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TABLA DE ABREVIATURAS

DNS
EDAs
HPLC

LAB

MRS
DO
OMS
pH
RPM
UFC

ST

: acido 3,5 di-nitro salicilico

: enfermedades diarreicas agudas

: high-performance liquid chromatography
: bacterias 4cido lacticas
: Man, Rogosa and Sharpe
: densidad optica
: Organizacion Mundial de la Salud
: potencial de hidrogeniones
: revoluciones por minuto
: unidades formadoras de colonias

: s6lidos totales



DISENO DE MEDIOS DE CULTIVO A BASE DE GRANO DE QUINUA
(Chenopodium quinoa) PARA LA OBTENCION DE PROBIOTICOS A TRAVES
DE TECNOLOGIA DE FERMENTACIONES

Se prepar6 un hidrolizado 4cido de harina de quinua (particulas 10-20pum, 7% de
humedad obtenido por secado solar) al 8%ST (p/v) con 1% H2SO0s (p/v), 121°C, 16psi
por 15 min. Dichas condiciones permiten una mayor liberacion de glucosa (69.4 g/L) y
proteinas (23,9g/L). El medio de cultivo disefiado g-levl, contiene: hidrolizado de
quinua ajustado a una concentracion final (en g/L): 20 de glucosa, 2.5 levadura de
cerveza y micronutrientes (2 KoHPO4, 5 acetato de sodio, 2 citrato de sodio, 0.2
MgS047H20, 0.05 MnS04 y 0.5 L-cisteina, ImL tween 80) a un pH 7.0+0.1. El medio
formulado fue evaluado mediante la determinacion de la viabilidad de L. casei
rhamnosus obteniendo  1.6x10'°UFC/mL  respecto al medio control MRS
(8.8x10°UFC/mL), durante 24 horas de incubacion. Ademds, otros indicadores: consumo
de glucosa y proteinas, variacion de la densidad optica y la reduccion de pH demostraron
el éxito de la fermentacion. Se observo que para el cultivo de L.casei rhamnosus a
mayor escala (1L), las condiciones Optimas de crecimiento fueron de 37°C, 80rpm,
ambiente anaerobio a pH no controlado (pH inicial 7.0+£0.1). Dicha fermentacion fue
evaluada mediante la determinacion de viabilidad, obteniendo 1.6x10'°UFC/mL en el
medio formulado (g-lev 1) y 8.8x10°UFC/mL en el medio control (MRS) a las 24 horas
de incubacion. Los resultados obtenidos indican que es posible emplear g-lev1: 20g/L de
glucosa (harina de quinua 8% ST, H2SO4 1%, 121°C, 16psi, 15min), 2.5g/L levadura de
cerveza y micronutrientes, como medio de cultivo para obtener una dosis probiotica de
1.6x10'"°UFC/mL de L. casei rhamnosus.

Palabras claves: L.casei sp. rhamnosus, quinua, hidrolisis acida, fermentacion.



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

Acid hydrolysate of quinoa flour (10-20um particle size, 7% moisture content obtained
by solar drying) was prepared at 8% TS (w/v) with 1% H2SO4 (w/v), 121°C, 16psi for
15min. These conditions allow increased release of glucose (69.4 g/L.) and proteins (23.9
g/L). The designed culture medium g-levl contains: quinoa hydrolysate adjusted to a
final concentration (in g/L): 20 glucose, 2.5 brewer's yeast and micronutrients (2
K2HPO04, 5 sodium acetate, 2 sodium citrate, 0.2 MgSOs 4 H20, 0.05 MnSO4 and 0.5 L-
cysteine, ImL tween 80) at pH 7.0 + 0.1. The formulated medium was evaluated by
determining the viability of L. casei rhamnosus obtaining 1.6x10'® UFC/mL with respect
to MRS control medium (8.8x10° 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 37°C, 80rpm and anaerobic environment at
uncontrolled pH (pH initial 7.0+0.1). The larger fermentation was evaluated through
viability determination, obtaining 1.6x10'® UFC/mL with formulated medium (q-lev 1)
and 8.8x10° UFC/mL with control medium (MRS) at 24 hours of incubation. The results
show that it is possible to use g-lev 1: 20g/L glucose (quinoa flour 8% ST, 1% H2SO4,
121°C, 16psi for 15min), 2.5g/L brewer's yeast and micronutrients, as culture medium to
obtain a proper probiotic dosage of 1.6x10'° UFC/mL of L. casei rhamnosus.

Key words: L. casei sp. rhamnosus, quinoa, acid hydrolysis, fermentation.
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. Planteamiento del problema

Las infecciones gastrointestinales que ocurren en nuestro medio, afectan poblaciones
vulnerables debido a su condicion socioeconomica. El uso inadecuado de antibidticos,
ocasiona un alto indice de resistencia a antimicrobianos, lo que implica un gasto
econdmico 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 fermentacion de los
alimentos son denominados probioticos. Estos microorganismos no son producidos en
nuestro medio, ya que aun no es entendida la tecnologia para producir los probidticos,
por lo que estos deben ser importados para su implementacion en los alimentos, para su
consumo, este problema conlleva a altos costos de importacion por el pago de:
transporte, aranceles y otros y ademas no asegura la calidad de los mismos en cuanto a
su dosis efectiva.

En respuesta a este problema, se evalué un procedimiento biotecnologico para la
produccion de probiodticos empleando materia prima propia de nuestra regiéon como es el
grano de quinua, y estableciendo las condiciones de cultivo necesarias, que aseguren la
obtencion de células probioticas viables en dosis adecuadas de consumo.

A. Justificacion

Bolivia al ser un pais en vias 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 situacion, actualmente en el mundo se propone la administracion de
probidticos. Se prescriben, comercializan y utilizan probidticos en Bolivia, pero la
tecnologia para la produccion de probiodticos no se ha desarrollado aun.

Lo que se pretende con esta investigacion es desarrollar la tecnologia de produccion de
probidticos, utilizando como materia prima materiales crudos propios de nuestro
ambiente que contienen los nutrientes requeridos para el crecimiento de los probidticos
como fuente de carbohidratos y proteinas. Para que Lactobacillus casei sp. rhamnosus
desarrolle en un medio de cultivo, se requiere que este medio de cultivo sea rico en
proteinas y carbohidratos, materias primas que contenga estos componentes pueden ser
utilizadas para la produccion de probidticos. Una materia prima ideal es la quinua,
después de su recoleccion en los campos de produccion se realiza su clasificacion 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

1
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quinua de baja calidad para producir un producto con valor agregado como son los

probioticos.

B. Objetivos
1. Objetivo general

Disefiar, formular y evaluar un medio de cultivo en base a grano de quinua
(Chenopodium quinoa) para la produccion del probiotico Lactobacillus casei sp.
rhamnosus

2. Objetivos Especificos

Caracterizar el grano de quinua como materia prima por su contenido de
humedad, proteinas y glucosa para la formulacion de medios de cultivos para la
produccion de Lactobacillus casei sp. rhamnosus.

Optimizar el rendimiento de la hidrolisis del grano de quinua en base al
pretratamiento fisicoquimico con acido base, a 121°C, 16 psi por tiempos de 15,
20 y 25 min.

Disefiar un medio de cultivo para microorganismos probioticos en base al
contenido de productos obtenidos de la hidrdlisis 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 produccion de L. casei en funcion a las condiciones de
cultivo: pH, anaerobiosis, aerobiosis, a escala de 1L, empleando el medio
formulado.

Disefio tedrico

A. Marco referencial

El alto indice de enfermedades infecciosas respiratorias y gastrointestinales en nuestro
medio es muy elevado, afecciones que son correlacionadas con el alto indice de
desnutricion, que afecta a poblaciones vulnerables de nuestro pais 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 antibidticos, la alimentacion 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 afos.

La importacion de probidticos para el consumo es la realidad de nuestro pais, la cual es
debido a la falta de tecnologia para la produccién de probioticos, incrementando los
costos debido a los gastos de transporte y pago de aranceles para la importacion de los
mismos, lo cual conduce a la inaccesibilidad a alimentos que contengan probioticos para
una adecuada alimentacion y prevencion de enfermedades infecciosas en nuestro medio.

En nuestro pais se emplean medios de cultivos importados para el crecimiento de
probidticos comunmente empleados en investigacion, y si se lograria producir
probidticos con estos medios de cultivo implicaria elevados costos de produccion lo cual
no es econdmicamente factible. Como alternativa, se plantea utilizar materia prima
nacional para la formulacién de medios de cultivos y posible produccion de probidticos
a mayor escala en nuestro medio.

1. Descripcion del ambito de estudio

Los probidticos son microorganismos que poseen muchas caracteristicas beneficiosas
para la salud de los consumidores. Al no existir la tecnologia para la produccion de
probidticos en nuestro medio, las empresas que emplean probidticos en sus productos los
importan de diferentes paises. La propuesta de este estudio plantea la produccion de
probidticos mediante el empleo de técnicas de biotecnologia, empleando materia prima
propia de nuestra regién como la quinua.

La quinua (Chenopodium quinoa Willd.), es un pseudocereal nativo de las regiones
andinas del Sur América (Jancurova, 2009). La quinua al ser un alimento inocuo, rico en
carbohidratos y proteinas, después de su cosecha es clasificada en grano de primera y
segunda calidad. Los granos mas grandes se envasan y se distribuyen en el mercado
local e internacional, sin embargo, los granos mas pequefios se utilizan para hacer
harinas o son empleados como alimento para animales segun 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 fisicoquimico que
consiste en la particulacion mecanica del grano de quinua y su posterior hidrolisis
(121°C, 16 PSI. durante 15min con 4cido-base al 1%) para obtener una solucion rica en
nutrientes (azucares, aminoacidos, oligopéptidos y otros productos) a la que se denomina
hidrolizado de quinua. Esta quinua hidrolizada puede ser empleada para la formulacion
de medios de cultivos para el probiotico Lactobacillus casei sp. rhamnosus. Los medios
formulados pueden ser optimizados con la adicién de nutrientes de otras fuentes para



INSTITUTO DE INVESTIGACIONES FARMACO BIOQUIMICAS Arturo Carita Calla

obtener un alto rendimiento en el crecimiento de las unidades formadoras de colonias
(UFC) viables de Lactobacillus casei sp. rhamnosus.

B. Marco teorico

1. Probidticos
Al considerar, que convivimos con mas 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
garantia de buena salud (Amores, 2004). En ese sentido es necesasario aportar con
medios que nos ayuden a cultivarlas para la produccion 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 deshidratacion en menores de cinco afos; cada afio causa 114
millones de episodios de gastroenteritis, 24 millones de consultas, 2.4 millones
de hospitalizaciones en menores de cinco afios (20-50% de las hospitalizaciones
por diarrea) y 611.000 muertes infantiles (80% en paises 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 paises en vias de desarrollo (De la Hoz, 2014, OMS, 2013 y Gonzales 2009).
En Bolivia, al ser un pais en vias de desarrollo, las EDAs se presentan en alrededor del
30% de la poblacién total de nifios menores a 5 afios, produciéndose anualmente mas de
12.000 muertes (Hurtado, 2010), los nifios malnutridos o inmunodeprimidos son los que
presentan mayor riesgo de enfermedades diarreicas potencialmente mortales (
FAO/OMS, 2011).

Diferentes estudios nos sefalan, la efectividad del empleo de los probidticos como parte
de terapias contra infecciones y enfermedades diarreicas (Korakli, 2002). Se ha descrito
el uso de los probidticos como alternativa al tratamiento convencional de las infecciones
(Lopez-Brea, 2007). Los probioticos son eficaces en la prevencion y el tratamiento de
algunas enfermedades como la diarrea por rotavirus, Clostridium difficile o la inducida
por el uso de los antibioticos y la colitis alérgica (Ferrer, 2001). Incluso Metchnikoff
observo que el consumo de probioticos podria revertir la putrefaccion (Stanton, 2005).

En este sentido, el término probiodtico 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 probidticos mas conocidos son los lactobacilos utilizados para la fermentacion de
alimentos y las bifidobacterias, microorganismos predominantes en la microbiota
intestinal de los nifios alimentados con lactancia materna y posiblemente responsables de
la menor incidencia de procesos diarreicos en este grupo (Gorbach, 1990 y Tabla 1).

Existen ciertas caracteristicas 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 acido del estobmago y en contacto con la bilis en el
duodeno.

- Poseer capacidad de adhesion a las células epiteliales del tracto gastrointestinal.

- Producir sustancias antimicrobianas.

-Tener capacidad para aumentar de forma positiva las funciones inmunes y las
capacidades metabdlicas.

Los lactobacilos son bacterias acido lacticas 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 acido lactico (a veces otros dacidos volatiles),
alcohol y didxido 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. Probidticos mas cominmente 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. johnsoniiLal
L. plantarum
L. reuteri

L. rhamnosus GG
L. salivarius

Extraido de: Lopez-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 (Jancurova, 2009).

Lozano, (La Paz 2012) afirma:
Bolivia es el mayor productor y exportador de quinua real organica a nivel
mundial con 46 % de la produccion. Esta variedad se produce Uinicamente en el
altiplano sur de Bolivia donde la produccion crecié hasta en 62,9 % en los
ultimos 7 afios (INE 2009), este incremento se realizd principalmente los afios
2005 y 2006 por su gran aceptacion en mercados internacionales exoticos, de
productos organicos y de comercio justo. Las exportaciones, principalmente a
Estados Unidos, Francia, Paises bajos y Alemania, se incrementaron desde 4890
TM en el 2005 hasta 10 428 TM el 2008, constituyéndose en el principal cultivo
de la region occidental de nuestro pais.

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

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

GRAMOS MILIGRAMOS MSGSO (Ul) MILIGRAMOS
NOMB,RE Calorias| Agua (%) | Proteina Carbohidratos Grasa
COMUN . Calcio Fosforo Hierro| Vit.A | Vit.B B2 Niacina Vit.C
Total Fibra
Quinua 351 11 14 68 4,6 6 112 286 8 0 036 042 14 3
Chocho 276 46 36 18 3,8 18 54 262 2 0 0.16 029 1.1
Trigo 330 13 12 72 23 2 46 354 3 0 0.52 012 43
Maiz 361 11 9,4 74 1,8 4 9 290 3 70 043 010 19 Tr
Arroz 364 12 7,2 80 0,6 1 9 104 1 0 0.08 0.03 14 0
Carne deres 113 75 21 0 0 2 16 179 4 0 0.07 020 29 0
Huevo 148 75 11 3 0 10 54 204 3 125 0.14 037 0.1 0
Pescado 83 78 18 0 0 1 18 208 3 0 0.07 0.07 4.2 2

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

Después de la cosecha, la quinua es recolectada y clasificada de acuerdo al tamafio 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 econdmica del proceso de fermentacion para la
produccion de probidticos.
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Figura 1. Descripcion del proceso de clasificacion de granos de quinua y cantidades
relativas de extraccion de subproductos.

Materia prima
100%

/ ; l

Grano de segunda

Grano de primera Desperdicios

85% mas polvo 4%
Grano de segunda Polvo
8% 3%

Extraido de: Nieto, marzo 1992, p. 19

Tabla 3. Clasificacion de la quinua por diferentes métodos.

Método clasificaciéon 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

Extraido de: Parametros 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 clasificacion del grano de quinua, dependiendo
de la produccion casi el 90% de grano de quinua se comercializa como grano de
primera calidad, el cual es empleado para la exportacion 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 estaria disponible como
materia prima para la formulacion de medio de cultivo para la produccion de
probiodticos, asegurando de esta forma la disponibilidad de materia prima, que es un
condicionante en el desarrollo de todo bioproceso, en este caso la tecnologia de
produccion de probidticos.

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 podria ser utilizado como materia
prima para la formulacion de medios de cultivos para la produccion de probioticos.
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Otra de las razones por las que se propone a la quinua como materia prima, es debido a
que la produccion en nuestro pais es una de la mas alta en el mundo junto a Pert. La
quinua es uno de los cultivos mas importantes en la agricultura campesina del altiplano
boliviano, que se extiende por los departamentos de La Paz, Oruro y Potosi, desde el
lago Titicaca hasta los salares de Coipasa y Uyuni (Soto, 2004).

3. Tecnologia de Fermentaciones

La fermentacidon es un proceso catabolico (rompimiento de compuestos complejos a
compuesto sencillos) oxidativo (intercambio de electrones) a partir del cual se obtiene
un compuesto orgdnico reducido. El producto final varia segin el sustrato. La
fermentacion puede ser un proceso anaerdbico o parcialmente anaerdbico donde los
carbohidratos o compuestos relacionados son oxidados para producir energia, este
proceso de biotransformacion en el que se llevan a cabo cambios quimicos en un
sustrato organico se desarrolla por la accion de enzimas, conocidas como catalizadores
bioquimicos o biocatalizadores, sintetizadas por microorganismos (Puerta, 2010).

Un sistema fermentativo se define como el volumen de reacciéon limitado por un
contenedor fisico (biorreactor), donde se lleva a cabo la degradacion biologica
anaerobia, de moléculas organicas mediante la accion de ciertas enzimas que act@ian
directamente o como componentes de ciertas bacterias y levaduras. El biorreactor mas
simple es el matraz erlenmeyer (Herndndez, 2016). En base a su alimentacion, los
biorreactores se pueden operar en: continuo, semicontinuo, lote y lote alimentado. En el
presente trabajo se evalu6 el modo operativo en lote por ser de interés en esta
investigacion (Sanchez, 2011).

Las fermentaciones son procesos catabolicos (ruptura de compuestos complejos a
compuesto sencillos) oxidativos (intercambio de electrones) generando compuestos
organico, como se indican en la tabla 4.

Tabla 4. Productos posibles en diferentes fermentaciones

Tipo de fermentacion Microorganismo Producto final
Fermentacion lactica Streptococcus, Lactobacillus, Bacillus Acido lactico
Fermentacion alcohdlica  Saccharomyces (levadura) Etanol y CO2

Acido propiodnico

Fermentacion propionica Anaerobios o .
Acido acético, CO2 y H2

Acido lactico, acido formico
Butanodiol, CO2 y H2

Fermentacion formica Enterobacterias

Acido butirico, Butanol, acetona,

Fermentacion butirica Clostridium
Isopropanol y CO2
., . Escherichia Acido lactico, 4cido succinico
Fermentacion mixta . -
Salmonella Acido acético, CO2 y H2

Adaptado de: Puerta, 2010, p. 6
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La fermentacion lactica, es una ruta metabdlica anaerdbica que ocurre en el citosol de la
célula, en la cual se oxida parcialmente la glucosa para obtener energia y acido lactico
como producto reducido, como se muestra en la figura 2.

Figura 2. Ruta metabolica en la fermentacion Lactica.

CH,OH -
Glucosa O 0

isi z Piruvahuc
OH Glucolisis

|
OR OH / \‘ (|3 =0
OH CH
O o- 2 NAD+ 2NADH + 2H+J

HO— c—H \ /

CH3 2 lactate Fermentacion lactica

Extraido 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 llevdo 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 fermentacion
metabolica de los probioticos es el acido lactico

Figura 3. Fermentador controlado por software

Extraido de: Sartorius, 2008
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C. Marco conceptual

Probiotico: 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 (Gonzalez, 2003). Las cepas con categoria de probidtico,
dependiendo de sus caracteristicas, pueden ser eficaces sobre una patologia determinada
u otra. Es el caso de Lactobacillus casei sp. rhamnosus cuya utilidad se ha demostrado
en multiples estudios para el estudio de la gastroenteritis pediatrica, diarreas asociadas a
tratamiento con antibidticos (Workshop, 2009).

Prebidticos: Los prebioticos son ingredientes no digeribles de la dieta que estimulan el
crecimiento o la actividad de uno o mas tipos de bacterias benéficas en el colon. (Castro,
2005)

Simbidticos: Los simbidticos combinan en sus formulaciones principios prebidticos y
probioticos que actiian sinérgicamente. (Castro, 2005).

Consumo de probioticos: La forma mas frecuente de consumir probioticos es a través
de alimentos lacteos 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 probidticos: Una vez que los probidticos son ingeridos ocurren cambios
en la micro flora intestinal que repercuten positivamente en el estado de salud del
consumidor (Gonzalez, 2003). Lactobacillus casei sp. rhamnosus cuya utilidad se ha
demostrado en multiples estudios para el estudio de la gastroenteritis pedidtrica y
diarreas asociadas a tratamiento de la gastroenteritis pedidtrica y diarreas asociadas a
tratamiento con antibidticos. (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 numero de microorganismos a lo largo del
tiempo.

Cultivo de microorganismos: El cultivo de microorganismos consiste en

proporcionarles las condiciones fisicas, quimicas y nutritivas adecuadas para que puedan
multiplicarse de forma controlada.

10



INSTITUTO DE INVESTIGACIONES FARMACO BIOQUIMICAS Arturo Carita Calla

Quinua: La quinua, quinoa o kinwa (Chenopodium quinoa) es un pseudocereal
perteneciente a la subfamilia Chenopodioideae de las amarantaceas.

Hidrolisis: Rompimiento de un enlace por la incorporacion de uno de los iones del agua
o bien de los dos en los productos de la hidrolisis (Flores, 2008), Segiin (Alessandra,
2012) el proceso por el cual se convierte los polimeros de biomasa a azucares
fermentables es denominado hidrdlisis.

Fermentacion: La fermentacion es un proceso catabolico (rompimiento de compuestos
complejos a compuesto sencillos) producto final varia segin el sustrato, llegando a ser
un proceso anaerobico o parcialmente anaerdbico donde carbohidratos o compuestos
relacionados son oxidados para producir energia. Proceso de biotransformacion
oxidativo (intercambio de electrones) de cuyo resultado obtenemos un compuesto
organico.

Fermentacion lactica: Es una ruta metabdlica anaerdbica que ocurre en el citosol de la
célula, en la cual se oxida parcialmente la glucosa para obtener energia y donde el
producto de desecho es el acido lactico.

I11.  Formulacion de la hip6tesis de investigacion

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
probidticos (Hipotesis nula).

El medio de cultivo formulado a base de quinua hidrolizada, es adecuado para el

crecimiento de probidticos previa optimizacion del pre-tratamiento de la quinua y
condiciones de cultivo (Hipotesis alterna).

11
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IV.  Operacionalizacion de las variables en estudio

Tabla 5. Operacionalizacion de variables en estudio

Variable | Definicion conceptual Dimensiones | Determinaciones analiticas | Indicadores
rompimiento de un enlace por

la incorporacién de uno de los acido Tiempo de hidrélisis, %
Hidr6lisis | iones del agua o bien de los solidos totales y % acido base ly2
dos en los productos de basico temperatura de hidrélisis
hidrélisis
UFC/mL 3
A del d Densidad éptica 4
.. umento del numero de .
Crecimiento | . . Medio MRS y |pH 5
bacter; microorganismos a lo largo del & . — —
acterano tiempo medio quinua | Acidos organicos 6
Peso humedo 7
Peso seco 8
Indicadores Tipo de variable U mda,d de
medida
1. Contenido de proteina Cuantitativa continua gL
2. Contenido de glucosa Cuantitativa continua gL
3. Numero de colonias crecidos en 24 a 48 horas deincubacién a 370C en un medio solido Cuantitativa discreta UEC
4. Cantidad deluz absorbido por los microorganismos suspendidas en un medio de cultivo Cuantitativa continua abs
5. Cantidad demoléculas dcidas producidos en un proceso de fermentacién en un tiempo determinado | Cuantitativa continua rH
6. Cantidad de dcidos orgdnicos producidos en un proceso de fermentacién en un tiempo determinado Cuantitativa continua gL
7. Incremento en peso materia organica humedo Cuantitativa continua | gramos
8. Incremento en peso materia organica seca Cuantitativa continua | gramos
V. Disefio metodologico
A Poblacion en estudio, &mbito y periodo de investigacion

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

Ambito: El ambito de estudio es en el area de biotecnologia industrial a través del
desarrollo de la tecnologia de probioticos como bioproceso.

Periodo de investigacion: La investigacion se llevo a cabo durante la gestion 2016.

B. Tipo de investigacion

Esta investigacion implica el desarrollo de un estudio analitico, longitudinal y
experimental.

12
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Analitico, porque se estudid la variacion en los componentes de los medios de cultivos
formulados y su efecto en el crecimiento de los microorganismos.

Longitudinal, porque se observa la relacion causa (variacion de componentes) - efecto
(variacion en el crecimiento del probidtico en morfologia celular y de colonia).
Experimental, por qué consiste en la manipulacion de una o mas 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 investigacion 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 investigacion

Obtencion y +Adquisicion de la materia prima
LT 0N SN (SIEREE « Secado solar y molienda de la materia
quinua como materia prima |[gstst:

\3

’ +Pretratamiento fisicoquimico de la
Procesamiento de la materia prima

materia prima +Optimizacion del pretratamiento acido de
la materia prima

N\

*Activacion, control axénico, caracterizacion
y conservacion de cepas probioticas

*» Disefio, formulacion y optimizacion de
medios de cultivo

Produccion de celulas probidticas a mayor
' escala

Conversion biotecnologica
para la produccion de cepas
probioticas L
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*Recuperacion de cepas probidticas del

Evaluacion del rendimiento en [tk A
PR r T i TS QN *Evaluacion dela viabilidad de cepas
probioticas
*Determinacion del rendimiento de producto
\ | en funcion al consumo de sustrato

*Determinacion de humedad
*Determinacion de azucares reductores
«Determinacion de proteinas
*Determinacion de pH

*Determinacion de densidad optica

Determinaciones analiticas

N\

1. Obtencion y acondicionamiento de la quinua como materia
prima

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

a) Adquisicién de la materia prima
La materia prima, 12.5Kg aprox., empleada en este estudio correspondié 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%.

14
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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 particulas de tamafio homogéneo (10 a 20um,).

2. Procesamiento de la materia prima

Esta seccion refiere al procesamiento de la harina de quinua, hasta la obtencion
optimizada del sustrato para el proceso de la fermentacion.

a) Pre tratamiento fisicoquimico de la materia prima

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

(1) Hidrolisis fisicogquimica de la materia prima

4.3g de harina de quinua, con un contenido de sdlidos totales (ST) del 4%, fueron
suspendidos en 100mL de NaOH, H2SO4, H3PO4 0 HCl al 1% (p/v). Esta suspension fue
sometida a 121°C, 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 fisicoquimico empleando diferentes acidos o alcalis fue
evaluada en el hidrolizado obtenido a través de la determinacidon azucares reductores y
proteinas solubles liberados durante el proceso.

b) Optimizacion del pretratamiento acido de la materia prima

(1)  Optimizacion del tiempo de pretratamiento
fisicoquimico.

Debido a que el pretratamiento fisicoquimico de la harina de quinua empleando H2SO4
(1%) fue el que permitié la liberacion de un mayor contenido de carbohidratos y
proteinas solubles (datos mostrados en la seccion de resultados), este proceso fue sujeto
a optimizacion. Para este fin, se realiz6 la hidrdlisis de la harina de quinua (ST= 4%) con
H2S04 al 1%, a tiempos variados de 15, 20 y 25 minutos de exposicion a 121°C, 16psi
de presion, (Onyango, 2006). Los resultados son expresados en cantidad de azucares
reductores y proteinas liberadas a cada tiempo de exposicion a (121°C, 16PSI de
presion).

15
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(2)  Optimizacion de la concentracion de materia
prima para el pretratamiento fisicoquimico

Se hidroliz6 harina de quinua al 8% de ST con H2SO4 al 1% a 121°C, 16PSI presion, por
15 minutos, utilizando como control harina de quinua al 4% de ST (como fue descrito en
la seccion previa) sometida a las mismas condiciones de presion, tiempo y temperatura.
El efecto de la concentracion de la materia prima (4 u 8% ST) en la liberacion de
azucares reductores y proteinas solubles fue evaluado a través de un analisis t de student,
que permiti6 seleccionar la mejor condicion para pretratamiento.

(3)  Neutralizacion, centrifugacion 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
sometio al hidrolizado neutralizado a 3500rpm por 10 min, cuyo sobrenadante fue
filtrado al vaci6 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 °C o -20 °C, segun su utilizacion, para la formulacion de medios de
cultivo para microorganismos probidticos (Huang, 2009).

3. Conversion biotecnoldgica para la produccion de cepas pro
bidticas.
La conversion biotecnologica refiere al proceso de fermentacion por el cual se obtienen
células probioticas.

a) Activacién, control axénico, caracterizacion y
conservacion de cepas probioticas

Cultivo de la cepa probidtica empleada en el presente trabajo.

(1)  Activacién y control axénico del inoculo.

Un criopreservado de Lactobacillus casei sp. rhamnosus Ddéderlein (LCR35) fue
activado en medio de Man, Rogosa y Sharpe (MRS) suplementado con 0.5g/L de L-
cisteina-HCI. Esta cepa fue reactivada y sub-cultivada rutinariamente en caldo MRS
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(Popova, 2012; Mogha, 2016; Mani-Lopez, 2014) en condiciones anaerobias con
atmosfera de N2 por 24 horas a 37°C (Saarela, 2005 y Sanchez, 2007).

(2)  Caracterizacion de la cepa probidtica

Se evalud las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de L. casei. La
caracterizacion macroscopica consistié en denotar la morfologia tipica de colonias de L.
casei cultivadas en MRS agar. Las caracteristicas microscopicas se evaluaron mediante
tincion Gram, observada en un microscopio OLYMPUS (CX31). Otros paradmetros,
como acidificacion del medio, turbidez y nimero de bacterias viables fueron evaluados a
las 24 h. de cultivo, para este fin se cultivo un indculo de L. casei (3%, v/v) en 60mL de
caldo MRS por 24 h. a 37°C en condiciones anaerobias y aerobias, evaluando la
reduccion de pH, densidad optica a 540nm (DOs40),y el nimero de unidades formadoras
de colonias (UFC/mL) a través de recuento en placa MRS agar (Sanchez, 2007).

(3) Conservacion de la cepa probiotica

Para la preservacion de Lactobacillus casei sp. rhamnosus fue empleada la técnica de
criopreservacion 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 -80°C.

b) Disefio, formulacién y optimizacion de medios de cultivo

En base a la quinua hidrolizada, se formularon medios de cultivo similares en
composicion al medio comercial control MRS (Man, 1960), el cual contiene como
fuente de proteinas en g/L: 10 caseina peptona, 10 extracto de carne, 5 extracto de
levadura, como fuente de carbohidratos 20 g/L a-D-glucosa (glucosa comercial)
adicionado con micronutrientes (1X) en g/L: 2 KoHPO4, 5 acetato de sodio, 2 citrato de
sodio, 0.2 MgS04-7H20, 0.05 MnS04 y 0.5 L-cisteina, ImL tween 80 ajustados a un pH
7.0£0.1. Para la formulacion de los diferentes medios de cultivo descritos abajo, se
utiliz6 medio base MRS conteniendo micronutrientes y exento de fuente de proteinas y
carbohidratos, las cuales fueron reemplazadas por la adicion del hidrolizado de quinua
rico en proteinas y azucares reductores. Como componente mayoritario de los azucares
reductores, se considerd a la glucosa denomindndola g-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
probidtico fue evaluado bajo los siguientes parametros: pH, DOs40, recuento de células
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probiodticas viables, consumo de glucosa y proteinas. A 0, 24 y 48 horas de incubacion
después del inoculo 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 concentracion del hidrolizado sobre
la produccidn de células probioticas

Se estudid el efecto de la concentracion de hidrolizado en la produccién de células
probidticas a través del test de la concentracion minima inhibitoria (MIC), para evaluar
la afectacion del crecimiento de L. casei por componentes toxicos presentes en el
hidrolizado que pudieron generarse durante el pretratamiento de la quinua. Para este fin,
se formularon 6 medios de cultivo liquidos en base a quinua hidrolizada, para obtener
cada medio de cultivo se utilizaron 2 soluciones como se muestra en la Tabla 6: solucién
1: hidrolizado de quinua al 4% ST, solucion 2: glucosa comercial y micronutrientes. La
solucion 2, fue disuelta en agua destilada y esterilizada por separado previamente a
121°C, 16PSI por 15 min y una vez teniendo el medio se ajusté a pH 7.0+0.1.

Tabla 6. Concentraciones de los componentes en los medios formulados para la
determinacion del efecto de la concentracién del hidrolizado sobre la produccién de células

probidticas.
Solucion 1 Solucion 2
Hidrolizado | g-glucosa | Micronutrientes | Glucosa comercial | Glucosa total

Medio (%) (g/L) (X) (g/L) (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 ¢l 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
37°C en condiciones anaerobias y se evaluaron los parametros indicados en la seccion
previa en funcidon a la produccion de células probidticas viables, g-glucosa (glucosa
provenientes del hidrolizado de quinua) y/o glucosa comercial, g-proteinas (proteina
provenientes del hidrolizado de quinua) y/o proteina comercial (caseina peptona,
extracto de carne y extracto de levadura provenientes del medio MRS comercial).
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(2)  Efecto de la adicion de levadura de cerveza
sobre la produccion de células probioticas

Se formul6 un medio de cultivo en base al hidrolizado de quinua, conteniendo 20g/L de
g-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 proteinas (medio g-lev). Los medios se
prepararon a partir de 2 soluciones: la primera de micronutrientes (1X) y levadura de
cerveza 1X 60 2X, y la segunda de hidrolizado de quinua 4% ST. Para luego mezclarlas y
obtener el medio g-levl con 1X de micronutrientes, 1X de levadura de cerveza y 20 g/L
q-glucosa 6 g-lev2 con 1X de micronutrientes, 2X de levadura de cerveza y 20 g/L g-
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 121°C, 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 parametros anteriormente mencionados en la
seccion b).

(3)  Evaluacion del efecto del pH sobre la produccién
de células probioticas

Se empleo6 el medio formulado g-levl, que contenia aprox. 20 g/L de g-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 (composicion indicada al inicio) el cual fue preparado ingrediente
por ingrediente en agua destilada y esterilizada a 121°C por 15 min., 16PSI de presion,
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 evalué midiendo el pH, DOsa40, viabilidad, consumo de glucosa y proteinas.

C) Produccion de células probioticas a mayor escala

Cultivo de células probidticas 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 estdn adaptadas:
Motor, Sondas (termostato, pH, pO2, refrigerante, gasificador y antiespumante),
terminales para adaptar mediante conectores a frascos Boeco conteniendo soluciones de
(antiespumante, acido, base), ademas se adapta un manto atemperador, soporte metalico
donde aloja al vaso y una computadora portatil donde registra los valores de pH, pO2,
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antiespumante, temperatura, también es posible adaptar tanque de gases como CO2, N2y
finalmente el equipo se conecta a un estabilizador.

Cultivo batch, fue utilizado como modo operacional de fermentacion. Se proceso el
medio experimental formulado (medio g-levl) en uno de los fermentadores, y medio
MRS como control en el segundo fermentador.

Se realizaron tres experimentos de fermentaciéon empleando medio g-levl previamente
estéril (cuya forma de preparacion fue descrita en la seccion (2)), el cudl fue vertido en
los fermentadores previamente esterilizados a 121°C por 15 min., 16 psi de presion, e
inoculados con 3% (v/v) de cultivo activo de L. casei en cada medio. Posteriormente, se
monitorearon el pH, DOs40, viabilidad, consumo de glucosa y proteina, a intervalos de 2
a 3 h (Saarela, 2005). A pesar de que en los experimentos de fermentacion realizados a
escala de 1L, se emple6 el medio optimizado g-levl, las condiciones de cultivo
(anaerobiosis, aerobiosis, fermentacion a pH constante) fueron evaluadas para
determinar su efecto en el rendimiento de células probioticas.

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

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

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

El medio de cultivo g-levl, 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 agitacion de 80 rpm, a 37°C por
aproximadamente 30 h. Se monitorearon los parametros descritos hasta alcanzar un pH
constante, como indicativo de que el cultivo probidtico alcanzd fase estacionaria
“steadystate”. Se evaluaron las mismas condiciones en medio MRS con aire como
atmosfera gaseosa, en el segundo fermentador, como control del experimento.
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(3) Fermentacion anaerobia a pH constante y escala
de 1L empleando medio de cultivo optimizado

El medio de cultivo g-levl, fue esterilizado y vertido en el fermentador 1 (previamente
esterilizado), cuya atmosfera gaseosa fue saturada con N2 gaseoso libre de Oz por 5 min.,
fue inoculado como se describié anteriormente, y sometido a una agitacion de 80 rpm, a
37°C por aproximadamente 21 h. El pH fue sometido a un ajuste constante y automatico
de 7.0£0.1 con NaOH (1N) (Mozzi, 2003) a lo largo de la fermentacion. Se empled
también una velocidad de agitacion de 80rpm, a 37°C. Se monitorearon los parametros
descritos hasta alcanzar la fase estacionaria “steadystate” del cultivo probiodtico. Se
evaluaron las mismas condiciones en medio MRS, en el segundo fermentador con pH
ajustado automaticamente, como control del experimento.

4, Evaluacion del rendimiento en la formacion de producto

En esta seccion evaluamos la relacion del producto formado ‘células probidticas’ con
respecto al sustrato consumido de origen comercial o formulado.

a) Recuperacidn de cepas probidticas del medio de cultivo

Para la recuperacion de células probioticas a partir de los cultivos, ImL del cultivo fue
centrifugado a 3000rpm por 10 minutos, descartando el sobrenadante y re-suspendiendo
las células en el mismo volumen de tampon fosfato 2mM (pH 7.0+£0.1), este
procedimiento fue repetido 3 veces (Perdigon, 1999; Mani-Léopez, 2014). El resultado
fue una solucidén de células probidticas (células lavadas), libre de componentes del
medio y productos de la fermentacion del cultivo.

b) Evaluacion de la viabilidad de células probiéticas

A partir de una suspension de células lavadas de L. casei, se realizaron diluciones de 1 a
100 millones con solucién estéril fisioldégica o tampén fosfato 2mM (pH 7.0+0.1).
100uL de cada dilucion fue sembrado en medio MRS so6lido, por siembra en superficie
con asa de drigalsky, e incubado a 37°C por 48 h., en un ambiente anaerobio (Cartes,
2005). Posteriormente, se realizd un recuento de colonias, células aptas y viables, para
determinar las unidades formadoras de colonias por mL de medio (UFC/mL).

C) Determinacion del rendimiento de producto en funcién al
consumo de sustrato
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Se determind la relacion de biomasa formada en funcién a la concentracion de glucosa
consumida, para cada uno de los experimentos incluyendo la formulacion de medios y el
respaldo del proceso en diferentes condiciones.

5. Determinaciones analiticas

a) Determinacion de humedad

La determinacion de humedad se realizd 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 +
3°C. La diferencia del peso final con respecto al peso inicial correspondi6 al contenido
de humedad presente en la muestra.

b) Determinacion de Azucares reductores
La concentracion de azucares reductores presentes en las muestras, hidrolizado o medios
de cultivo, fue determinada por la técnica del acido 3,5 di-nitro salicilico (DNS) y/o por
cromatografia liquida 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 composicion y preparacion del reactivo DNS se hallan descritas en
Anexo 1). Esta mezcla fue sometida a 90°C por 5Smin., y enfriada a temperatura
ambiente. La absorbancia a 540nm de longitud de onda fue registrada en
espectrofotometro de microplacas (Epoch-Biotek). Se emplearon como estdndares
soluciones de D (+)-glucosa anhidro (Riedel de Haén) de 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 g/LL
tratadas en las mismas condiciones.

Para la determinacion de la concentracion de glucosa por la técnica de HPLC descrita
por (Ballesteros, 2004; Da Silva, 2010; Lu, 2009),se emple6 un Cromatografo de
Liquidos (Marca Shimadzu) equipado con un detector de indice de refraccion (RID-
10A), una columna de intercambio iénico HPX-87P (BioRad, Aminex®) a 80°C y agua
deionizada como eluyente a un flujo de 0,6 mL/min. Se emplearon como estandares
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) Determinacion de proteinas solubles

Se determino la concentracion de proteinas solubles por el método de Biuret como se
indican en (Koch, 1971; Lubran, 1978; Georgiova, 2009). 0.lmL de muestra
previamente filtrada a través de una membrana de 0.45um fue mezclada con ImL de
reactivo de Biuret (Anexo 2). Se dejo 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) Determinacion de pH
La determinacion de pH se realizé con un pH-metro (Sartorius), previamente calibrado

con buffers de pH 4, 7y 10.

e) Determinacion de la densidad 6ptica
El grado de turbidez de las muestras fue determinado por espectrofotometria midiendo la

densidad dptica a 540nm en contra de agua destilada como blanco.
D. Procesamiento de los datos

1. Recoleccién

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

2. Elaboracion
Se elaboraron tablas, cuadros y graficas a partir de los datos obtenidos en los
experimentos realizados durante la investigacion, utilizando el programa GraphPad,
prisma version 6.0 y Microsoft office Excel 2007.

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

VI.  Resultados y discusion

A. Obtencién 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 proteinas y almidén, con un contenido integro de aminoacidos
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 més abundantes se encuentran la quinua
de Ira calidad (grano perlado, grano de oro o quinua real) que alcanza hasta un tamafio
muy uniforme de 3mm (Figura 5 A), la quinua de 2da calidad la cual contiene granos
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que varian entre 1.5 a 2mm de didmetro (Figura 5 B) y quinua de 3ra calidad con 1 a
2mm de didmetro que se caracteriza por poseer un conjunto de impurezas entre ellos
pequetios trozos de bagazos de quinua (Figura 5 C) seguin Oelke (1992). En el presente
trabajo se empled como materia prima la quinua de segunda calidad, la quinua como
objeto de estudio en la presente investigacion fue seleccionado debido a que es
despreciado por la sociedad por su tamaiio 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, ademas es empleado para producir harina y alimento para animales
(Thuresson, 2015)

Figura 5. Tipos y tamafios de quinua.

Granos de quinua de 1ra Granos de quinua de 2da Granos de quinua de 3ra
calidad calidad calidad
1. Secado solar y molienda de la materia prima

El grano de quinua adquirido en el mercado local, poseia inicialmente un contenido de
humedad del 27.0 + 0.3%, determinado por técnicas analiticas descritas en la seccion de
metodologia. 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 condicion 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. Segun varios autores
(Hammerly, 1976; Pajarito, 2005; Rodriguez-Sandoval, 2012; Ranhotra, 1993;
Thuresson, 2015) la humedad del grano de quinua de exportacion varia alrededor del 7-
12% aprox., lo cual garantiza la estabilidad del grano y harina de quinua, exentos de
contaminacion microbiana.

24



INSTITUTO DE INVESTIGACIONES FARMACO BIOQUIMICAS Arturo Carita Calla

Después de llevar a cabo el secado solar, la materia prima fue sometida a una molienda
hasta obtener harina de quinua constituida por particulas de un tamano de 10 a 20um,
observadas con un microscopio optico (con una magnificacion de 1000x) (figura 6 B).

Figura 6. (A) Harina de quinua y (B) particulas de harina de quinua (con una
magnificacion de 1000x).
A B

Harina de quinua Particulas de grano de quinua molido
B. Procesamiento de la materia prima
1. Pretratamiento fisicogquimico de la materia prima

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

La conversion de la biomasa amil4cea, como la harina de quinua, para liberar azlcares
fermentables, implica la hidrolisis del almidén (Moshi, 2013). El pretratamiento
fisicoquimico de la harina de quinua consistio en: la licuefaccion del almidon en una
primera etapa seguida de la hidrolisis de la amilosa y la amilopectina a su unidad
estructural, la glucosa. Los acidos sulftrico y clorhidrico son catalizadores de uso
comun para la hidrélisis de la biomasa vegetal (Lenihan, 2010) con el objetivo de liberar
la glucosa para ser empleada como fuente de carbono, para el cultivo de
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microorganismos con diferentes aplicaciones. En el presente estudio, se llevd a cabo la
hidrélisis de la harina de quinua con la adicion de 4cido o base al medio acuoso de
suspension, para obtener moléculas de glucosa solubles que puedan ser dispuestas como
fuente de carbono para el metabolismo de L. caseli.

La concentracion de glucosa liberada en los procesos de hidrélisis de harina de quinua
(4%, p/v de ST) fue determinada, para cada una de las condiciones experimentales con
diferentes agentes quimicos al 1% (v/v): H2SO4, NaOH, HCl y H3POa4. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 7. La condiciéon que permite la liberacion de una
mayor concentracion de glucosa a partir de harina de quinua fue obtenida empleando
H2S04 (1%, v/v), la cual fue de 23.9+0.8 g/L. Otras condiciones, como NaOH permiti6
la liberacion de 1.60+0.02 g/L de glucosa, HCI liberd 0.95+0.03g/L de glucosa y H3POs4
permitid la liberacion 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).
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El rendimiento de la liberacion 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
H2S04 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 cafia 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 liberacion de azucares reductores.

El efecto de la hidrolisis 4cida de la biomasa vegetal puede conducir a la formaciéon o
liberacion de metabolitos inhibitorios altamente toxicos (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 toxicos 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 concentracion de
0.1-5% (Valencia-Chamorro, 2003).En el presente estudio no se evaluo este efecto, sin
embargo, fue evidenciado en estudios previos con L. acidophilus observando que no
existio diferencia significativa en el crecimiento de esta bacteria acido lactica en medio
de cultivo sin saponina con respecto al cultivo en medio con saponina (datos no
mostrados), lo que implica que la saponinas no tendrian 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 hidrélisis acida, empleando acido sulfurico en
concentraciones de 1-10%,a una temperatura moderada (en el rango de 100-150°C)
ademas de liberar glucosa y proteinas solubles, se forman otros productos secundarios
que pueden afectar al crecimiento bacteriano, como el furfural un producto de
deshidratacion de pentosas y el hidroximetilfurfural HMF producto de la
deshidratacion de las hexosas (Lenihan, 2010). En el presente estudio no se realizaron
determinaciones analiticas para la cuantificacion de estos compuestos, sin embargo si
existieron no resultaron ser nocivos para L. casei (resultados discutidos en la seccion
posterior). Otros estudios reportan la formacioén de estos compuestos liberados después
de un pretratamiento acido de otro tipo de biomasa, bagazo de cafia, paja de trigo, y
otros (Badshah M., 2012; Alessandra V., 2012; Huang, 2009). Por lo cual, seria
interesante evaluar la formacion de estos compuestos a partir del pretratamiento acido 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 realizd una suspension de
particulas de harina quinua al 4% (p/v) ST en una solucién de H2SO4al 1% (v/v) la cual
fue agitada (de 100 a 1000 rpm) para su homogenizacion, y se obtuvo una suspension
lechosa como se muestra en la figura 8 A. Se procedi¢ al pretratamiento en condiciones
de 121°C y 16PSI por 15 min., condiciones similares a lo realizado en bagazo de cafia de
azucar (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 solucién con una fraccion 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
vacio con una membrana de 0.45 pm de porosidad, como se muestra en la figura 8 C.
Finalmente, se obtuvo el hidrolizado para su empleo en la formulacion de medios de
cultivo para L. casei. El hidrolizado obtenido presentd un color amarillo paja con un pH
de 1.6+0.2, el cual fue procesado para su utilizacion. En general, se requieren las
siguientes operaciones (en esta secuencia): concentracion, desintoxicacion,
neutralizacion y suplementacion con nutrientes segin Lenihan (2010). Con el
hidrolizado obtenido, debido a que poseia alta concentracion de glucosa soluble, no fue
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necesaria su concentracion. Esta solucion 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

acido de una concentracion superior a 1% permite mayor liberacion de azucares solubles
(Badshah M. , 2012).

Asi mismo, el hidrolizado obtenido no limitd el crecimiento de L.casei (como se
describe posteriormente) por lo que no fue necesario una desintoxicacion previa. Sin
embargo, el hidrolizado fue suplementado con micronutrientes como se describid en la
seccion de materiales y métodos para su formulacion como medio de cultivo.

Figura 8. Tratamiento del hidrolizado de la quinua, para la formulacion de los medios
de cultivos. (A) Suspension de harina de quinua en H2SO4 1% (v/v) estando agitado, (B)
Hidrolizado después de ser centrifugado, (C) Filtrado al vacio del hidrolizado, (D)
Hidrolizado ya neutralizado y filtrado (E) Contenido de proteinas y glucosa soluble en
un hidrolizado de quinua al 4% (p/v) ST con H2SO4al 1% (v/v)
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2. Optimizacion del pretratamiento &cido de la materia prima

a) Optimizacion del tiempo de pretratamiento &cido.

Durante el pretratamiento fisicoquimico de la harina de quinua (4%, p/v de ST)
empleando H2SO4 (1%, v/v), se evalud el rendimiento en la liberacion de glucosa y
proteinas solubles, sometiendo a la harina de quinua a tiempos de hidrolisis de 15, 20 y
25 min. a 121°C y 16PSI. Los mismos permitieron la liberacion de 23.8+0.3 g/L de
glucosa y 14.5+£0.2 g. de proteinas (15 min de pretratamiento), 24.7+0.1 g/L de glucosa
y 14.9+0.1 g de proteina (20 min de pretratamiento) y 25.7+0.7 g de glucosa y 15.2+0.3
g de proteina (25 min de pretratamiento) como se muestra en la Fig. 9.

Un analisis de t de student pareado revel6 que los diferentes tiempos de pretratamiento
de la harina de quinua (4%, p/v) ST con H2SOs (1%, v/v), no muestran diferencias
significativas (p<0.05) en cuanto a la liberacion de glucosa y proteinas solubles. Por lo
cual, se decidi6 continuar el pretratamiento por un periodo de 15 min. a 121°C y 16PSIL.
Proponiendo un pretratamiento acido sencillo, que no involucre periodos prolongados de
operacion que podrian incrementar gastos innecesarios. Otros estudios reportan, que
para el pretratamiento de bagazo de cafa de azucar a condiciones de 121°C por 15 min a
una concentracion de 10% de ST con H2SO4 mayor al 1% es Optimo para la liberacion
de azucares reductores, como sefiala Badshah M. (2012). Ademés tomando en cuenta
que a menor tiempo de exposicion a condiciones drasticas de temperatura y presion,
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 formacion de complejos entre la glucosa y las proteinas
liberadas (reaccion de Maillard) reduciendo los nutrientes disponibles para su consumo
por los microorganismos como sefala Bridsona (1973).
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Figura 9. (A) Glucosa y (B) proteina en g/L liberados en hidrolizados de quinua al 4%
(p/v) ST con H2SO4al 1% (v/v) a 15, 20 y 25 min, 16 psi de presion a 121°C
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b) Optimizacion de pretratamiento fisicoquimico en funcién
a la concentracion de materia prima

Para la incrementar la concentracion de glucosa y proteina soluble liberadas durante el
pretratamiento acido de la harina de quinua, se incrementd el contenido de solidos
totales de 4 a 8% en las suspensiones de harina de quinua para la hidrolisis 4acida (H2SO4
al 1%). Se obtuvo una concentracion 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 proteina soluble se
liberd 24.2+0.8 g/L (8% ST) mayor que lo obtenido al 4% ST (14.5+0.2 g/L proteina).
Por lo cual, el rendimiento alcanzado fue de 80% (4% ST) y 95% (8% ST). Segin otros
estudios (Santos, 2016; Kemppainen, 2014) el rango de sélidos totales de 1 a 25 %, es
ideal para hidrdlisis de biomasa vegetal.

En el hidrolizado de harina de quinua al 8% (p/v) de ST con H2SOas al 1% (v/v) se
obtuvieron concentraciones de glucosa y proteinas solubles mucho mayores que al 4%
(p/v) de ST las diferencias fueron significativas (p<0.05), por lo cual una concentracion
de ST del 8% favorece una mayor hidrdlisis con resultados reproducibles, como se
muestra en la Figura 10.
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Figura 10. Contenido de Glucosa y proteinas (en g/L) en hidrolizados de quinua al 4% y
8% (p/v) de ST obtenidos por hidrolisis acida H2SO4 1% (v/v) a 121°C, 16 psi de presion
por 15 min.
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C. Conversion biotecnologica para la produccion de cepas probidticas.

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 nitrogeno, carbono, vitaminas y minerales; monoleato de
sorbitan (tween 80) es un emulsificante de los nutrientes en el medio de cultivo y
también puede ser utilizado como fuente de acidos grasos esenciales (4acido 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 act@la como
agente inhibitorio del crecimiento de bacterias Gram negativas, agar es el agente
solidificante (polisacarido que se obtiene de ciertas algas marinas)se licua alrededor de
los 100°C y se gelifica alrededor de los 40°C y no es atacado por las bacterias que crecen
en el agar, proporcionando una superficie solida para el desarrollo de colonias
bacterianas y la L-cisteina que es adicionado al medio MRS para otorgar un ambiente
reductor caracteristico de sistemas anaerobios (Man, 1960; Zechman, 1991; DSMZ,
2012)

En esta investigacion L. casei fue activado en caldo MRS a partir de una muestra
criopreservada como es descrito por Roldan (2011), y subcultivado en medio MRS agar,
obteniendo colonias blanca-amarilla de consistencia mucoide, entre 2 a 4 mm de
diametro (figura 11 A). La observacion microscopica de L. casei permitid caracterizar
bacilos gram positivos, con una magnificaciéon 1000x (figura 11 B).
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Figura 11. Morfologia de L.casei. (A) Morfologia macroscopica: Colonias de L. casei
en medio so6lido MRS y (B) Morfologia microscopica: tincion Gram de L. casei bajo
observacion microscopica (1000x)

A B

Las caracteristicas de crecimiento de L. casei en medio MRS caldo y agar, se describen
en la Tabla 7. Ademas, se evaluaron caracteristicas de crecimiento de L. casei en medio
MRS en condiciones aerobias y anaerobias. Se realizd un recuento bacteriano para
evaluar la viabilidad de L. casei en ambas condiciones. Se obtuvo un mayor numero de
unidades formadoras de colonias (UFC) en condiciones aerobias. Considerando el
namero de UFC/mL de L. casei en condiciones aerobias, como el maximo posible
alcanzando un 100% (logioUFC/mL de 9.9) de crecimiento y obteniendo un 88%
(logioufc/mL de 9.8) de crecimiento en condiciones anaerobia (Tabla 7). Segln
Tharmaraj (2003), el nimero de UFC/mL es similar en condiciones aerobias y
anaerobias, cuando L. casei es cultivado a 37°C, 9.20-9.36 logioUFC, condicién
anaerobia a 37°C y 9.30-9.36 logi1o0UFC en condicion aerobia a 37°C.
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Tabla 7. Caracteristicas de Lactobacillus casei sp. rhamnosus cultivado en medio MRS
con cisteina (DSMZ).

Caracterizacién de Lactobacillus casei sp. rhamnosus a partir de una muestra
criopreservada
Parametros medidos a las 24 horas de cultivo en | Anaerobio Aerobio
caldo MRS con cisteina (DSMZ)
UFC/mL inicial 2.04x108 2.00x10°
UFC/mL final 6.23x10° 7.03x10°
pH inicial 7.0+£0.1 7.0+0.2
pH final 3.69+£0.20 3.69 £0.10
OD Inicial 0.46 = 0.02 0.46 = 0.04
OD final 11.98+£0.01 11.79 £ 0.01
Temperatura (°C) 37.02£0.03
Tamafio Colonia Mediana
Forma Colonia Convexa
Consistencia de Colonia Mucosa-Brillante
Color de colonia Blanca-Amarilla
Tincié Bacilos Gram Positivo en
incion Gram
cadenas cortas
1. Disefio, formulacion y optimizacion de medios de cultivo

Para que un microorganismo probiotico confiera beneficios para la salud del huésped,
este debe ser viable (microorganismo vivo y activo). Los probidticos 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 evaluacion de viabilidad involucra que el
microorganismo, L. casel, sea cultivado en medio sélido e incubando en un ambiente
anaerobio, obteniendo colonias con caracteristicas morfologicas propias de L. casei, las
cuales pueden ser contables (Garcia & Serna, 2015; Trejo & Pérez, 2010).

Para este fin, se evaluaron los parametros de crecimiento de L. casei en un medio
formulado en base a hidrolizado de quinua empleando como control el medio comercial
MRS. Se determindé el maximo crecimiento de microorganismos viables en placa
(UFC/mL), expresado como logaritmo de UFC/mL (ntmero de ciclos logaritmicos), asi
como el consumo de glucosa, proteina como fuentes nutricionales, la reduccion de pH
por efecto de los productos de fermentacion excretados (acido lactico, acético, etc) y el
incremento de la turbidez como incremento de la biomasa (densidad optica DOs40nm), 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 dptimo 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, presion de oxigeno adecuada, asi como un grado correcto de acidez o
alcalinidad.

Las diferencias de crecimiento por 24 h. a 37°C 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 coloracién del medio de blanco (el medio control
abiotico 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
limpido (medio control abidtico vial C) a amarillo turbio (medio con L. casei ““viales A

y B)’).

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

A Medios liquidos B Medios sélidos

Al. Quinua A2. MRS B1. Quinua B2. MRS

a) Efecto de la concentracion del hidrolizado sobre la
produccion de L. casei

Actualmente es posible tener en el laboratorio cultivos controlados de bacterias en los
cuales se puede modificar la composicion 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 investigacion se evalud la produccion 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 denominé: q-0%, q-20%, q-40%, q-60%, q-80% y q-
100% respectivamente y de igual forma se cultivo en el medio control MRS. En la figura
13, se muestran los resultados del crecimiento promedio, obtenido de la evaluacioén de
diferentes concentraciones de hidrolizado de quinua como medio de cultivo para el
crecimiento de L. casei. Se observo que la viabilidad de L. casei en un medio q-80%, fue
de 8.4x10° UFC/mL, similar a lo obtenido empleando el medio comercial de referencia
MRS, donde se obtuvo una viabilidad de 8.3x10° UFC/mL, ambos a las 24 h. de
incubacién en un ambiente de anaerobiosis a 37°C. Mientras que la viabilidad obtenida
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en los otros medios formulados fue de: 3.2x10° UFC/mL (q-0%), 3.1x10° UFC/mL (q-
20%), 3.0x10° UFC/mL (q-40%), 4.7x10° UFC/mL (q-60%) y 6.0x10° UFC/mL (g-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 incubacion, muestran
menor numero de UFC/mL con respecto a las obtenidas con 24 h. de incubacion. Esto
puede ser explicado debido a que a las 18hrs. L. casei ain se encontraba en fase
logaritmica de crecimiento. Asi mismo, el nimero 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 declinacion o muerte. Como se muestra en la
figura 13 A (Gonzales & Dominguez-Espinosa, 2008)

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

Adicionalmente, monitoreando ¢l periodo de incubacion de L. casei se evidencid que
existid una variacion 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) g-80% (1.04-3.80), q-100% (1.22-0.81) y MRS (0.40-
1.01). Interesantemente, existid una disminucién de la turbidez del medio q-100%
durante el periodo de incubacion de L. casei (Figura 13B). En otros estudios evaltan la
DO de cultivos de bacterias acido lacticas como un indice 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 reduccion de pH en g-0% (de 6.96 a 3.9), q-20% (de 6.92 a 3.31), g-
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 mas bajo obtenido fue de 3.31, en el
medio de cultivo suplementado con 20% de hidrolizado (medio g-20%). Conociendo
que L. casei al ser una bacteria acido lactica, en su metabolismo produce acido lactico,
acido 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 razon que en los medios desciende el
pH Ammor (2007) y Man, (1960).

Como otros indicadores de actividad metabdlica, en el cultivo de L. casei en los medios
formulados, se determinaron el consumo de glucosa y proteinas (Louis, 2007) como se
muestran en la figura 13 D y F. Los medios formulados contenian una concentracion
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inicial de glucosa de 20.0+0.7 g/L, la cual fue consumida durante 48 h de incubacion:
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
consumio6 solo 7.2 g/L de glucosa durante las 48 horas de cultivo. En contraste, en el
medio formulado q-0% se observd mayor consumo de glucosa. Este resultado es
justificable, debido a que el medio q-0% era un medio sintético que contenia glucosa
comercial y no glucosa proveniente de la hidrolisis de quinua como fuente de energia, lo
que indicaria 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
analisis de otros metabolitos liberados (Louis, 2007; Gandhi, 2015).

El andlisis estadistico del consumo de glucosa para cada medio formulado, reveld 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
estimd el rendimiento (Yx/s) obtenido de la formacion de log UFC de L. casei en
relacion 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 (g-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
formulacion para la obtencion de L. casei fueron los medios suplementados con el 80%
y 100% del hidrolizado, q-80%, g-100% respectivamente. A pesar que en el medio g-
100% se obtuvo un mayor rendimiento que el obtenido en el medio g-80%, en este
ultimo, se observd un mayor numero de UFC a las 24 horas de crecimiento que en el
medio g-100% (Figura 13 A), ademas por el analisis de t-student no existio diferencia
significativa en el consumo de glucosa entre el medio q-100% con respecto al medio g-
80%, por lo que se selecciond el medio g-80% por su Optimo 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 acido lacticas (Vinderola, 1999).
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Figura 13. Parametros 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 37°C a escala
de 60 mL. (A) UFC/mL, (B) densidad optica, (C) pH, (D) Glucosa consumida (E)
rendimiento de log UFC/Glucosa consumida,
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b) Efecto de la adicién de levadura de cerveza sobre la
produccioén de celulas probidticas

Una vez estandarizado el medio q-80%, en el cual L. casei presentd un crecimiento
adecuado, se optimizé el medio de cultivo q-80% adicionando levadura de cerveza como
fuente nutricional. La levadura de cerveza empleada en este estudio poseia un aspecto
granulado y de color amarillo grisaceo. La misma, contiene aprox. 8% de humedad, 45
g. proteina, 43 g. glicidos, 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 composicién rica
en nutrientes, es un candidato excelente para optimizacion del crecimiento de
microorganismos. En la presente investigacion se formularon 2 medios de cultivo a base
de g-80%: g-lev 1 y g-lev 2 cuyo contenido fue descrita en la seccion de materiales y
métodos y difiere en la concentracion de levadura afiadida. Adicionalmente, debido a
que se observd que el crecimiento de L. casei fue optimo a la 24 h de incubacion, los
parametros de crecimiento evaluados con las formulaciones g-lev 1 y g-lev 2 fueron
determinados Gnicamente a las 24 h. de incubacion.

Durante el crecimiento de L. casei en los medios formulados por 24 h. a 37°C en un
ambiente anaerobio, las UFC/mL obtenidas son 1.5x10'° (g-lev 1), 2.7x10° (g-lev 2),
8.35x10° (g-80%) y 8.x10° (MRS), como se muestran en la figura 14 A. Cuyos
resultados nos muestra que supera lo alcanzado por Man (1960) que fue de 10’UFC/mL,
quien obtuvo en una formulacidon de un medio para el cultivo de lactobacillus. Se sugiere
que la suplementacion del medio q-80% con levadura de cerveza a una concentracion de
2.5g/L mejora la produccion de UFC durante el proceso de fermentacion con L. casei
(Gandhi, 2015).

Durante el cultivo de L. casei en los medios g-lev 1, g-lev 2, q-80% y MRS se observo
una variacion de la turbidez de los medios, cuyas densidades Opticas de cada medio
variaron de: 11.1-13.1 (g-lev 1), 10.6-14.5 (g-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
g-lev 2 con respecto a los medios g-lev 1, g-80% y MRS. En otros estudios se evaliian la
DO del medio de cultivo durante la incubaciéon con el microorganismo como (Man,
1960). Se observo que el medio g-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 g-lev 1, g-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 (g-lev 1), de
7.20+0.10 hasta 3.72+0.20 (g-lev 2), de 7.00+0.10 hasta 3.47+0.10 (q-80%), y para el
control de 7.1040.01 hasta 3.90+0.01 (MRS). El pH mas 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 (g-lev 1), 3.3 para
(g-lev 2), 3.53 para q-80% y 3.2 para el medio control (MRS) y el pH mas alto obtenido
fue en el medio gq-100% (4.06).

Durante el cultivo de L. casei por 24 horas en los medios g-lev 1, g-lev 2, -80% y MRS
a 37°C en un ambiente anaerobio, se observd que el consumo la glucosa y proteina
solubles presentes en los medios se consumieron desde un valor de 20g/L de glucosa y la
controversia que se observo en la determinacién en la cuantificacion de proteinas, 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 solucion limpida lo cual nos impidi6 la
cuantificacion real de la concentracion de proteinas,

Se observo un consumo de glucosa de: 10.2 g/L (g-lev 1), 12.9 g/L (g-lev 2), 11.4 g/L
(q-80%) y 16.4 g/LL (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 (g-lev 1), 0.77 (g-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 formacion de UFC
por el consumo glucosa.

Figura 14. Parametros de crecimiento (UFC, DO, pH, proteinas y glucosa) de L. casei
en medios de cultivos: MRS, medio-q (q-80%), g-lev 1 y g-lev 2 en condiciones
anaerobias, 37°C a escala de 60 mL: (A) unidades formadoras de colonias/mL, (B)
densidad 6ptica a 540nm, (C) pH, (D) glucosa consumida y (E) rendimiento de log UFC
por el consumo de glucosa.
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Segun los resultados obtenidos, se sugiere que el medio de cultivo g-80% suplementado
con 2.5g/L de levadura de cerveza, es un medio O6ptimo 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 suplementacion (Nancib, 2005),

C) Evaluacion del efecto del pH sobre la produccion de
células probidticas
Se observo el efecto del pH (3, 4, 5, 6, 7 y 8) en el crecimiento de L. casei en los medios
de cultivos g-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 g-lev 1 a distintos valores de pH (3, 4, 5,6, 7y
8), se observod en los controles abidticos (viales C, figura 15) que la intensidad de color
varié 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 desnaturalizacion de las proteinas 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), existi6 una variacion de un color amarillo-fluorescente (pH 3) a
amarillo blanquecino (pH 8) debido a la diferencia de una condicion de alta
concentracion de 4cidos libres (H +), la cual ocasionaria la inhibicion 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 g-lev 1a 37°C, en anaerobiosis durante 24 horas.

Sin embargo, en los cultivos de L. casei (a 37°C, 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 observé en
los controles abidticos (viales C, figura 16) poca diferencia en color y turbidez (café-
amarillo, de aspecto limpido) como en el caso de los medios g-lev 1. Mientras que en los
medios con L. casei (viales A y B, figura 16), esto es debido a la alta concentracion de

Acidos libres (H+), causando la inhibicion del crecimiento de L. casei (Menconi, 2014).
El cual vario de un color café¢-amarillo, de aspecto limpido (pH 3) a amarillo-
blanquecino, turbio (pH 8). Se observo que a mayor pH mayor turbidez, lo que indica
directamente que existio crecimiento de la poblacion de L. casei.
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Figura 16. Crecimiento de Lactobacillus casei sp. rhamnosus a diferentes condiciones
de pH en medio MRS a 37°C, en anaerobiosis durante 24 horas.
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En el cultivo de L. casei en el medio g-lev 1 a valores de pH de 3,4, 5,6, 7y 8 se
observo un comportamiento similar al observado en el medo control MRS. Donde se vio
que el crecimiento de L. casei es inhibido a pH bajos en especial en el de pH 3, lo cual
es explicable que debido a la concentracion 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 optimo para el cultivo de L. casei en el medio g-lev 1. En la tabla 8 se
comparé el nimero de veces que se increment6 las UFC de L. casei con respecto a la
carga inicial, después de un cultivo de 24 y 48 horas, en el medio g-lev 1 con respecto al
medio MRS, cabe resaltar que se observé una mayor formacion de UFC en el medio g-
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 g-
lev 1 y MRS, a 37°C, en anaerobiosis durante 24 horas y 48 horas de cultivo.

Tiempo g-levl MRS
0 2.2x108 1.0X 2.2x108 1.0X
3 24 5.0x107 0.2X 1.9x106 0,008X
48 5.0x107 0.2X 2.0x10* 0,00009X
0 2.5x108 1.0X 2.3x108 1.0X
4 24 1.1x10° 42X 43x108 1.9X
48 7.4x108 2.9X 3.5x108 1.6X
0 2.4x108 1.0X 2.3x108 1.0X
5 24 4.1x10° 17.3X 5.0x10° 21.34X
48 57x10° 23.8X 4.1x10° 17.60X
0 2.3x108 1.0X 2.5x108 1.0X
6 24 8.3x10° 364X |5.4x10° 21.6X
48 7.8x10° 34.0X 42x10° 16.7X
0 2.4x108 1.0X 2.3x108 1.0X
7 24 1.7x10' 71.7X 7.0x10° 30.7X
48 6.6x10° 27.3X 6.8x10° 29.7X
0 2.3x108 1.0X 2.5x108 1.0X
8 24 1.6x10'° 69.7X 6.9x10° 28.0X
48 8.0x10° 352X 6.0x10° 24.6X

Los valores descritos con una X, hacen referencia al nimero veces equivalentes a la poblacion inicial total (1X).

En los cultivos a pH de 3, 4, 5, 6 y 8 se obtuvieron poblacion inferiores de L. casei con
relacion a los obtenidos en los cultivos a pH 7, Obteniendo como un decrecimiento de L.
casei en los medios a pH 3 de 5.0x10” UFC/mL, la cual equivaldria a 0.02 veces a la
poblacion inicial en el medio g-lev 1y 1.9x10° UFC/mL en el medio MRS la cual tendria
una equivalencia de 0.008 veces a la poblacion con la que se inicio el cultivo a las 24
horas de cultivo descendiendo mas, a las 48 horas de cultivo de 2.0x10* UFC/mL la
misma que tendria una equivalencia de 0.00009 veces a la poblacion con la cual se
inicié. Se obtuvo una mayor poblacion de 1.7x10' UFC/mL de L. casei a pH 7, en el
medio g-lev 1 la cual equivaldria a 71 veces a la poblacion inicial de L. casei con la que
se inicid, mientras que en el medio MRS se obtuvo como mayor poblacion de 7.0x10° a
pH 7, la cual equivaldria a 30.7 veces a la poblacion 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 g-levl y MRS, a 37°C, en anaerobiosis durante 24 horas y 48 horas de cultivo.

oH Tiempo g-levl MRS

(horas) Glucosa (g/L)  Ys¢x  Glucosa (/L) Y

0 0.0 0.0
3 24 2.8 2.8 2.6 2.4
48 3.4 2.3 3.6 1.2

0 0.0 0.0
4 24 6.3 1.4 6.5 1.3
48 8.1 1.1 9.9 0.9

0 0.0 0.0
5 24 8.9 1.1 15.6 0.6
48 10.0 1.0 18.4 0.5

0 0.0 0.0
6 24 10.8 0.9 17.8 0.5
48 12.5 0.8 19.3 0.5

0 0.0 0.0
7 24 11.0 0.9 19.2 0.5
48 12.3 0.8 19.7 0.5

0 0.0 0.0
8 24 12.4 0.8 15.9 0.6
48 13.0 0.8 17.9 0.6

Y, Rendimiento (log UFC/glucosa consumida)

Se observo una mayor formacion de UFC de L. casei a las 24 horas de cultivo a pH 7 de
1.7x10'°UFC/mL con un consumo de 11 g/L de glucosa, con un rendimiento de 0.9 y en
el medio MRS se obtuvo 7.0x10°UFC/mL con un consumo de 19.2 g/L de glucosa y un
rendimiento de 0.5 en el medio MRS, con un ciclo logaritmico mayor en el medio g-levl
con respecto al medio control MRS y un consumo de 8 g/LL menos en el medio g-levl
con respecto al medio MRS. Por estos resultados obtenidos (datos mostrados en la tabla
9y en la figura 17).

Ademas de las UFC formados y la glucosa consumida en los cultivos, se analizaron
otros parametros como el grado de turbidez y variacion de pH durante el periodo de
incubacioén 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 incubacion a pesar de la diferencia de turbidez con la que se
inici6 del medio g-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, 7y 8
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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 0 48
horas del proceso fermentativo, lo cual nos indica la formacion los productos del
proceso de la fermentacion 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 g-lev 1
y MRS.

Figura 17. Parametros evaluados (UFC, DO, pH, proteinas y glucosa) a diferentes
condiciones de pH en medio g-levl y MRS, a 37°C, en anaerobiosis durante 24 horas y
48 horas de cultivo. (A) UFC/mL en medio MRS, (B) UFC/mL en medio g-levl, (C)
variacion de pH en medio MRS, (D) variacion de pH en medio g-levl, (E) Variacion de
la densidad optica en medio MRS, (F) Variacion de la densidad optica en medio g-lev 1,
(G) Glucosa consumida en medio MRS (H) Glucosa consumida en medio g-lev 1, (I)
Rendimiento “UFC/glucosa” en medio MRS y (J) Rendimiento “UFC/glucosa” en
medio g-levl.
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Nota: En las graficas de la figura 17 se resaltan valores que pertenecen a la variables dependientes de pH 8
(azul) y pH 7 (rojo) los demas resultados del efecto de las variables pH 3, 4, 5 y 6 se presentan en escala
de grises

2. Produccion de células probitticas a mayor escala

Una vez estandarizado el medio de cultivo g-lev 1, para el crecimiento de L. casei y
observado su crecimiento optimo a pH neutro a escala de 60mL, se cultivé a L. casei en
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medio g-levl y MRS a escala de 1 L (como es descrito en la seccion de materiales y
métodos). Para evaluar el crecimiento de L. casei en fermentadores de 5L de capacidad,
se realizo 3 procesos de fermentacion: en el primero se evalud el crecimiento de L. casei
en un ambiente anaerobio, en el segundo experimento en un ambiente aerobio y el
tercer experimento se evalud 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 g-levl 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 agitacion de 80 rpm a 37.0+0.2°C.

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

Para el cultivo de L. casei en un ambiente anaerobio se saturd la atmosfera del
fermentador con N2 gaseoso por un tiempo de 5Smin, (para crear un ambiente reductor),
se procedid a inocular L. casei (2.3x103+1.2x10” UFC/mL) el cual desarrolld hasta
lograr un estado invariable (pH constante y consumo de glucosa), esto fue a un tiempo
de 18h para el medio g-levl y 23 h para el medio de MRS. Las diferencias del tiempo de
fermentacion se debieron a que estos procesos de fermentacion 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 g-lev 1 se describen en la figura 18 B, donde se
observa que a las 18h de cultivo se alcanzé un mayor ntimero de 1.56x10'°UFC/mL, en
el cual la fermentacion fue detenida al no observar cambios en el pH y el consumo de
glucosa. Sin embargo, el nimero de UFC/mL en el medio MRS (figura 18 A) alcanzo
hasta 8.77x10°UFC/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 g-levl que en el medio MRS, lo cual indica que el medio g-lev 1
en condiciones anaerobia a escala de 1L. es un medio Optimo para el crecimiento de L
casel si es comparado con el medio MRS comercial empleado como control.

Como parametros adicional en el cultivo de L. casei en el medio g-lev 1 se analiz6 la
densidad 6ptica a 540nm (DOsa40) (figura 18 B), la cual vari6 de: 6.07 (Oh) a 7.75 (18h);
Como se puede observar se inicié con una DOs40 elevada, la cual disminuyo en las
primeras 5 horas de ahi en adelante se incrementd (figura 18 B), lo cual se puede
explicar debido a que la turbidez inicial del medio de cultivo es dada por suspension de
la levadura de cerveza (componente medio g-levl) el cual es asimilado por L. casei
desde las 5 h de cultivo. Sin embargo, en el medio MRS la DOs40 (figura 18 A) vario de:
0.43 (Oh) a 13.54 (21h) a las 21h de cultivo de L. casei en MRS. Con este indicador
podemos observar indirectamente el crecimiento de la poblacion de L. casei.
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Durante el cultivo de L. casei en el medio g-levl en condiciones anaerobias, también se
observé un descenso de pH (figura 18 B) desde 7.04 (Oh) 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 (Oh) 3.79 (21h) debido a la formacion de los productos de fermentacion como el
acido lactico, acido acético y otros. Con lo cual se puede asumir que L. casei en el medio
g-lev 1 alcanza fase estacionaria en menor tiempo que en el medio control, esto podria
deberse al crear un medio enriquecido y 6ptimo para el crecimiento de L. casel.

Durante el proceso de la fermentacion de L. casei en el medio g-lev 1, se observo 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 registro un consumo de glucosa en g/L de: 0.0 (Oh) a 11.6140.08 (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 (Oh) a 15.6+0.6 (23h), donde también se observo 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 acidificacion del medio, debido a los productos formados del
proceso de fermentacion como el acido lactico, 4cido acético los cuales actuarian como
limitantes del crecimiento de L. casei.

Los rendimientos obtenidos de la formacion del log de las UFC/mL por consumo de
glucosa (figura 18 D): en el medio g-lev 1 y MRS, fueron de 0.88 y 0.76
respectivamente, como se puede observar se obtiene similares rendimiento del medio g-
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 mas se demuestra que el medio g-lev 1 es
un medio 6ptimo para el cultivo de L. casei.

En condiciones anaerobias a escala de 1L. a 37°C a un pH inicial de 7.0+0.1, con una
agitacion de 80rpm.
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Figura 18. Parametros evaluados durante el crecimiento de L. casei (UFC, DO, pH,
proteinas y glucosa) en medios g-lev 1 y MRS, en condiciones anaerobias a 37°C a
escala de 1 litro: (A) UFC/mL, DO y pH en medio MRS, (B) UFC/mL, DO y pH en
medio g-lev 1, (C) Glucosa consumida determinada segin el método de HPLC y DNS
y (D) Rendimiento de UFC con respecto a glucosa y proteina en los medio MRS y g-
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b) Fermentacion aerobia a escala de 1L empleando medio
de cultivo optimizado

Para el cultivo de L. casei en un ambiente aerobio, se inoculo con (2.2x10%+5.3x10°
UFC/mL) de L. casei los medios de cultivos de g-lev 1 y MRS, el cual se desarrolld
durante un periodo de 30h. El tiempo del proceso de fermentacion se monitored hasta
registrar pH y consumo de glucosa constantes, lo cual indica que L. casei concluyo la
fase logaritmica de crecimiento.
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Las condiciones en las que se cultivaron a L. casei en 1L de medio g-lev 1 y MRS
fueron de pH inicial 6.940.1 con una agitacion de 80 rpm a 37.0+0.2°C y en un ambiente
aerobio.

Los resultados de UFC/mL en el medio g-lev 1 se describen en la figura 19 B variaron
de 2.15x108 (Oh) a 1.18x10'° (30h). Sin embargo, el nimero de UFC/mL obtenidas en el
medio MRS (figura 18 A) vario de 2.26x10® (0h), a 6.52x10° (21h). Se obtuvo una
mayor cantidad de UFC en el medio g-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 g-lev 1 en
condicion aerobia, escala de 1L., a 37°C a 80rpm de agitacion, es un medio 6ptimo para
el crecimiento de L casei, a 30 horas de incubacion.

Otro parametro de control del crecimiento de L. casei en el medio g-lev 1 es la DOs4o, la
cual vario de: 4.0 (Oh) a 9.9 (24h) (mayor valor alcanzado). Mientras que en el medio
MRS la DOs40 vario de: 0.4 (Oh), 12.6 (27h). En un cultivo de L. casei en medio g-lev 1
y MRS en condiciones aerobias, 37°C, 80rpm de agitacion, el proceso de fermentacion
es mas extendido en el tiempo que en condiciones anaerobias. La densidad Optica alta
del medio g-lev 1 es debida a la suspension de células de levadura.

Durante el cultivo de L. casei en el medio g-lev 1 en condiciones aerobias, se observo 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 observd una variacion de: 6.99 (Oh) a
3.77 (24h) (figura 19 A), de igual forma que en el medio g-lev 1. En un cultivo de L.
casei en medio g-lev 1 en condiciones aerobias, 37°C, 80rpm de agitacion, 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 g-lev 1, se observo el consumo de glucosa, el cual se cuantificd
en los distintos tiempos de cultivo (figura 19 C), donde se tuvo en g/L de: 0.0+£0.0 (Oh) 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 (Oh) a 18.30+0.06 (30h), de la misma forma no se consumi6 la glucosa por
completo, quedando un residuo de un remanente de aprox. 2 g/L. lo cual se explicaria
por la formacion de un ambiente muy acido del medio g-lev 1, el cual interfiere con el
crecimiento de L. casei, quedando mayor concentracion remanente de glucosa en el
medio g-lev 1 (de aprox. 7g/L), que en el medio control (de aprox. 2 g/L). Los
rendimientos obtenidos de la formacion del log de las UFC/mL por unidad de glucosa
consumida (figura 19 D): en el medio g-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,
g-lev 1 es un medio propicio para el cultivo de L. casei en condiciones aerobias.

Figura 19. Parametros evaluados durante el crecimiento de L. casei (UFC, DO, pH,
proteinas y glucosa) en medios MRS y g-lev 1 en condiciones aerobias a 37°C 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 proteinas en los medio
MRSy g-lev 1.
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c) Fermentacion anaerobia a pH constante y escala de 1L
empleando medio de cultivo optimizado

La razén por la cual se desarrolld un proceso de fermentacion a pH constante, es porque
en estudios previos obtienen resultados dptimos pero con medios de cultivos distintos y
condiciones diferentes a los empleados en esta investigacion Mozzi (1994), que a pH
neutral, se obtuvo mayor crecimiento de L. casel, ya que estos microorganismos en su
proceso de fermentacion producen acido lactico cuya acumulacion conduce a un
descenso de pH del medio reduciendo la actividad metabolica de L. casei.
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Como se obtuvo 1.80x10'°UFC/mL de L. casei durante el cultivo anaerobio, para
optimizar estos resultados se cultivo a L. casei en un ambiente anaerobio, pero a pH
controlado con la adicion automatica de NaOH (1M) como se describe en la seccion de
materiales y métodos.

En el cultivo de L. casei en los medios g-lev 1 y MRS (medio control), en un ambiente
anaerobio, a 37.0+0.2°C, 80rpm a pH controlado 7.01+0.15, se inici6 con un inoculo de:
2.3x108+5.0x10° UFC/mL, el cual desarrolld durante un periodo de 21h. monitoreado de
acuerdo al consumo de glucosa, el proceso fue detenido una vez que cesé el consumo de
glucosa, lo cual indica que L. casei, llego al umbral de la fase logaritmica de crecimiento
(fase estacionaria).

Los resultados de UFC en el medio g-levl se muestran en la figura 20 B, el cual vario de
(en UFC/mL): 2.35x10® (Oh) a 1.37x10'° (15h), como fue descrito anteriormente, este
proceso fue detenido al registrar una concentracién constante de glucosa. El nimero de
UFC/mL obtenido en el medio MRS (figura 20 A) vario de: 2.25x10® (Oh) a 4.88x10°
(15h). Obteniéndose una mayor cantidad de UFC/mL en el medio g-lev 1 que en el
medio MRS y al comparar las UFC/mL obtenidas en condiciones anaerobias a pH
controlado 1.37x10'° (15h) y 1.56x10'"° UFC/mL (18h) no controlado, obteniéndose
mayores UFC/mL en condiciones anaerobias a pH no controlado, lo cual nos indica que
el medio g-levl en condicién anaerobia a 37°C, con un pH no controlado es un medio
Optimo para el crecimiento de L casei.

Como parametro adicional, en el cultivo de L. casei en los medio g-lev 1 y MRS se
determind el incremento de la DOsa40 (figura 20 B), el cual vario en el medio g-lev 1 de:
4.1 (Oh) a 8.1 (21h). Se observd un incremento en la DO durante las 21 h de
fermentacion. Mientras que en el medio MRS la DOs40 vario de (Figura 20 A): 0.4 (Oh),
a 8.4 (15h), lo cual nos indica que la DOs40 es un parametro reproducible a la formacion
de biomasa de L. casei en las condiciones mencionadas. Durante las 21 h del proceso de
fermentacion, el pH se mantuvo constante en 7.01+0.15 (figura 20 A y B), el cual se
realizé automaticamente con un dosificador de adicion de alcali (descritos en la seccion
de materiales y métodos), el volumen total de base que se fue automaticamente afiadido
fue de 77mL (g-lev 1) y 146mL (MRS) (figura 20 D), dichos volimenes se tomaron en
cuenta como un factor de dilucion del medio y fue utilizado para corregir los parametros
medidos. El volumen afiadido al medio MRS fue el doble que el afiadido al medio g-lev
1, este fendmeno puede ser explicado debido a que el contenido de complejos proteicos
(no cuantificados en esta investigacion), del medio g-lev 1, procedentes del hidrolizado
y la levadura de cerveza, estarian actuando como mejores agentes que los del medio
MRS.

Durante el proceso de la fermentacion de L. casei en el medio g-lev 1, se observo 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 vario de en g/L de:
20.1£0.3 (Oh) 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 registr6 un remanente de glucosa de
aprox. 8.0 g/L esto puede ser explicado debido a que contenga el hidrolizado de quinua
contiene ademas otros azucares reductores utilizables. Los resultados obtenidos en el
medio MRS del consumo de glucosa fueron en g/L de: 20.6+0.2 (Oh) 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
formacion del log UFC/mL por consumo de glucosa (figura 20 C): en el medio g-lev 1 y
MRS, fueron de 1.81 y 0.51 respectivamente, obteniéndose en el medio g-lev 1 un
rendimiento de 3 veces superior al obtenido en el medio control, por lo cual una vez mas
se comprueba la efectividad del medio formulado g-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 relacion 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 precision 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 asi por el método de HPLC.

Figura 20. Parametros medidos (UFC, DO, pH, proteinas y glucosa) durante el
crecimiento de L. casei en medios MRS y g-lev 1 en condiciones anaerobias a pH
constante, a 37°C a escala de 1 litro. (A) UFC/mL, DO, proteina y glucosa en medio
MRS, (B) UFC/mL, DO, proteina y glucosa en medio g-lev 1, (C) Rendimiento del log
UFC con respecto a glucosa consumida en los medios MRS y g-lev 1, (D) volumen
gastado de NaOH 1M en los medio MRS y g-lev 1 y (E) consumo de glucosa
determinado por el método de HPLC y DNS. Igual corregir de acuerdo a las
correcciones de arrib
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Se sugiere como las condiciones Optimas para el cultivo de L. casei sp. rhamnosus en el
medio g-levl a: 37°C, 80rpm de agitacion, en un ambiente anaerobio a pH no

controlado, a escala de 1 L. En estudios similares se obtuvo también un crecimiento
optimo de L. casei sp. rhamnosus empleando otro sustrato, como el suero de leche de
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vacuno (Escobar, 2010), y empleando condiciones similarares a las empleadas en esta
investigacion, con una agitacion mayor de 150rpm (Nancib, 2005)

VII. Conclusiones

Se disefio un medio de cultivo 6ptimo (g-lev 1) el cual contiene: “hidrolizado de quinua
ajustado a una concentracion final de 20g/L de glucosa; en g/L: 2 KoHPO4, 5 acetato de
sodio, 2 citrato de sodio, 0.2 MgS0O4-7H20, 0.05 MnS04 y 0.5 L-cisteina, ImL tween 80
aun pH 7.0+0.1 y levadura de cerveza 2.5 g/L” para el cultivo de L. casei rhamnosus, el
cual se formuld en base al hidrolizado de harina de quinua (constituidas por particulas de
10 a 20um) al 4%ST (p/v) con H2SOs4 al 1% (p/v) a condiciones de: 121°C, 16PSI por 15
min. Dichas condiciones permiten una mayor liberacion de glucosa (69.4 g/L) y
proteinas (23.9g/L), durante el proceso de hidrolisis. 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 liberacion de glucosa (69.4 g/L) y proteinas
(23.9g/L), durante el proceso de hidrolisis de la harina de quinua al 4%ST (p/v) a
condiciones de: 121°C, 16PSI por 15 min

Se obtuvo un medio optimizado del medio formulado “hidrolizado de quinua ajustado a
una concentracion final de 20g/L de glucosa; en g/L: 2 KoHPO4, 5 acetato de sodio, 2
citrato de sodio, 0.2 MgSO4-7H20, 0.05 MnS04 y 0.5 L-cisteina, ImL tween 80 a un pH
7.0+0.1” enriqueciéndolo con levadura de cerveza granulada a una concentracion de 2.5
g/L, como fuente de nitrégeno adicional.

Los medios formulados fueron evaluados mediante la determinacion de viabilidad de L.
casei expresado en unidades formadoras de colonias, obteniendo 1.6x10'°UFC/mL en el
medio formulado (g-levl) y 8.8x10°UFC/mL en el medio control (MRS), durante un
periodo de 24 horas de incubacion, ademas otros indicadores como el consumo de
glucosa y proteina, variacion de la densidad oOptica y la reduccion de pH demostraron el
éxito de la fermentacion.

Se observo que para el cultivo de L. casei rhamnosus a mayor escala (1L), las
condiciones Optimas de crecimiento fueron de 37°C, 80rpm, ambiente anaerobio a pH no
controlado (pH inicial 7.0+0.1). Dicha fermentacién fue evaluada mediante la
determinacion de viabilidad, obteniendo 1.6x10'°UFC/mL en el medio formulado (g-lev
1) y 8.8x10°UFC/mL en el medio control (MRS) a las 24 horas de incubacién. Los
resultados obtenidos indican que es posible emplear g-levl: 20g/L de glucosa (harina de
quinua 8% ST, H2SO4 1%, 121°C, 16PSI, 15min), 2.5g/L. levadura de cerveza y
micronutrientes, como medio de cultivo para obtener una dosis probidtica de
1.6x10'°UFC/mL de L. casei rhamnosus.
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ANEXO 1

Preparacion del reactivo del acido 3,5 dinitrosalicilico

Se pesan 5 g de acido 3,5 dinitrosalicilico, 150 g de tartrato de Na-K y 8 g de NaOH. Se
disuelve el NaOH en 200 ml de agua destilada y se afade en agitacion el tartrato de Na-
K lentamente. Se completa con agua destilada hasta 400 ml y se comienza a afadir
lentamente el acido 3,5 dinitrosalicilico. Se deja en agitacion toda la noche, se enrasa a

500 ml y se filtra.

ANEXO 2

Preparacion del reactivo de Biuret

Contenido del reactivo de Biuret: NaOH, 6M (disolver 240 grs. NaOH en 800ml de agua
destilada. Enfriar y diluira I L.).

Reactivo Concentracién Volumen o peso
NaOH

100ml IM 100mL
CuS04.5H20 8grs.
KOOC-(CHOH)2-COONa.4H20 9grs.

KI Sgrs.
Agua destilada c.s.p. 1000mL

Disolver 3 grs. CuSO4.5H20 en aproximadamente 500 ml de agua. Adicionar 9 grs.
tartrato sédico potasico [KOOC-(CHOH)2-COONa.4H20]y 5 grs. KI. Cuando Ia

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



ANEXO 3

Curva de calibracién DNS

Curva de calibracion DNS
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