), del medio q-lev 1, procedentes del hidrolizado 
y la levadura de cerveza, estarían actuando como mejores agentes que los del medio 
MRS. 

Durante el proceso de la fermentación de L. casei en el medio q-lev 1, se observó el 
consumo de glucosa, el cual fue cuantificado por métodos de DNS y HPLC, como fue 
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descrito en materiales y métodos, en los distintos tiempos de cultivo varío de en g/L de: 
20.1±0.3 (0h) a 8.0±0.1 (19h); de igual forma que cultivando a L. casei en ambientes 
aerobio y anaerobio a pH no controlado, donde se registró un remanente de glucosa de 
aprox. 8.0 g/L esto puede ser explicado debido a que contenga el hidrolizado de quinua 
contiene además otros azucares reductores utilizables. Los resultados obtenidos en el 
medio MRS del consumo de glucosa fueron en g/L de: 20.6±0.2 (0h) a 1.6±0.01 (19h): 
En el cultivo de L. casei a pH controlado se puede observar un consumo casi del total de 
glucosa, dejando como remanente aprox. de 1.5g/L Los rendimientos obtenidos de la 
formación del log UFC/mL por consumo de glucosa (figura 20 C): en el medio q-lev 1 y 
MRS, fueron de 1.81 y 0.51 respectivamente, obteniéndose en el medio q-lev 1 un 
rendimiento de 3 veces superior al obtenido en el medio control, por lo cual una vez más 
se comprueba la efectividad del medio formulado q-lev para el crecimiento de L. casei. 

Es posible observar que existe un menor consumo la glucosa por L. casei en los medios 
de cultivo, analizados por el técnica de HPLC con relación a las obtenidas por el método 
de DNS, esto es debido a que la técnica de DNS permite cuantificar azucares reductores 
totales. Sin embargo la exactitud y precisión de la técnica el  de HPLC permite separar, 
detectar y cuantificar  exclusivamente glucosa. En los medios formulados en base al 
hidrolizado de quinua, es presumible la presencia de otros azucares reductores las que 
fueron cuantificados por el método de DNS y no así por el método de HPLC.  

Figura 20. Parámetros medidos (UFC, DO, pH, proteínas y glucosa) durante el 
crecimiento de L. casei en medios MRS y q-lev 1 en condiciones anaerobias a pH 
constante, a 37oC a escala de 1 litro. (A) UFC/mL, DO, proteína y glucosa en medio 
MRS, (B) UFC/mL, DO, proteína y glucosa en medio q-lev 1, (C) Rendimiento del log 
UFC con respecto a glucosa consumida en los medios MRS y q-lev 1, (D) volumen 
gastado de NaOH 1M en los medio MRS y q-lev 1 y (E) consumo de glucosa 
determinado por el método de HPLC y DNS. Igual corregir de acuerdo a las 
correcciones de arrib 

A 
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E 

 

Se sugiere como las condiciones óptimas para el cultivo de L. casei sp. rhamnosus en el 
medio q-lev1 a: 37oC, 80rpm de agitación, en un ambiente anaerobio a pH no 
controlado, a escala de 1 L. En estudios similares se obtuvo también un crecimiento 
óptimo de L. casei sp. rhamnosus empleando otro sustrato, como el suero de leche de 

C D
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vacuno (Escobar, 2010), y empleando condiciones similarares a las empleadas en esta 
investigación, con una agitación mayor de 150rpm (Nancib, 2005) 

VII. Conclusiones 
 

Se diseñó un medio de cultivo óptimo (q-lev 1) el cual contiene: “hidrolizado de quinua 
ajustado a una concentración final de 20g/L de glucosa; en g/L: 2 K2HP04, 5 acetato de 
sodio, 2 citrato de sodio, 0.2 MgSO4-7H2O, 0.05 MnS04 y 0.5 L-cisteína, 1mL tween 80 
a un pH 7.0±0.1 y levadura de cerveza 2.5 g/L” para el cultivo de L. casei rhamnosus, el 
cual se formuló en base al hidrolizado de harina de quinua (constituidas por partículas de 
10 a 20µm) al 4%ST (p/v) con H2SO4 al 1% (p/v) a condiciones de: 121oC, 16PSI por 15 
min. Dichas condiciones permiten una mayor  liberación de glucosa (69.4 g/L) y 
proteínas (23.9g/L), durante el proceso de hidrólisis. La humedad obtenida en el grano 
de quinua fue de 27% el cual se lo redujo mediante secado solar a 7% tanto el grano y la 
harina de quinua, se obtuvo una mayor liberación de glucosa (69.4 g/L) y proteínas 
(23.9g/L), durante el proceso de hidrólisis de la harina de quinua al 4%ST (p/v) a 
condiciones de: 121oC, 16PSI por 15 min 

Se obtuvo un medio optimizado del medio formulado “hidrolizado de quinua ajustado a 
una concentración final de 20g/L de glucosa; en g/L: 2 K2HP04, 5 acetato de sodio, 2 
citrato de sodio, 0.2 MgSO4-7H2O, 0.05 MnS04 y 0.5 L-cisteína, 1mL tween 80 a un pH 
7.0±0.1” enriqueciéndolo con levadura de cerveza granulada a una concentración de 2.5 
g/L, como fuente de nitrógeno adicional.  

Los medios formulados fueron evaluados mediante la determinación de  viabilidad de L. 
casei expresado en unidades formadoras de colonias, obteniendo 1.6x1010UFC/mL en el 
medio formulado (q-lev1) y 8.8x109UFC/mL en el medio control (MRS), durante un 
periodo de 24 horas de incubación, además otros indicadores como el consumo de 
glucosa y proteína, variación de la densidad óptica y la reducción de pH demostraron el 
éxito de la fermentación. 

Se observó que para el cultivo de L. casei rhamnosus a mayor escala (1L), las 
condiciones óptimas de crecimiento fueron de 37oC, 80rpm, ambiente anaerobio a pH no 
controlado (pH inicial 7.0±0.1). Dicha fermentación fue evaluada mediante la 
determinación de viabilidad, obteniendo 1.6x1010UFC/mL en el medio formulado (q-lev 
1) y 8.8x109UFC/mL en el medio control (MRS) a las 24 horas de incubación. Los 
resultados obtenidos indican que es posible emplear q-lev1: 20g/L de glucosa (harina de 
quinua 8% ST, H2SO4 1%, 121ºC, 16PSI, 15min), 2.5g/L levadura de cerveza y 
micronutrientes, como medio de cultivo para obtener una dosis probiótica de 
1.6x1010UFC/mL de L. casei rhamnosus.  
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ANEXO 1 

Preparación del reactivo del ácido 3,5 dinitrosalicílico 

 

Se pesan 5 g de ácido 3,5 dinitrosalicílico, 150 g de tartrato de Na-K y 8 g de NaOH. Se 

disuelve el NaOH en 200 ml de agua destilada y se añade en agitación el tartrato de Na-

K lentamente. Se completa con agua destilada hasta 400 ml y se comienza a añadir 

lentamente el ácido 3,5 dinitrosalicílico. Se deja en agitación toda la noche, se enrasa a 

500 ml y se filtra. 

 

ANEXO 2 

Preparación del reactivo de Biuret 

Contenido del reactivo de Biuret: NaOH, 6M (disolver 240 grs. NaOH en 800ml de agua 

destilada. Enfriar y diluir a 1 l.).  

Reactivo Concentración Volumen o peso

NaOH                                                               

100ml 1M 100mL 

CuSO4.5H2O                                                             8grs. 

KOOC-(CHOH)2-COONa.4H2O                                               9grs. 

KI                                                                                                5grs. 

Agua destilada  c.s.p.                                                                             1000mL 

 

Disolver 3 grs. CuSO4.5H2O en aproximadamente 500 ml de agua. Adicionar 9 grs. 

tartrato sódico potásico [KOOC-(CHOH)2-COONa.4H2O]y 5 grs. KI. Cuando la 

solución esta claro adicionar 100 ml NaOH 6 M y diluir a 1 l. con agua destilada 

 

 

 



 

 

ANEXO 3 

Curva de calibración DNS 

 

ANEXO 4 

Curva de calibración Biuret 

 

 

 


