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RESUMEN

Las bacterias acido lacticas (BAL) tienen gran potencial de aplicacion en sisterdgsdsgbara

la produccién de metabolitos. Se usan en la industria alimentaria, médica, farmacéutica y
cosmeética. Son productoras de acido lactico (AL) que es un compuesto de gran interés por sus
aplicaciones como acidulante y conservante en alimentos, controlador de pH, solubilizador y
precursor del acido polilactico (PLA) para la industria de biopolimeros.

Los residuos agroindustriales representan una problematica ambiental a nivel mundial. Ademas, a
nivel nacional se generan volimenes de 6,3 billones de toneladas de residuos organicos. Por esta
razén alternativas biotecnoldgicas han surgido para revalorizar y aprovechar los residuos.

En total se seleccionaron 30 BAL aisladas de residuos agroindustriales. La cinética de crecimiento
y la tasa de crecimiento (1 max) se evaluaron en microplacas de 96 pocillos a 37°C dunante 24
en caldo MRS. Con estos resultados se realizé un analisis de varianza (ANOVA). Los nueve
aislamientos mas promisorios fueron seleccionados para evaluar su produccién de metabolitos
utilizando cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC).

Adicionalmente, se evalu¢ el perfil metabdlico utilizando pruebas API 50 CH. Con los resultados
obtenidos se eligio el aislamiento mas promisorio y se estudio su cinética de crecimiento en 18
tratamientos alternativos y se seleccionaron dos medios para realizar una fermentacion en
biorreactor (7 L).

Las cinéticas de crecimiento permitieron seleccionar nueve aislamiémtctiplantibacillus
pentosus70-1, Lactiplantibacillus pentosud9-2, Weissella soli3l, Weissella soli29,
Lactiplantibacillus pentosud.7-2 Leuconostoc falkenbergen$é-2, Lacticaseibacillus
paracasei subsp. toleranB1Q Lactiplantibacillus pentosu$8-3 y Lactiplantibacillus
pentosus69) que mostraron la DO y la | elevadas. Los resultados de HPLC de los aislamientos
crecidos en microbiorreactor mostraron e soli 29 (20,833 £2,731 g/L),. pentosus70-1
(20,100 £2,754 g/L) Y. pentosus69 (20,100+2,562 g/L) presentaron los valores més altos de
AL.

La produccion de AA se mantuvo de 3,4 a 4,3 g/L y no presenté diferencias. De los nueve
aislamientod.. pentosus69, L. paracasei subsp. toleranB10 yL. pentosusl9-2 presentaron
presencia de glucosa. Las pruebas APl 50 CH mostrarob. guemtosus17-2,W. soli 29 yW.

soli_31 fermentaron la mayor cantidad de azucakesoli_31fermento los azucares de todos los
grupos evaluados. La evaluacion de 18 tratamientos alternativos permitié elegir dos medios, uno
sintético y otro a base de suero de leche suplementado (SLS). Las fermentaciones en biorreactor y
analisis por HPLC mostraron valores de AL de 16,27 + 2,301 g/L en medio sintéticoy 7,21 +1,355
g/L en SLS. La produccion de AA fue de 0,239+0,060 g/L en el medio sintético y 1,360+0,200
g/L en SLS. Los valores de DOmax y umax, produccion de acidos organicos (g/L) y pruebas API
50 CH mostraron qu¢/. soli 31 es el aislamiento mas promisorio.

El empleo y revalorizacion de residuos agroindustriales es una alternativa econdmica, consecuente
con el medio ambiente, que contribuye con la economia circular y la produccién de metabolitos
de interés. Este estudio brinda dos alternativas de uso de residuos agroindustriales, la primera es
la extraccion y aislamiento de las BAL, y la segunda incorpora el SLS como sustrato \afternati
para el crecimiento de BAL.



1. INTRODUCCION

Las bacterias &cido lacticas (BAL) se encuentran presentes en la naturaleza y se idamtdican
microflora y las etapas del procesamiento de mdultiples alimentos. Han sido de gran utilidad a lo
largo del tiempo, actualmente han adquirido gran importancia a nivel mundial porque desempefian
un papel importante en procesos industriales tales como la fermentacion (1). Aportan beneficios
al ambiente como una nueva alternativa para el aprovechamiento de recursos renovables (2)
Ademas, las aplicaciones en la industria tienen como resultado procesos mas eficientes y
econdmicos. Estos microorganismos son capaces de metabolizar diversos sustratos y producir
compuestos de alto valor industrial, alimenticio y farmacéuticos; por estas razones se aplican
también en biorrefineria (3,4).

Las BAL se han destacado debido a su condicion de Generalmente Reconocidas como Seguras
(GRAS, por sus siglas en inglés) o de Presuncién Cualificada de Seguridad (QPS, por sus siglas
en inglés) por la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés) y

la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA por sus siglas en inglés), respectivamente.
Debido a su capacidad de generar metabolitos primarios y secundarios como el AL, bacteriocinas,
antioxidantes, vitaminas y otros compuestos hace a estos microorganismos atractivos a nivel
biotecnoldgico (5).

Estas bacterias se caracterizan por su habilidad de crecer en ambientes no aptos para la mayoria
de los microorganismos. La actividad de agua que se define como el agua disponible para el
crecimiento microbiano es de 0,95. Este valor es cercano a 1,00 lo que permite un crecimiento
adecuado dado que corresponde al limite superior (6). El pH minimo para su crecimiento es de 3,2
y el valor maximo es de 9,6, lo que permite el desarrollo en multiples ambientes (7). El estudio de
estos microorganismos es Util en distintos contextos. Una de las aplicaciones en la industria de
alimentos es que son capaces de efectuar fermentaciones en productos de consumo humano,
aportando sabor y olores caracteristicos (8).

En la actualidad existe una amplia diversidad de microorganismos presentes en residuos y
microambientes, por lo que estos ambientes son promisorios para el aislamiento de BAL. Sin
embargo, su utilizacion y aplicacion en biorrefinieria ha sido poco explotada en América Latina,
especificamente en Costa Rica. Su utilizacion podria favorecer la economia a nivel pais, a partir
de la produccion de AL. Esta es una molécula organica con una demanda mundial en crecimiento
debido a su aplicacién en la produccion de PLA (9). Sin embargo, su uso se ha destacado
principalmente en el ambito alimenticio como conservante y acidulante. Si bien, a nivel mundial
se ha estudiado un gran nimero de aislamientos de BAL como productoras de AL algunos géneros
siguen siendo menos explorados y podrian presentar un potencial interesante para la industria
biotecnolégica, como es el caso del gerwmssella.

Segun datos de la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO-ONU) el desperdicio de alimentos ha generado pérdidas economicas cercanas al billon de
ddlares anuales. Siendo la industria de bebidas los responsables de generar el 26% de los residuos
alimenticios, seguidos de la industria lactea con un 21%, estos residuos generan grandes
problematicas a nivel mundial por la contaminacion ambiental (10,11). Segun datos del Estado de



la Nacion (12) para el afio 2020 el area agricola sembrada en el pais fue de 403 222 ha. El 62%
represento los cultivos agroindustriales, de los cuales destacaron las plantaciones de pifia, banano
y platano. La produccién a nivel agroindustrial genera gran cantidad de residuos que en su mayoria
no son aprovechados. Esta biomasa es un problema a nivel nacional dado que el 68% del territorio
dedicado a estas actividades no le da ningun tratamiento a los residuos (13), permitiendo la
proliferacion de moscas e insectos (14). Asi como la liberacion de diéxido de carbono,
contaminacion de aguas, molestias por presencia de olores, y proliferacion de ratas (15).

La biomasa desechada es un recurso de gran valor, dado que puede ser empleada para la
produccion AL y otros subproductos, o que ademas se ve favorecido por su alto contenido de
glucosa, sacarosa y lactosa, principales fuentes de carbono. En la actualidad, la basqueda de
productos mas puros ha interferido en la eleccion de la metodologia empleada, siendo la via
fermentativa la preferida debido a la pureza de sus resultados. Sin embargo, el proceso de
aislamiento y purificacion resulta costoso (16). Por este motivo, el empleo de residuos
agroindustriales puede ser una alternativa menos costosa y a su vez permite la revalorizacién del
mismo.

Los residuos agroindustriales cuentan con un alto potencial para ser utilizados en la elaboracion
de nuevos productos de valor agregado dado que son biodegradables, y una fuente rica de energia.
Se emplean para la obtenciéon de enzimas, acidos organicos, aminoacidos, proteina celular y
bacterias &cido lacticas (17). Por ende, existe la necesidad de aprovechar subproductos con fuentes
de carbono renovables de bajo costo, como el bagazo de yuca, las melazas de cafia de azucar, los
residuos de almidon y el suero de leche (18).

El suero de leche es un subproducto con un gran potencial de utilizacién en la industria
biotecnolégica. Con el fin de revalorizarlo y disminuir su volumen de desecho (estimado en
1,9x1@ toneladas/afio) seria una alternativa viable para disminuir la problematica ambiental. Dado
gue este producto tiene una elevada demanda quimica de oxigeno (DQO) y demanda biol6gica de
oxigeno (DBO) al ser descartado y entrar en contacto con el agua, reducesied aigyelto

siendo un gran riesgo para la vida acuatica (19). Por esta razon, en la actualidad se ha intentado
revalorizar este producto al utilizarlo en suplementos y alimento para animales, recuperacion de la
lactosa y bebidas a base de suero de leche (20,21).

La basqueda de una economia circular, el aprovechamiento de residuos agroindustriales y la
existencia de diversos géneros de BAL justifica la necesidad de caracterizar algunas de estos
aislamientos con el fin de identificarlas y mantener datos precisos de su genotipo. Ademas, el alto
costo de aislamiento y purificacion a nivel industrial también justifica iniciar con una evaluacion
de la produccién de AL de dickaislamientos a escala de laboratorio. Este analisis es con el fin

de optimizar la produccion, facilitar el proceso de aislamiento y purificacion para su posterior
empleo y produccion a escala de planta; la materia prima consistira en el uso de residuos
agroindustriales.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Caracterizar bacterias acido lacticas (BAL) procedentes de residuos agroindustriales para la
evaluacion de la produccion de metabolitos de interés a escala de planta piloto.

2.2 Objetivos Especificos

=

Caracterizar la cinética de crecimiento de los aislamientos de bacterias acido lacticas.
Cuantificar la produccion de &cido lactico y consumo de glucosa de las bacterias acido
lacticas a escala de laboratorio.

Escalar la produccién de acido lactico del aislamiento mas promisorio a nivel de planta

piloto.



3. MARCO TEORICO

3.1 Bacterias acido lacticas
3.1.1 Historia

Las bacterias acido lacticas (BAL), tienen su origen a inicios del siglo XIXelcobjetivo de
identificar un grupo variado de bacterias formadoras de acido lactico (AL) como punto en comun,
dicho grupo en la actualidad se encuentra conformado por mas de 30 géneros (1). Debido a la
variabilidad en las caracteristicas que presentaban existidé gran confusion en torno a cuales debian
considerarse bacterias &cido lacticas.

Se desarrollaron diversas investigaciones entre 1857 y 1863, destacandose los estudios sobre
fermentacion lactica, alcohdlica y butirica descubierta por Luis Pasteur (22), pero fue hasta 1873
que Joseph Lister aisldé el primer aislamientolL@etococcuslactis, permitiendo establecer
criterios fenotipicos (23). EItérminiE DFW H U L X P Due d&strit@doPWVeigihanin en 1889

al definir las bacterias como formadoras de leche &cida a partir del azicar de la leche (84), y par
el afio 1901 Martinus Willem Beijerinck determind lbactobacilluscomo bacterias Gram
positivas, definiendo caracteristicas importantes para su reconocimiento (23). Pero fue hasta 1920
gue Orla-Jensen, describio las caracteristicas de las bacterias del acido lactico que se siguen
utilizando en la actualidad, establecio la morfologia celular, rango de temperatura de crecimiento,
tipo de metabolismo, tolerancia y requerimientos nutricionales (25).

3.1.2 Definicidn

Las BAL constituyen un grupo de bacterias con habilidad para metabolizar grandes cantidades de
acido lactico a partir de los carbohidratos, como principal o Unico producto de la fermentacion
(26). Debido a su limitada capacidad biosintética, requieren factores nutritivos y de crecimiento
complejos que incluyen aminoacidos, bases nitrogenadas, fuentes de carbono, vitaminas, purinas
y pirimidinas (27). Sin embargo, su capacidad de adaptacion a diversas condiciones ambientales
ha permitido encontrarlas asociadas a material vegetal, corteza terrestre, y en la microbiota de
humanos y animales, encontrandose en los tractos respiratorio, intestinal y genitourinario (23).

3.1.3 Caracteristicas

Estos microorganismos se caracterizan por ser fisiologicamente uniformes, con pared Gram
positiva, anaerobicos y aerotolerantes (24,28); no forman esporas, no reducen el nitrato, no
producen pigmentos, no son patdégenas, ni toxigénicas. Su morfologia es cocoide, bacilar o coco-
bacilar y no tienen mecanismo de movilidad (29,88)mayoria de las BAL son mesofilas con

una temperatura Optima de crecimiento de 25°C. Sin embargo, son capaces de crecer a
temperaturas en un rango de 5 a 45°C, su pH 6ptimo es de 4.5, pero resisten ambientes extremos
con valores de pH de 3,2 a 9,6 (25).
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recognized as sa¥f¢31), lo que implica que pueden utilizarse para la elaboracion de productos de
uso y consumo humano. Ademas, carecen del ciclo de Krebs, por lo cual son incapaces de sintetizar
ATP por respiracion, en cambio, la generacidén ocurre mediante la fermentacion de carbohidratos
y compuestos relacionados (32). Entre los sustratos fermentables se encuentran los azucares
(monosacéridos, disacaridos y polisacaridos), los polialcoholes, el citrato y algunos aminoacidos
como la arginina.

Su metabolismo puede ser homofermentativo produciendo &cido lactico como principal producto
de la fermentacidn. En este proceso las bacterias son capaces de transformar el 90% de la glucosa
en AL, dentro de este grupo se caracterizan los géRedbscoccus, Vagococcus, Streptococcus,
Lactococcus y algunosLactobacillus (23). La fermentacion heterofermentativa genera acido
lactico y otros compuestos como lactato, didxido de carbono y etanol (30). En este proceso las
BAL solo son capaces de transformar el 50% de la glucosa en AL. Las bacteriassgqutapre

este metabolismo corresponden a los génkeeagonostoc, Oenococcus, Weissgllalgunos
Lactobacillus(33).

Su clasificacion se basa en diferentes aspectos tales como la morfologia, habilidad de crecer en
ambientes alcalinos y &cidos, fermentacion de la glucosa, temperatura de crecimiento,
configuracion del acido lactico, entre otros (24). El grupo esta conformado por distintos géneros,
sin embargo, entre los mas conocidos se encuemhaatobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pedicoccus, Streptococcus, Enterococcus, Aerococcus, Vagococcus, Tetragenococcus,
Carnobacterium, Weissella, y Oenococ(28).

3.1.4 GéneroWeissella

El géneroWeissellafue designado por Collins en 1993. A partir de estudios taxonémicos y
bioquimicos se logré diferenciar del géndreuconostocdonde habia sido anteriormente
catalogado (34). Su nombre se debe al aleman Norbert Weiss conocido por sus numerosas
contribuciones en el campo de la investigacion de las bacterias del acido lactico (35). Las bacterias
del génerdVeissellapertenecen al filé-irmicutes claseBacilli, ordenLactobacillalesy familia
Leuconostocaceag86) y actualmente el género comprende 25 especies clasificadas en 5 ramas
filogenéticas (34).

Son bacterias Gram positivas, catalasa negativas, con morfologia bacilar o cocoide, inmoviles y
no formadoras de esporas. Su metabolismo es heterofermentativo, obteniendo como productos
finales AL, CQ, etanol y acetato principalmente. Todas las especies crecen entre los 15°C hasta
los 45°C (37). El habitat de estas BAL incluye una variedad de nichos ecoldgicos ricos en
nutrientes incluido material vegetal, alimentos fermentados, tracto gastrointestinal de los animales,
piel y leche (35). Sin embargo, la especi®\lesoli . es la Unica documentada donde se surgiere

gue su habitat natural es el suelo (38). El género tiene un gran potencial como probidtico y es
ampliamente utilizado por su generacién de exopolisacaridos como el dextrano.



La especieVN. solidebe su nombre al suelo, debido que fue aislada de un jardin en Suecia. Son
bacterias de 1 mm de didmetro, blanquecinas, lisas y convexas (38). Su temperatura de crecimiento
varia entre 4 y 40°C, pero no a 42°C. La produccion de AL se ve beneficiada a partir de L-xilosa,
galactosa, fructosa, ramnosa, manitol, celobiosa, lactosa y melicitosa.

3.1.5 Métodos de identificacion, caracterizacion y comportamiento de BAL
3.1.5.1Tincion de Gram

La tincion de Gram, es una técnica desarrollada por el Dr. Hans Gram en el afio 1884. Este método
consiste en la identificacion de microorganismos a partir de la coloracion de las membranas de las
células empleadas, diferenciando dos grupos: Gram positivos y Gram negativos (39). El principio
de esta técnica parte de las caracteristicas y estructura de la pared celular de iEs haster
bacterias Gram positivas cuentan con una pared celular gruesa (20 a 80 nm de espesor) compuesta
por varias capas interconectadas de peptidoglicano, que representan el 80 a 90%edgedaipar
como &cido teicoico y polimeros, que proporcionan impermeabilidad a la pared haciendo que
resista la decoloracién. Sin embargo, no cuenta con membrana celular exted2. (4%or el
contrario, las bacterias Gram negativas mantienen una capa delgada de peptidoglicano (2 nm) que
representa soélo del 10 al 20% de la pared, mas una membrana celular externa compuesta por
lipopolisacéridos, lipoproteinas y fosfolipidos (40,41,43). La figura 1 muestra la pared celular de
bacterias Gram positivas y negativas.

~ Peptidoglicano - Peptidoglicano

_.Membrana Plasmatica
Membrana

: J Espacio periplasmico
Plasmatica oo ESPE PEHpIE

Lipopolisacarido
y Proteina

Figura 1. Pared celular de bacterias Gram positivas y Gram negativas.

La técnica parte de las células fijadas sobre un portaobjetos que se tifien, primero con una solucion
de cristal violeta que tiene afinidad con el peptidoglicano de la pared bacteriana, permitiendo la
tincion, en este estado todas las células estan tefnidas. Posteriormente, el portaobjetos se cubre con
una solucién de yodo-yoduro potasico (lugol). Este sirve como mordiente e impide la salida del
cristal violeta por la formacion de un complejo insoluble en agua yodo-cristal violeta que satura
los espacios del peptidoglicano de la pared bacteriana (42,44,45). Seguidamente se procede con la
decoloracién, que emplea una mezcla de alcohol/acetona con el fin de eliminar el complejo yodo-
cristal violeta (43,44). Por ultimo se utiliza una coloracién de contraste empleando safranina que
sirve para teilir las bacterias que no pudieron retener el complejo (44,46).



Las bacterias Gram positivas al tener paredes celulares gruesas (gran cantidadaigi qeepd)
presentan mayor fuerza de retencion provocando que el complejo quede atrapado dentro de la
pared celular (42,46). Sin embargo, en las bacterias Gram negativas, la mezcla de alcohol/acetona
al ser un solvente lipidico, disuelve la membrana exterior de la pared celular, de modo que la capa
de peptidoglicano no es capaz de retener el complejo y la célula se decolora (4idciohae

Gram es un método sencillo, rapido y economico (39,40), que permite diferenciar las bacterias
segun las caracteristicas de su pared, observar las distintas morfologias (cocos, beeilos, co
bacilos), su agrupacion (aisladas, en cadena, en racimo, en tétradas) y su tamafio (43).

3.1.5.2Cinéticas de crecimiento

La cinética de crecimiento se encarga de comprender el comportamiento y reacciones de
microorganismos como las bacterias. Entre los aspectos se destacan el crecimiento, supervivencia,
muerte, adaptaciones, formacion de producto, ciclos celulares e interacciones con el medio
ambiente (47). Entender la cinética de crecimiento de las bacterias es una herramienta necesaria
en el control de los procesos, ya que su estudio se basa en las velocidades y mecanismos de
reaccion del microorganismo, donde se relacionan las concentraciones con el tiempo, conversion
de sustrato, concentracion de biomasa, concentracion de productos, etc (48,49), permitiendo
conocer los rendimientos y viabilidad de los procesos desde un punto de vista econémico.

Para que ocurra un crecimiento bacteriano 6ptimo es necesario primero tener una fuente de carbono
y nitrdgeno. Ademas, la incorporacion de micronutrientes representados por sales de Fe, Mn, Mo,
Ca, Zny Co (50), y los macronutrientes que son fuente de C, N, S, P, Ky Mg. Otro requerimiento,
son los componentes organicos, que no son sintetizados ni metabolizados por las células, en
cambio, son agregados como vitaminas, aminoacidos y acidos grasos no saturados (47).

Cuando se lleva a cabo una cinética de crecimiento, el microorganismo es inoculado en un medio
de cultivo. El crecimiento de la biomasa es medido con un espectrofotometro o lector de
microplacas, en el cual una fuente de luz con una longitud de onda establecida atraviesa un tubo
gue contiene el cultivo bacteriano. Conforme la concentracién celular aumenta el medio de cultivo
se vuelve mas turbio, generando una reduccion en la cantidad de luz transmii8). (1

cambio de la intensidad de la luz inicial con la luz transmitida se relaciona con la concentracion
del cultivo y se registra como absorbancia o densidad éptica (DO) (51,52).

La absorbancia no es una medida directa del nimero de células. Sin embargo, a o de e
valores es posible representar el crecimiento mediante una curva de crecimiento constituida por 4
etapas (54). Las curvas de crecimiento bacteriano (Figura 2) son representaciones empleadas para
caracterizar el metabolismo de las bacterias en una variedad de medios. Los cultivos [sacteriano
crecen exponencialmente y la DO aumenta en funcién del Log (DO), con el logaritniaQieda

posible observar un crecimiento lineal. Con las curvas de crecimiento también es posible conocer
la tasa de crecimiento, que es el cambio en el nimero de células por minuto, o bien se estima como
el cambio en la DO por unidad de tiempo (55).
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Figura 2. Curva de crecimiento bacteriano.

La primera etapa corresponde ddae deadaptacion que hace referencia al tiempo que tarda el
microorganismo en adecuar su metabolismo a las nuevas condiciones y nutrientes del medio de
cultivo, metabolizar la fuente de carbono disponible y alcanzar un estado fisiolégico capaz de tener
un crecimiento y division celular (54,56). Seguidamentiada exponenciakpresenta el periodo

en el que hay suficientes nutrientes; las bacterias recuperan el ciclo celular e incrementan su
namero exponencialmente al consumir a gran velocidad los nutrientes del (3@®dikste
crecimiento, division celular, replicacion de ADN, transcripcion del ARN y produccién de
proteinas ocurre rapidamente (55).

La fase estacionariaonsiste en una ralentizaciéon del crecimiento bacteriano y por ende, no se
presenta un aumento significativo en la densidad celular (56). Esto ocurre debido a la limitacion o
agotamiento de diversos nutrien(S), donde las fuentes de carbono se agotan y las células
contintan con vida hasta alcanzar la madurez, sin posibilidad de dividirse (54). Finalniasée, la

de muerte celulase da cuando las bacterias no pueden alimentarse y mantener la poblacién,
generando que el numero de células decrezca y ocurra la lisis celular debido a la liméacion
nutrientes (54,55).

3.1.5.3Pruebas API 50 CH

El API 50 CH es un sistema estandarizado compuesto por ensayos bioquimicos destinados al
estudio del metabolismo y patron de fermentacion de los carbohidratos presentes en
microorganismos (43). Y se utiliza en combinacion con el API 50 CHL Medium (tpplad la
identificacién deLactobacillusy microorganismos proxinsg57).



Tabla 1. Composicion del medio APl 50 CHL Medium.

Compuestos Concentracion (g/10 ml)
Polipeptona (origen bovino/porcino 10
Extracto de levadura 5
Tween 80 1ml
Fosfato dipotasico 2
Acetato sodico 5
Citrato diamodnico 2
Sulfato de magnesio 0,20
Sulfato de manganeso 0,05
Parpura de bromocresol 0,17
Agua desmineralizada 1000 mi
pH 6,7-7,1

Referencia: (58).

Cada test cuenta con 10 galerias compuestas por 50 microtubos distribuidas en 5 columnas (10
microtubos c/u). Cada microtubo contiene una zona anaerobia (tubo) para el estudio de
fermentacion, y una zona aerobia (cUpula) para el estudio de oxidacién o asimilacion, tal como se
muestra en la Figur@8. El primer microtubo sirve como control negativo dado que no cuenta con
ningun sustrato y los siguientes contienen sustrato deshidratado (hidratos de carbono y derivados
como heterésidos, polialcoholes, acidos urénicos) (43,59).

e — Cupula

P Tubo

Figura 3. Partes del microtubo de la prueba API 50 CH.

Los sustratos (Tabla 2) pueden ser metabolizados por diversas rutas bioquimicas, como la
asimilacion, que se indica por el crecimiento del microorganismo en la cupula por ser la Gnica

fuente de carbono. La oxidacion, mostrada por un cambio de color en la cupula debido a la
produccion aerobica de acido o bien la fermentacion, que presenta un cambio de color en el tubo,
y es debido a la produccion anaerobia de acido detectado por el indicador de pH incluido en el

medio elegido (59).



Tabla 2. Sustratos incluidos en los microtubos de la prueba API 50 CH (58).

Tubo Ensayo Sustrato Tubo Ensayo Sustrato
0 25 ESC Esculina
1 GLY Glicerol 26 SAL Salicina
2 ERY Eritritol 27 CEL D-Celibiosa
3 DARA D-Arabinosa 28 MAL D-Maltosa
4 LARA L-Arabionosa 29 LAC D-Lactosa
5 RIB R-Ribosa 30 MEL D-Melibiosa
6 DXYL D-Xilosa 31 SAC D-Sacarosa
7 LXYL L-Xilosa 32 TRE D-Trealosa
8 ADO D-Adonitrol 33 INU Inulina
9 MSX Metil- ' -Xilpiranésido 34 MLZ D-Melecitosa
10 GAL D-Galactosa 35 RAF D-Rafinosa
11 GLU D-Glucosa 36 AMD Almidén
12 FRU D-Fructosa 37 GLYG Glicégeno
13 MNE D-Manosa 38 XLT Xilitol
14 SBE L-Sorbosa 39 GEN Gentibiosa
15 RHA L-Ramnosa 40 TUR D-Turanosa
16 DUL Dulcitol 41 LYX D-Lixosa
17 INO Inositol 42 TAG D-Tagatosa
18 MAN D-Manitol 43 DFUC D-Fucosa
19 SOR D-Sorbitol 44 LFUC L-Fucosa
20 MDM  Metil- . ' -Manopirandsido 45 DARL D-Arabitol
21 MDG Metil- . " -Glucopiranésida 46 LARL L-Arabitol
22 NAG N-Acetilglucosamina 47 GNT Gluconato potasico
23 AMY Amigdalina 48 2KG 2-cetogluconato potéasic
24 ARB Arbutina 49 5KG 5-cetogluconato potasic

El principio de la prueba parte de poner en suspension el microorganismo a estudiar en el medio y
después se inocula en cada tubo de la galeria. Durante la incubacion, el catabolismo de los glucidos
produce acidos organicos que hacen virar el indicador del pH. Los resultados obtenidos
constituyen el perfil bioquimico y permiten la identificacion del microorganismo con la ayuda del
programa informatico APIWEB' (58).

3.1.6 Importancia y usos

El metabolismo de las BAL genera algunas sustancias como acidos organicos (AL, AA, acido
propionico), acetaldehido, etanol, peroxido de hidrogeno, dioxido de carbono, diacetil,
bacteriocinas, entre otros (28,60). Estos propician un ambiente hostil para el crecimiento y la
supervivencia de microorganismos patdgenos debido a la disminucion de pH y la generacion de
compuestos inhibitorios (25,61). La utilizacién de BAL estd ampliamente desarrollada en la
iNnGXVWULD DOLPHQWDULD SDUD OD B®:IRUPDFLYyQ GH VDERU
patdgenos, valor nutricional, gelificacion de la leche, reduccién de lactosa, formacién de aroma y
PDGXUDFLYQ G KR8) BraciasXakygrodiccion de exopolisacaridos y modificacion de
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proteinas durante el proceso de fermentacion. Esto sucede debido a su actividad metabdlica sobre
lipidos, proteinas y azlcares favoreciendo la digestion y preservacion de los alimentos (28).

Un ejemplo de uso, son las bacteriocinas. Consideradas como biopreservantes naturales, dado que
evitan el desarrollo de poblaciones de microorganismos &suoberichia coli, Pseudomonas,
Salmonella, Staphylococcus, Listerngos y levaduras (25), ya sea por su patogenicidad o por

su efecto deteriorador. Son una alternativa al uso de aditivos quimicos, dado que no son téxicas al
ser consumidas, y resisten temperaturas de produccion en planta de alimentos como los
tratamientos térmicos (62). Las BAL también son empleadas como probidticos, debido a su
produccion de acidos organicos inhiben potencialmente el crecimiento de bacterias patdégenas, que
al disminuir el pH reduce las enfermedades gastrointestinales como diarrea y sindrome de colon
irritable, su uso se extiende ademas para los ensilajes forrajeros y el ensilaje de pescado (7).

3.2 Acido lactico

3.2.1 Definicion

El AA (&cido 2-hidroxipropanoico) es un compuesto organico formado por los grupos funcionales
alcohol y carboxilo. Es incoloro, inodoro, soluble en agua y por lo general se encuentra en estado
liquido. En su estado puro, son solidos altamente higroscopicos, y forman cristales blancos (63,64).
El AA esta formado por 3 carbonos (Figura 4), donde el carbono 2 es asimétrico, que da lugar a
su actividad éptica (63). Este &cido es producido por animales, microorganismos, plantas y puede
obtenerse a partir de quimicos derivados del carbén como el acetileno, aceites como el etileno, o
bien, a partir de materiales de origen renovable como el etanol o el acetaldehido (32). El ser
humano es capaz de metabolizar el isomero L(+), mientras que el isémero D(-) es perjudicial para
el metabolismo (2).

O

HO HO
OH OH

O i

H, CH;

L - (4) - Acido lactico D - (-) - Acido lactico

Figura 4. Formas isométricas del &cido lactico.
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3.2.2 Aplicaciones

El AA es un &cido orgéanico y versatil, sus aplicaciones pueden clasificarse en 3 areas principales:
alimentaria, farmacéutica, cosmética y quimica. En la industria alimentaria es utilizado por su
capacidad de inhibir el crecimiento de microorganismos sin alterar las caracteristicas
organolépticas de los productos. Por ende, es utilizado como preservante de carnes, embutidos,
frutas y verduras (65,66), como gelificante en jaleas y mermeladas, como acidulante y acentuador
de sabor en bebidas con zumos, confiteria, aderezos, vinos y cerveza, como emulsionante y
estabilizador en panaderia y en general para la produccion de quesos, yogures, requesones, entre
otros (61, 68, 69).

En la industria farmacéutica y cosmética se emplea como electrolito de sueros intravenosos y
fuente de minerales, asi como humectante, antimicrobiano, rejuvenecedor de la piel y regulador
de pH. Ademaés es utilizado en la fabricacion de ungiientos, lociones, suturas quirdrgicas y protesis
(61, 68). En la industria quimica el acido lactico se emplea para preparar disolventes limpios,
neutralizantes, desincrustantes y desinfectantes. Adicionalmente para la sintesis de aglutinantes
para textiles y papeles, para sintetizar acido acrilico para adhesivos y pinturas y 1-2 propanodiol
para la elaboracién de anticongelantes. Sin embargo, actualmente uno de sus usos de mayor
importancia es como mondémero para sintetizar el cido polilactico (2,65).

3.2.3 Produccioén de acido lactico

La produccion del acido lactico se lleva a cabo mediante fermentacion microbiana obteniendo
isbmeros puros, o bien, mediante sintesis quimica obteniendo mezclas racémicas de acido D-y L-
lactico (66). A nivel industrial cada isémero tiene aplicaciones distintas, sin embargo, dado que
las propiedades fisicas como solubilidad y punto de fusion son similares, la separacion de cada
isbmero es una tarea costosa y complicada (65). Por este motivo a nivel de mercado la obtencion
de isbmeros puros tiene mas valor, siendo entonces la produccion de AL por via biotecnolégica la
mas atractiva y utilizada a nivel mundial.

3.2.3.1 Sintesis Quimica

La sintesis quimica parte de la reaccion del &cido cianhidrico con acetaldehido, que al emplear un
catalizador se da la formacion del lactonitrilo (ecuacion 1). Posteriormente, mediante destilacion
se recupera el lactonitrilo y este es sometido a una hidrélisis a 100°C en la que se emplean acidos
fuertes como el B8Oy 0 HCI con lo que se obtiene el 4cido lactico (mezcla racémica) y sal de
amonio (ecuacién 2) (54,64). Posteriormente, resulta necesaria la purificacion del AL el cuél es
sometido a un proceso de esterificacion empleando metanol para producir metil-lactato (ecuacion
3), esto permite que el producto sea extraido y purificado por destilacién, seguidamente es
hidrolizado para producir nuevamente AL y obtener el metanol anteriormente utilizado (66,69)
(ecuacion 4).
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La sintesis quimica presenta como desventajas un rendimiento de ~60%, emplea solventes dafinos
para el medio ambiente (recursos petroquimicos) que implican un mayor gasto energético y
condiciones de operacidon mas severas (65). La principal desventaja es que no se obtiene un
producto puro, sino una mezcla racémica lo que hace menos atractivo y mas costoso este
procedimiento.

3.3Fermentacion

El proceso de fermentacidn consiste en la preparacion de un medio de cultivo rico en azlcares que
serd empleado como sustrato y seguidamente inoculado con el microorganismo. Empleando un
biorreactor o fermentador y estableciendo las condiciones de trabajo, la produccién de acido
lactico ocurre durante la fermentacion vy finaliza cuando todo el azucar se ha consumido (64).
Posteriormente, es necesaria la separacion y la purificacion del AL. Una de las desventajas de este
proceso es el costo operativo, dado que es necesario que el material y los medios empleados estén
esterilizados para evitar contaminaciones, asi como los costos elevados que implica la separacion
y purificacion (69).

La fermentacion es un proceso metabdlico de hongos, bacterias y levaduras. Donde ocurre la
transformacion de compuestos organicos como azlcares en sustancias mas simples. Los
microorganismos utilizan los sustratos y nutrientes presentes en el medio de cultivo como
alimentos para multiplicarse, de modo que en el transcurso del proceso van aumentando su
concentracion, a la vez que se modifican los sustratos del medio de cultivo y por accion microbiana
son transformados en biomasa y metabolitos mas simples que pueden incluir acidos organicos,
alcoholes, compuestos volatiles de aroma, exopolisacéridos, péptidos, bacteriocinas y/o sustancias
antimicrobianas, entre otros (#R2).

Existen factores internos y externos que pueden influir en el desarrollo del proceso. A nivel interno
destacan los factores genéticos de los microorganismos que intervienen directamente en los
procesos metabdlicos. A nivel externo se consideran variables de manipulacion fisica tales como
la temperatura, agitacion, aireacion y pH (73). Factores quimicos como los macro y
micronutrientes, fuentes de carbono y nitrdgeno, asi como vitaminas, aminoacidos, entre otros
(32). La Figura 5 muestra un esquema del proceso segun lo establece (73).
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Figura 5. Influencia de los factores internos y externos sobre la fermentacion.

Los procesos fermentativos pueden desarrollarse a pequefia 0 gran escala. Existen 6 tipos de
fermentacion, siendo la alcohdlica, lactica, malolactica, propionica, butirica y acética. Durante la
produccion de un metabolito como el AL a partir de una fermentacion lactica empleando BAL, la
fermentacion puede ser escalada en diversas etapas. Comenzar empleando placas con
micropocillos, continuar con microbiorreactores, posteriormente a matraces y finalmente emplear
ELRUUHDFWRUHYV (O YROXPHQ GH WUDEDMR LQLFLDO FRUUH\

3.3.1 Fermentacién Microbiolégica

Actualmente la mayor produccién del &cido lactico es generado a partir de rutas biotecnolégicas
empleando BAL homo y heterofermentativas (74), este proceso consiste en la fermentacion de
sustratos ricos en carbohidratos empleando bacterias u hongos y tiene la ventaja de producir AL
Opticamente puro L(+) y D({60). Para lograr la efectividad del proceso es necesario establecer
las condiciones durante la fermentacion que favorezcan el crecimiento celular y produccién del
metabolito. Las condiciones son el tipo de microorganismo, pH, temperatura, agitacion, tipo de
fermentacion, fuente de carbono y nitrégeno (75). Como parte de sus ventajas, existe la posibilidad
de emplear materia prima de origen vegetal como trigo, papa, tapioca, yuca, melaza, cafa de
azucar, maiz, suero de leche, etc (69), lo que permite el aprovechamiento de carbohidratos
renovables de residuos agroindustriales. Los carbohidratos se suplementan si es necesario para
asegurar el crecimiento adecuado del microorganismo.

3.3.2 Equipo y escala de produccion

3.3.2.1Microplaca

Una microplaca es una placa hecha cominmente a base de polipropileno que cuenta con multiples
pocillos utilizados como pequefios tubos de ensayo. Tienen la capacidad de ser almacenadas a
bajas temperaturas durante periodos prolongados o bien pueden ser calentadas segun las
necesidades del experimento. Existen diversos tipos de microplacas. Segun su uso pueden contar
con 6, 12, 24, 96, 384 o incluso 1.536 pocillos organizados en una matriz rectangular de formato
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2:3. Los pocillos pueden ser circulares o cuadrados y ser empleados con multiples fines. Las placas
GH SRFLOORV FXHQWDQ FRQ XQD FDSDFLGDG GH / HQ FL
cuenta con identificacion alfanumérica (76). Cuenta con bordes altos y paredes lisas libre de estrias
gue previenen una contaminacion cruzada.

3.3.2.2Microbiorreactor

Son biorreactores a pequefia escala también conocidos como micromatrices de 24 biorreactores.
Los 24 recipientes cilindricos tienen un volumen de trabajo de 5 mL y estan distribuidos en un
casette de policarbonato. Su disefio permite controlar variables esenciales durante un proceso de
fermentacion, tales como temperatura, oxigeno disuelto, pH y agitacién (77). Los 3 disefios de
casette y el cierre de los pocillos permiten desarrollar fermentaciones en condiciones aerébicas
anaerobicas y el cultivo de células de mamiferos e insectos.

3.3.2.3 Biorreactor

Un biorreactor, también llamado fermentador es un recipiente de reaccion en el cual selleva a ca

la fermentacion mediante una reaccion bioldgica en estado liquido o sélido (78). Para que esto
ocurra, se crean condiciones éptimas para el cultivo y multiplicacion del microorganismo con el
gue se trabaje (72). Durante el desarrollo del proceso, es necesario que existan condiciones
controladas (temperatura, pH y agitacion), para asegurar la homogeneidad entre los componentes
del sistema y obtener el metabolito de interés. Dichas condiciones determinan la forma de
construccion de los biorreactores (72,78) como el suministro de nutrientes (carbono, nitrégeno,
fésforo y sales). Si la fermentacidn es anaerdbica es necesario corroborar que exista el suministro
de oxigeno para mantener la aireacion del medio.

3.3.2.3.1 Partes de un biorreactor

Las fermentaciones llevadas a cabo en biorreactores industriales constan de 13 piezas distintas qu
aseguren la eficacia del proceso. La Figura 6 muestra 7 de las partes principales que componen el
biorreactor (79).

a F L =

Tubo de aircacion Mampara Toma de muestra ~ Termpozo Condensador Seplo Puerto triple

Figura 6. Partes principales que componen los biorreactores.

15



El tubo de aireacidén cuenta con pequeiios orificios en la parte inferior que garantizan que la
corriente de gas o aire sean expulsados al medio. Este es utilizado para satisfacer la demanda de
oxigeno de un cultivo. Lammamparasse utilizan para aumentar la eficiencia de la mezcla
asegurando la homogeneidad en el medio. Si estas no son utilizadas el flujo del medio puede
volverse laminar, lo que provoca una mala eficiencia de mezcla y transferencia de rdsa. El

de muestrase utiliza como una conexién directa con el medio, empleado para extraer muestras y
efectuar mediciones o analisis segun correspondarfabpozapermite controlar la temperatura
durante el proceso de fermentacion (79).

El condensadores la salida de aire que evita la disminucién de volumen y concentracion de
nutrientes generada por la evaporacion durante la fermentacion cuando existen temperaturas
elevadas y aireacion del cultivo. &tptg esta hecho a base de caucho de silicona y puede ser
utilizado como un puerto de adicion al perforarlo con una o mas agujpsei triple es un
dispositivo que permite tres conexiones simultaneamente. Este es utilizado generalmente para la
adicién de acido, base y antiespumante. Sin embargo, en fermentaciones fed-batch puede ser
utilizado como puerto de alimentacion (79). El disefio del biorreactor cuenta ademas con sensores
de pH, oxigeno disuelto, y de nivel. Asi como un puerto de adicion, sensor de biomasa o tapén y
tornillos ciegos anchos y delgados.

3.3.2.3.2 Operacion de un biorreactor

Segun el microorganismo que se utilice, el metabolito de interés y el rendimiento deseado, la
operacion del biorreactor puede variar. Existen 3 modos de operacion: discontinuo, semicontinuo
y continuo.

3.3.2.3.2.1Discontinuo o batch

La fermentacion tipo batch es la forma de cultivo mas utilizada. Las caracteristicas del proceso
son previamente conocidas, tales como volumen de trabajo, concentracion inicial del inéculo,
tiempo de fermentacion y condiciones de operacion.

El proceso inicia al introducir al biorreactor el volumen del medio de cultivo estéril y
posteriormente se inocula con el microorganismo seleccionado. La fermentacion ocurre durante el
tiempo esperado y seguidamente se cosecha el caldo. Este proceso se considera un sistema cerrado,
dado que el crecimiento de microorganismos ocurre sin que las condiciones del medio sean
alteradas por nutrientes adicionales, existiendo un volumen constante y solo las condiciones del
medio son controladas por el operador (pH, espuma, temperatura, aire, velocidad de agitacion, etc)
(80,81).

La composicion del medio de cultivo, la concentracion de la biomasa y la concentracion de

metabolitos cambia generalmente como resultado del metabolismo de las células. El proceso
finaliza cuando todo el sustrato es consumido por la biomasa. Las ventajas que presenta este
proceso estan los tiempos de cultivo cortos generando bajo riesgo de infeccion y/o contaminacion,
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bajos costos de inversion, un proceso versatil, entre otras. Los inconvenientes que presenta son la
necesidad de un in6culo por batch o lote, tiempos muertos de esterilizacion, llenado, cosecha,
limpieza y fluctuaciones en la calidad del producto (81).

3.3.2.3.2.5emicontinuo o fed-batch

En la fermentacion tipo fed-batch el medio de cultivo es agregado por etapas paraaganantiz
crecimiento Optimo del microorganismo. En este proceso el volumen de trabajo aumenta conforme
trasciende la fermentacion, sin embargo, es similar al proceso batch, dado que las condiciones del
medio son controladas por el operador tales como el pH (adicion de &cido o base), nivel de espuma,
temperatura, oxigeno disuelto, velocidad de agitacion, etc (81).

El proceso inicia al introducir al biorreactor una parte del medio de cultivo e inocularlo con el
microorganismo seleccionado, posteriormente ir afladiendo sustrato de manera escalonada a
medida que progresa la fermentacién. El objetivo de agregar nutrientes de forma semicontinua es
gue se mejora la productividad al mantener una baja concentracién del sustrato (80,82). Esto
permite que el microorganismo mantenga un crecimiento constante y los nutrientes no se acaben
hasta que se termine la fermentacion.

Las ventajas de este tipo de fermentacion es que existe un alto indice de productividad debido al
tiempo de cultivo, mantiene condiciones éptimas y una alta flexibilidad. Sin embargo, existen
muchos tiempos muertos y desgaste de material. Ademas, la velocidad de adicion del medio de
cultivo posterior al inicio de la fermentacién debe ser lenta, de lo contrario el microorganismo
podria presentar inhibicién del crecimiento por exceso de nutrientes.

3.3.2.3.2.3ontinuo

El proceso de fermentacion continuo consiste en proporcionar nutrientes y retirar productos de un
biorreactor a una tasa constante (82). A ciertas condiciones el cultivo puede alcanzar un estado
estacionario en el tiempo. Por ende, este proceso se puede utilizar para producir sustancias
biologicas a condiciones Optimas y para estudios fisiolégicos (80). El objetivo de este tipo de
fermentacion es minimizar los costos e incrementar los rendimientos, a pesar de esto no es un
método tan utilizado como la fermentacion tipo batch.

Entre sus ventajas destaca la posibilidad de obtener un producto consistente en su calidad, bajo
costo de personal y procesos automatizados y econdémicos. Sin embargo, requiere una misma
calidad en la materia prima, una alta inversion para la automatizacion del proceso, tiene un alto
riesgo de contaminacion y mutacién (81).

3.3.3 Maedios de cultivo

El medio més utilizado para las BAL corresponde al MRS. El medio fue desarrollado por Man,
Rogosa y Sharpe en 1960 como una busqueda para sustituir el jugo de tomate previamente
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utilizado, dado que no todas las bacterias del género presentaban un crecimiento apropiado y el
jugo era muy variable de un lote a otro (83). Su composicion ha permitido el desarrollo adecuado
de lactobacilos y otras BAL.

En su composicion, la peptona, glucosa, extracto de carne y levadura son las que aportan vitaminas,
minerales, nitrégeno y carbono, identificAndose como las fuentes nutritivas. Los factores que
estimulan el crecimiento bacteriano e inhiben el desarrollo de otros microorganismos son
aportados por las sales de magnesio, manganeso, sodio y el tween 80. Este medio al ser rico en
nutrientes y las BAL son bacterias Gram positivas el citrato de amonio actla como agente
inhibitorio del crecimiento de bacterias Gram negativas (84). A diferencia del caldo, el agar tiene
la misma composicion, solo que cuenta con agar bacterioldgico (12 g/L) y su pH final debe ser de
6,4 (85). A pesar de que el MRS es el medio ideal de crecimiento, en diversos estudios se ha
explorado el aprovechamiento de medios alternativos que buscan disminuir los costos y revalorizar
residuos agroindustriales (62). La tabla 3 muestra un resumen de los medios alternativos
comunmente utilizados. Sin embargo, existen otros no mencionados en este documento.

Tabla 3. Sustratos alternativos empleados para el crecimiento de BAL y produccién de AL.

Sustrato Mi croorganismo Acido Lactico Autores
Lactobacillusplantarum

Alfalfa Lactobacilluszelbruekii 34-434 9L (86)
Almidon de iame Lactobacillusdelbruekiissp. bulgaricus 16,26 % (60)
Banano Lactobacilluscasei 1.49 g/L/h (68)
Jugo de datil Lactobacilluscasei ssprhamnosus 22,5-24,8 g/L (87)
Jugo de pifia Lactobacillusacidophilus (54)
Lactobacilluscasei ssprhamnosus 102 g/L (88)
Leche Lactococcudactis ssp. lactis (89)
Lactobacillusdelbruekiissp. bulgaricus (90)
. : 96,7 g/L (92)
Maiz Lactobacillusrhamnosus 99.6 g/l (92)
Melaza Lactobacillusplantarum 84,2 g/L (93)
Naranja Lactobacillusdelbruekiissp.delbruekii 6,72 g/L/h (65)
Soya Lactobacillusrhamnosus 125 g/L (94)
Lactobacillusparacasei (95)
Lactobacillusbulgaricus 10 % (96)
Lactobacillusdelbruekiissp. bulgaricus 36,7 g/L (97)
Suero de leche 25 giL (98)
Lactobacilluscasei 76,24 g/L (99)
1,2 g/L/h (75)

La tendencia actual se basa en el uso de residuos agroindustriales que aun poseen concentraciones
importantes de carbohidratos o polisacaridos que pueden ser aprovechados. Algunas de las
tendencias en ascenso hacen referencia al uso del suero de leche (75).
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3.3.3.1Suero de leche

(O VXHUR GH OHFKH WDPELpQ FRQRFLGR FRPR ODFWRVXHUR
UHVXOWD GH OD FRDJXODFLYQ GH ODV SURWHtQDYV FDVHLFD
(100). Representa aproximadamente el 90% del volumen de la leche y se encuentra compuesto por
carbohidratos, minerales, vitaminas y proteinas. Existen dos tipos de suero de leche: el dulce y el
acido. Su variacion se debe principalmente en el contenido de minerales, acidez, composicion
guimica de la proteina, asi como al proceso de eliminacion de la caseina.

La caseina en el suero dulce se elimina por la coagulacion de la renina y en elidoese da

por la fermentacion o adicion de acidos organicos (101). La tabla 4 muestra la composicion
nutricional del suero de leche dulce y acido, y la tabla 5 muestra las vitaminas y aminoacidos que
lo componen.

Tabla 4. Composicion del suero de leche dulce y &cido (101,102).

Componente % plv Suero dulce (g/L) Suero acido (g/L)
Calcio 8,0-10,0 0,4-0,6 1,2-1,6
Cloruros -- 1,1 1,1
Fosfatos - 1,0-3,0 2,0-4,5
Lactato -- 2 6,4
Lactosa 4,5-5,0 46,0-52,0 44,0-46,0
Lipidos 0,5-8,0 - -
Proteina 0,8-1,0 6,0-10,0 6,0-8,0

Sdlidos totales -- 63,0-70,0 63,0-70,0

Tabla 5. Concentracion de aminoacidos y vitaminas presentes en el suero de leche (101).

Aminoacido Concentracion g/100 g proteing Vitaminas Concentracion (mg/ml)
Treonina 6,2 Tiamina 0,38
Cisteina 1 Riboflavina 1,2

Metionina 2 Acido nicotinico 0,85
Valina 6 Acido pantoténicc 3,4
Leucina 9,5 Piridoxina 0,42
Isoleucina 5,9 Cobalamina 0,03

Fenilalanina 3,6 Acido ascorbico 2,2

Lisina 9 -- --
Histidina 1,8 -- --
Triptéfano 15 - --

Desde el punto de vista nutricional el suero de leche es un residuo valioso. Sin embargo, su
utilizacion es poca comparada con su produccion, generando volumenes de residuo considerables
(96). Su descarga en el medio ambiente provoca dafos importantes en los ecosistemas, dado que
interfiere negativamente en la estructura fisica y quimica del suelo, generando una disminucion en
el rendimiento de los cultivos agricolas y un agotamiento del oxigeno disuelto en mantos acuiferos
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(95,101). Sin embargo, a través de procesos de bioconversion pueden obtenerse del suero
productos con un alto valor comercial (96).

El suero de leche se utiliza en la industria alimentaria por sus propiedades gelificantes y
emulsificantes para la elaboracion de productos cérnicos, bebidas fermentadas, postres, confiteria,
lacteos y panaderia. A nivel farmacéutico se emplea para pomadas antifungicas, alimentos
dietéticos, pastas dentales y formulas para nifios (100). A nivel quimico se usa pana obtene
aislados, concentrados e hidrolizados de proteina (102). En la industria textil se usa para la
produccion de polimeros biodegradables, fabricacién de papel, pinturas y barnices. Finalmente, a
nivel industrial se utiliza para la produccion de biomasa, exopolisacaridos, acidos organicos como
etanol, acido lactico, acético y propionico, etc (101).
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4. MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental para el desarrollo del presente estudio se llevé a cabo en el Cemtab Nac

de Innovaciones Biotecnologicas (CENIBIot). En total, se caracterizaron 30 aislamientos de BAL
procedentes de residuos agroindustriales para identificar el aislamiento mas promisorio en funcion
de la produccion de AL. La seleccion del aislamiento més promisorio se basé en la DOmax, la tasa
de crecimiento, la produccion de ALAA, el consumo de glucosa, la reaccion con 49 azucares
mediante las pruebas API 50 CH, asi como su potencial de crecimiento en medios alternativos.
Los resultados obtenidos permitieron utilizar el aislamieWeissella soli previamente
identificada como la més promisoria para prodétiren un biorreactor (7 L) a escala de planta
piloto.

4.1 Aislamientos de bacterias acido lacticas

Los aislamientos de BAL utilizados, fueron proporcionados por el Centro Nacional de Ciencia y
Tecnologia de Alimentos (CITA), y proceden de residuos agroindustriales. Los 30 aislamientos
estudiados se muestran en la tabla Al (anexo A) con su respectivo codigo de identificacion, especie
y procedencia. La tabla 6 muestra los aislamientos clasificados de acuerdo con su procedencia.

Tabla 6. Clasificacion de la especie de los aislamientos de las BAL de acuerdo con el tipo de
residuo del cual fueron extraidas.

Procedencia Especie de la bacteria

Lactiplantibacillus pentosus
Broza de café Leuconostoc pseudomesenteroides
Lactiplantibacillus paraplantarum

Residuos de zanahoria Weissella soli

Leuconostoc falkenbergense
. . Levilactobacillus brevis
Residuos de naranja-banano
Lactiplantibacillus pentosus
Lactiplantibacillus argentoratensis

Celdas de combustible microbiana d Lacticaseibacillus paracasei subsp. toleran
aguas mieles de café

Lactobacillus harbinensis
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4.2 Activacion de aislamientos de BAL

Los aislamientos de BAL se almacenaron en tubos eppendorf con glicerol y se congelaron a -80°C.

El proceso de activacion consistio en tres pasos (Figura 7). En el primer paso se realizé un rayado
mediante el método de rayado por estria del aislamiento y se sembr6é en una placa Petri para
posteriormente incubarlaa 24 £+ 2 ha 37,0 £ 0,5°C.

Posteriormente, el segundo paso consisti6 en tomar con un asa de siembra una colonia de las
bacterias en la placa y se disolvié en 5 ml de Caldo Man, Rogosa y Sharpe(8WjRrt Aldrich)

en tubos de ensayo de 15 ml. Los indculos se incubaron durante 24 + 2 h a 37,0 £ 0,5°C. El tercer
paso consistié en rayar nuevamente una placa Petri a partir del caldo. Una vez réglipads@

de activacion a partir del rayado final se tomé una colonia de cada aislamiento paeadkdwar

los ensayos de cinética de crecimiento.

X . L
5o — 1983 —
) Cepas BAL Rayado de cepas BAL In6culo Rayado de cepas BAL
criopreservadas a -80°C Agar MRS Caldo MRS Agar MRS
37,0 £0,5°C, 24 £ 2h 37,0 £0,5°C, 24 + 2h 37,0 £ 0,5°C, 24 + 2h

® @ ® ®

Figura 7. Procedimiento para la activacién de aislamientos de BAL.

4.3 Preparacion de los medios de cultivo

Se empleo agar y caldo MRS (Sigma Aldrich) para la siembra en placa Petri y preparacion de
in6culos, dilucién, montaje de microplaca, microbiorreactor y biorreactor. El agar y caldo se
prepararon disolviendo 61 y 51 g respectivamente en 1 L de agua de ésmosis. La dilucién se
completé empleando una placa calefactora con agitacién a 700 rpm por 15 min. Posteriormente,
los medios fueron esterilizados en una autoclave (Tuttnauer, 3870 EHS) a 121°C por 45 min. La
preparacion del medio en las placas consistio en verter 25 ml de agar de forma homogénea en cada
placa Petri. Este proceso se realizd en una camara de bioseguridad en condiciones asépticas.
Posteriormente, se dejaron solidificar por 20 min y se almacenaron a 4°C.

4 .4 Dilucién

El proceso de dilucion se efectio con el fin de conocer las condiciones iniciales de crecimiento de
la bacteria en caldo después de 24 h. Esta informacion es necesario determinarla previo a los
ensayos a escala de laboratorio y a escala de planta piloto. A partir de esta informacion se
determind la concentracion necesaria para la siembra de cada aislamiento en una nder8placa
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pocillos, en un casette o un biorreactaa.dilucion consistié en agregar caldo MRS e inéculo
previamente homogenizado en tubos eppendorf en una proporcion 1:2, 2:4, 3:4 segun fuera
necesario. Posteriormente, se procedio al llenado de una placa de 96 pocillos para determinar las
FRQGLFLRQHY LQLFLDOHV VHJ~Q VHD LQGLFDGR SRU HO OHF)

4.5Caracterizacion de la cinética de crecimiento ds &slamientos de bacterias acido
lactico.

El desarrollo de este objetivo consistio en dos pasos. El primero abarco los ensayos de tincion de
Gram de la totalidad dedaislamientos de BAL. La prueba se efectud para conocer la morfologia

y medir el tamafio de las bacterias incluidas en este estudio. Este proceso consistié en la
preparacion del frotis y la tinciobn de las bacterias. Posteriormente, en el segundo paso se
caracterizo la cinética de crecimiento de las bacterias en microplaca.

45.1 Tincién Giam

45.1.1.1 Preparacion del frotis

En el centro de un portaobjetos de vidrio, limpio y seco, se colocaron dos gotas de agua estéril con
un asa de siembra bacterioldgica. Seguidamente, una colonia se colocé en el agua estéril. Este
procedimiento se repitié en cada uno deaislamientos de BAL. El material se froté directamente
sobre el portaobjetos para formar una suspensién bacteriana homogénea y se dejo secar.

4.5.1.2Tincién de Gram

Las células fijadas al portaobjetos se cubrieron con una solucion colorante de cristal violeta, se
dejaron reposar por 1 min y se retir6 el colorante mediante un suave lavado con agua de 6smosis.
Posteriormente, se agrego Lugol y se dejo reaccionar por 2 min, el exceso se retiaaba ag
o0smosis y se decoloré la muestra al incorporar una mezcla de alcohol-acetona al portaobjetos. Las
bacterias (Gram +) que mantienen el color violeta, después de transcurrido 1 min se lavaron con
agua de 6ésmosis. Las bacterias (Gram -) que perdieron el color violeta se les afiadié safranina,
después de transcurrido 1 min se retird el exceso de colorante con agua de Ostaadisdtwndo.

La morfologia de Isaislamientos se observd con un microscopio (Motic, BA310) con un objetivo
40X/0,65.

4.5.2 Cinética de crecimiento de las BAL

En una placa de 96 pocillos se incorpordé caldo MRS como medio de control y el inoculo
previamente diluido de cada uno ds &slamientos de las BAL por triplicado. La absorbancia
LQLFLDO FRUUHVSRQGLY D QP \ XQ YROXPHQ GH O /D
tomaron las mediciones cada 15 min en el lector de microplacas durante 24 + 2 h a 37 = 0,5°C.
Los datos obtenidos permitieron el célculo de la DOmax y la tasa de crecimiento de las BAL. De

la totalidad de los aislamientos se seleccionaron nueve para realizar los ensayos en un
microbiorreactor.
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4.6 Cuantificacion de la produccion de &cido lactico y consumo de glucosa de las bacterias
acido lacticas a escala de laboratorio

Este objetivo consistio en cuantificar la produccion de acido lactico y el consumo de glucosa de
las BAL para elegir el aislamiento mas promisorio segun la tasa de produccion de acido lactico.
El desarrollo de este objetivo consistiddos ensayo<$l primero abarco la fermentacion de las

BAL en un microbiorreactor. Posteriormente, se ejecuté el procedimiento APl 50 CH para la
totalidad de ls aislamientos en estudio.

4.6.1 Proceso de fermentacién en un microbiorreactor a escala de laboratorio.

La preparacion consistié en un rayado previo en placa Petri de los nueve aislamientos de BAL
seleccionados. Los indculos se prepararon con sus correspondientes diluciones para conocer las
concentraciones iniciales de las bacterias. Posteriormente, el montaje en un casette (MicroReactor
Technologies modelo Pall,) consistié en incorporar caldo MRS como medio de control y el inoculo
de cada aislamiento de BAL por triplicado. La absorbancia inicial se ajusté a 0,05 nm y un volumen
de 5 ml. Posteriormente, el casette se incorpor6 a un microbiorreactor (Biotechology, Applikon)
durante 24 £ 2 h a 37 £ 0,5°C con agitacién constante (Figura B1, andxiosBbrenadante se

extrajo transcurrido un tiempo de 24 h, luego se filtr6 (0, P las muestras se almacenaron a

4 + 0,5C. (Figura B2, anexo B). La produccion de acido lactico, acido acético y glucosa
consumida por cada aislamiento de BAL se cuantificd en el laboratorio de quimica del CITA,
mediante HPLC. Las mediciones se realizaron por duplicado.

4.6.2 Prueba de fermentacién de carbohidratos APl 50 CH

Para la preparacion de las muestras, se inicioé con el rayado de nueve aislamientosmadik

MRS vy fueron incubadas durante 24+ 2 h a 37+ 0,5°C. Posteriormente, se procedio a preparar e
in6culo empleando como medio de cultivo el API 50 CHL MedlirnioMérieux (Figura B3,

anexo B). La turbidez se mantuvo en un valor de 2 en la escala McFarland para asegurar un
suspension bacteriana densa. La prueba de fermentacion de carbohidratos se llevo a cabo con el
sistema miniaturizado API 50 CM (bioMérieux) que permite identificar bacterias del género
Lactobacillus(Figura B4, anexo B).

Este sistema cuenta con una plantilla plastica con un total de 5 galerias (FiddueaBite la
inoculaciéon se mantuvo una ligera inclinacion en la plantilla para evitar la formacién de burbujas
de aire durante el llenado. Finalmente se coloco la tapa plastica del kit sobre las galerias y se
incubaron durante 48 + 2 h a 37+ 0,5°C. Los resultados se reportaron en imagenes, y se analizaron
con el programa APIWEB' (bioMérieux).
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Figura 8. Galeria con 10 microtubos.

4.7 Proceso de produccion de AL del aislamiento més promisorio en un biorreactor a escala
de planta piloto.

El desarrollo de este objetivo se enfoco en la produccidh dea ejecucion constd de dos etapas.

La primera consistié en someter el aislamiento elegido como el mas promisorio a diversos
tratamientos a base de sales, azUcares, extractos y peptona junto con suero de leche, con el fin de
determinar los suplementos que potencian su crecimiento y evaluar la eleccion del mejor extracto
mediante la fermentacién en matraz. La segunda etapa consisti6 en la fermentacion en un
biorreactor haciendo uso de los suplementos seleccionados en la etapa previa. Los suplementos
seleccionados consisten en glucosa, fructosa, extracto de levagtdPEu KHoPQu. El orden

de las etapas permite conocer el comportamiento del aislamiento con diversos extractos, y verificar
Si su comportamiento es el mismo al aumentar su volumen de trabajo.

4.7.1 Uso de suplementos con un medio alternativo para la fermentacién en placas de 96
micropocillos.

El crecimiento del aislamiento elegido como el mas promisorio se analiz6 en dos medios
alternativos (base y sintético) y en la adicion de suplementos a base de sales, fuentes de carbono y
nitrégeno en el medio de cultivo con el fin de conocer si existia una mejor alternativa a las
combinaciones previamente reportadas en la bibliografia. En total se efectuaron 18 tratamientos
por triplicado con dos repeticiones.

Se consideré la DOmax y la tasa de crecimiento. Se utilizé Mg3&0 (J.T. Baker, 10 g/L) y

peptona (Oxoid, 100 g/L), estos suplementos se evaluaron en dos concentraciones diferentes en la
microplaca. Ademas, se utiliz6:KPQ: (Fermont, 50 g/l), MnS® £ © (Sigma, 10 g/L),

extracto de carne (Oxoid, 100 g/L), extracto de levadura (Sigma, 100 g/L), glucosa (PhytoTech,
100 g/L), KKkPQu (Fisher Chemical, 12,5 g/L), NBI (Sigma, 1,3 g/L, pH = 7), (Nbk SQu

(Sigma, 2,6 g/L, pH =7) y NMDH (2 g/L, pH = 7). Adicionalmente, se emple6 caldo MRS como
control positivo, suero de leche previamente centrifugado a 25°C y 2500 rpm, un medio base y un
medio sintético. La tabla 7 muestra la composicién de cada tratamiento empleado y la tabla 8 la
composicion del medio base.
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Tabla 7. Composicion de los tratamientos empleados para evaluar la eficacia de los suplementos.

Control

Extracto Extracto

Disolucion negativo K2HPOs MgSOs7H20 1) MgSOs7H20 7 MnSOs44H.O Pep 10 Pep 20 Glucosa Levadura  Carne KH2POs NH4Cl (NH4)2S0Os NH4OH
Suero 125 125 125 125 125 125 125 125 125 125 125 125 125 125
Glucosa 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25
Agua 90 80 89,5 85 88,75 65 40 40 80 70 80 75,5 75,5 75,5
Suplemento 0 10 0,5 5 1,25 25 50 50 10 20 10 14,5 14,5 14,5
In6culo 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

Tabla 8. Composicion del medio de cultivo base

Reactivo Concentracion (g/L)
Glucosa 50,0
Ext. Levadura 4,00
MgSQy 7H.O 0,60
Acetato de sodio 1,00
MnSQ; 4H,0 0,03
KH2PQy 0,50
KoHPOy 0,50
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4.7.2 Procesos de fermentacion a escala de planta piloto.

4.7.2.1Preparacion de los medios

Los medios elegidos como alternativa para reemplazar al caldo MRS se prepararon previo a los
procesos de fermentacién y fueron conservados en refrigeracion a 4°C hasta su uso. El medio
sintético seleccionado se compone de 1 L de agua de 6smosis, 10 g de glucosa, 10 g de fructosa,
10 g de sacarosa y 15 g de extracto de levadura. El mbdse de suero de leche se compone de

1 L de suero previamente pasteurizado a 75°C durante 5 min en una tetera (Westfalia-GEAS,
Bonn), y centrifugado, 0,5 g delPQ; 0,5 g de KHPQ4 Este tiene un valor deH entre 6,5y

6,8. Posteriormente, se afadieron 40 ml de extracto de levadura (100 g/L).

4.7.2.2Fermentacién en matraz

El montaje en matraz consistio en incorporar el medio de crecimiento y el inoculo del aislamiento
de BAL previamente seleccionado como el mas promisorio por triplicado. La absorbancia inicial
gue fue previamente definida correspondié a 0,05 nm y un volumen de 1 L. Posteriormente, los
matraces se colocaron en una incubadora con agitacion (Thermo scientific, MaxQ 480 R HP)
durante 24 + 2 h a 37 + 0,5°C, 200 rpm. La toma de las muestras (10 ml) se realiz6 al inicio y
posteriormente cada 2 h, se determin®€ el valor de pH, y se filtraron 1,5 mL de la muestra
para su posterior analisis mediante HPLC.

4.7.2.3Fermentacion en biorreactor

Las fermentaciones se llevaron a cabo en un biorreactor (Applikon Biotechnology) de 7 L de
capacidad, con sensores de pH, temperatura, oxigeno disuelto y nivel (figura 9). En total se
utilizaron 6 biorreactores. El biorreactor se ensambld con puerto de adicién del medio de cultivo,
in6culo, entrada de acido y base, toma de muestra, tubo de aireacion, condensador, 3 mamparas, 2
agitadores de 5 hojas planas tipo rushton con una separacion de 7 cm. Los detalles de la
configuracion se muestran en la figura B5 y B6 (anexo B).

Figura 9. Biorreactor y tapa Applikon Biotechnology de 7 L de capacidad.
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Las fermentaciones se llevaron a cabo por triplicado para los dos medios de cultivo seleccionados,
mediante un proceso discontinuo, se emple6 un volumen de trabajo de 4 L. La toma de muestra
(10 mL) se realizé al inicio y posteriormente cada 2 h por un periodo de 20 h. Durante la
fermentacion se controlaron los parametros de la acidez del medio de @liVigmr de pH se
mantuvo en 6,80 a partir de NaOH 2M como medio baseSQOH2M como medio acido, la
temperatura se mantuvo en 37°C, la generacion de espuma se regulé con la adicion de
antiespumante (antifoam 204 al 10 %), ademas se mantuvo una agitacion constante de 200 rpm.

El intervalo de la toma de muestra se cambi6 cada hora cuando la bacteria present6 un crecimiento
exponencial. A partir de la muestra obtenida se mid¥Oale cada biorreactor con cubetas y un
espectrofotometro UV-visible (Perkin ElImer, Lambda 35) y se filtraron 1,5 mL del caldo para un
posterior analisis mediante HPLC.

4.8Disefio Experimental y analisis estadistico.

Para las evaluaciones de cinética de crecimiento y la densidad de crecimiento de las BAL se utilizd
un disefio experimental completamente al azar simple con 30 factores con 4 repeticiones. Las
variables independientes corresponden a los aislamientos de BAL y las variables respuesta
corresponden a la DOmax y la tasa de crecimiento.

Para las evaluaciones de fermentacion en un microbiorreactor y cuantificacion de la produccion
de &cido lactico y el consumo de glucosalakaislamientos de BAL, se utilizé un disefio
experimental completamente al azar simple con un total de 2 repeticiones. Las variables
independientes corresponden a los nueve aislamientos de BAL. Las variables respuesta
corresponden a la produccién de AL, AA y al consumo de glucosa. Ademas, se incluy6 caldo MRS
como un control positivo.

El estudio de tratamientos mediante la adicién de suplementos en el medio de cultivo evaluado
mediante cinéticas de crecimiento empled un disefio experimental completamente al azar con 18
factores con 2 repeticiones. Las variables independientes corresponden a los tratamientos (control
positivo y negativo, medio sintético, medio estandar, Mg&®iO (2 concentraciones), peptona

10 y 20%, kHPQ4 (2 concentraciones), MnSOf 20, extracto de carne, extracto de levadura,
glucosa, KHPQs, NH4Cl, (NH4)2 SOsy NH4OH)) y las variables respuesta corresponden a la
DOméax y la tasa de crecimiento. La fermentacién en matraz empleando los tratamientos elegidos
a partir de las cinéticas de crecimiento empleo un disefio experimental completamente al azar con
2 factores (medio sintético y suero de leche suplementad)epeticiones. Las variables
independientes corresponden a los tratamientos y las variables respuesta correspod@en a la

pH y produccién de AL, AA y consumo de azucares.

La produccion de AL del aislamiento mas promisorio mediante fermentacion en un biomeactor
escala de planta piloto empleando diferentes medios de cultivo empled un disefio experimental
completamente al azar con 2 factores (medio sintético y suero de leche suplemgrg@ado)
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repeticiones. Las variables independientes corresponden a los medios empleados y las variables
respuesta corresponden @@, la produccion de AL, AA, consumo de glucosa y NaOH (pH).

Para el analisis estadistico se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) de un solméalitorte

la prueba de Tukey para determinar los efectos de las variables y las interacciones con un valor de
XWLOL]DQGR OLQLWDE (O D QaGt@ilewr e fide Get&idihé? HU R E |

los aislamientos que presentaran los valores maximosd® hala tasa de crecimiento, a la vez

gue no presentaran diferencias significativas entre si. Para el segundo y tercer objetivo, el andlisis

estadistico se empled para determinaalslamientos que presentaran mayor produccion de AL,

AA y el consumo glucosa, fructosa, sacarosa, lactosa y galactosa.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion de la cinética de crecimiento de los aislamientos de bacterias acido lacticas

4.1.1 Tincién de Gram

Los resultados de las tinciones de Gram efectuadakpad@ aislamientos se muestran en la tabla
9, se identificaron nueve especies, siebdcticaseibacillus paracassubsptoleransla especie
mayoritaria yLevilactobacillus breviy Lactobacillus harbinensidas minoritarias.

Tabla 9. Morfologia, tamafio y resultado Gram para 30 aislamientos de BAL analizadas.

Especie Cddigo Morfologia 7DPDxR
2A2-B
1-C1-C

P2
P4
P6

Lacticaseibacillus paracassubsp. | Apzz_gp

tolerans 11.C1-B Coco 0,1

11C2C
[-C2
P9 Bacilos 0,38
P10
P13
29
Weissella soli 31
30-2 Coco 0,1
19-2
68-3
70-1
Lactiplantibacillus pentosus 16
17-2 Coco 0,1
69
71-6
Lactiplantibacillus argentoratensis 70-2
Lactiplantibacillus paraplantarum 19-1
Levilactobacillus brevis 68-1 Coco y cocobacilos 0,2
Lactobacillus harbinensis P7
Leuconostoc falkenbergense 66-2
17-1

Leuconostoc pseudomesenteroides 18 Coco 0,1

Coco y cocobacilos 0,15

Coco y cocobacilos 0,15

Coco y cocobacilos 0,18

Bacilos 0,25
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Los ensayos de las tinciones de Gram revelaron que el 100% alsldonientos estudiados son

Gram positiva, lo que implica que tienen una pared celular gruesa compuesta por peptidoglicano
y polimeros lo que permite la retencion del cristal violeta afiadido durante el proceso de tincion
(103). Este procedimiento permite conocer algunas caracteristicas de las bacterias en estudio, tal
es el caso del tamafio y la morfologia. La espemiticaseibacillus paracasasubsptolerans se

destaco, el 43% del total de aislamierge identificoO con esta especie. Ademasaislamients
presentaron una morfol@gvariable entre estas. aislamientos cocoide (15%) y bacilar (38%)
presentaron un tamafo promedio de OR y 0,38 P respectivamente. En el caso de la
combinacion cocos y cocobacilos (47%) el tamafio promedio es de B, Esta especie destaca

por presentar una morfologia de baston, caracteristica indicada en su nombre, pero con un tamafio
superior cercano a 0,8P (104).

Del géneroLactiplantibacillusla especiel. pentosug78%) presentd cuatro aislamientos con

morfologia combinada entre cocos y cocobacilos con un tamafio promedio deR),18s

aislamientos bacilares de 0,29 y sélo un aislamiento cocoide de 0,P de tamafo. Las

bacterias de esta especie se caracterizan principalmente por tener bastoncillos rectos de hasta 1,2
P o bastones pequefios con bordes curveados conocidos como coc¢ba)ldsste resultado

coincide con la morfologia de daislamientos estudiados en esta especie, a excepcién de su

tamafo. Las especik. argentoratensisy L. paraplantarum (11%) cada una se describe

principalmente como bacterias cocobacilares con un tamafio promedio de (,86,107). Sin

embargo, Is aislamientos estudiados en este trabajo mostraron un tamafio promedio Be 0,2

La morfologia de los aislamientos &eissella soli, Leuconostoc (pseudomesenteroydes
falkenbergense3e distinguid principalmente por ser bacterias pequefias (0,1P0&n forma

cocoide y cocobacilar. Algunos autores indican que en ambos casos predomina la morfologia de
coco pero que puede haber presencia de cocobacilos debido a su forma lenticular (1,23,35). Sin
embargo, indican un tamafio superior para bacterias del gémeronostocon valores cercanos

a 0,9-1,2 P (106). Finalmente, las especlssvilactobacillus breviy Lactobacillus harbinensis
sedestacan por su forma cocoide o cocobacilar (108).

Las tinciones de Gram son analisis sencillos que brindan informacion util. Si bien, son
ampliamente utilizados para conocer el tamafio y morfologia de las especies, este analisis permite
identificar la existencia de otros microorganismos, siendo un indicativo en caso de que la muestra
en estudio esté contaminada. En este estudio se identificaron aislamientos de otros
microorganismos com8taphylococcus epidermysEnterobacter cloacaesin embargo, estos no
forman parte del alcance del presente estudio. Durante el analisis, las BAL son Gram positiva, sin
embargo, el aislamiento con identificacionElecloacaepresentd una tincion negativa. Los 30
aislamientos estudiados presentaron morfologia y tincion acorde a lo descrito en la teoria, sin
embargo, los tamafos reportados en este experimento fueron inferiores. La figura 10 muestra la
morfologia coco, bacilos y cocobacilos con el fin de ilustrar las diferencias en la forma de las
bacterias.
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Figura 10. Morfologia cocoide, bacilar y cocobacilar de BAL identificadas a partir de tincion de
Gram.

El desarrollo de este primer andlisis brinda una idea clara de las caracteristicas de los
microorganismos en estudio. Este analisis justifica la ejecucién de las pruebas de cinética de
crecimiento bacteriano, dado que permite agrupar los aislamientos en estudio segun su tamafio,
morfologia y especie permitiendo comparar las curvas de crecimi@max y tasa de
crecimiento.

4.1.2 Cinéticas de crecimiento de BAL en microplaca

Los datos d®Omax y tasa de crecimiento se obtuvieron a partir de los 30 aislamientos de BAL
analizados mediante cinéticas de crecimiento, se muestran en kaZghltexo A). Las curvas de
crecimiento fueron distribuidas segun su especie con el fin de fakilitamparacion entre $o
aislamientos de la misma especie. La figura 11 muestra las curvas de crecimiento de los
aislamientos de. paracasei subsp. tolerans.

0,0 i - T T T T !
0,0 5,0 10,0 Tiempo (h) 150 20,0 25,
—=— L. paracasei subsp. tolerans_P2 L. paracasei subsp. tolerans_P4 —=— L. paracasei subsp. tolerans_P6
—e— L. paracasei subsp. tolerans_P8 —e— L. paracasei subsp. tolerans_P9 L. paracasei subsp. tolerans_P10

s L. paracasei subsp. tolerans_2A2-B—— L. paracasei subsp. tolerans_IA2-P—— L. paracasei subsp. tolerans_P13
—+— L. paracasei subsp. tolerans_lI-CI-B—+~— L. paracasei subsp. tolerans_II-C2-C=— L. paracasei subsp. tolerans_|-C2
+— L. paracasei subsp. tolerans_II-CI-C

Figura 11. Curvas de crecimiento de 13 aislamientof aeicaseibacillus paracassubsp.
tolerans.
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La figura 11 muestra las curvas de crecimiento de la espaciieaseibacillus paracassubsp.
toleransque representa el 43% del total de los aislamientos, siesdslamientos P6 y P840
de mayor DO, con valores de 1,510+0,014 y 1,490+0,057 respectivamente. Al contrario, el
aislamientdl-CI-C presento6 la menddO (1,116+0,666), asi como la menor tasa de crecimiento
(0,115 £0,08}, generando una curva distinta a las demas. Estas diferencias de crecémiento
podrian deber a la diversidad de morfologia, tamafio o bien a la fuente de extraccion. Sin embargo,
estos aislamientos mantienen una morfologia cocoide y cocobacilar, un tamafio promedio de 0,15
Py la fuente de extraccién fue las aguas mieles de café para todas las cepas. Por endénla variac
podria deberse a la adaptacion de cada aislamiento al ambiente, la competencia entre ellas, y a las
diversas etapas del proceso de crecimiento.

La figura 12 presenta las curvas de crecimiento de diversos aislamientos, (a) correspondiente a
siete curvas de crecimiento de la espéaietiplantibacillus pentosugue representa el 23% del

total de I aislamientos, (b) presenta tres curvas de la espéeissella soli(c) presenta tres
aislamients de Leuconostoc pseudomesenteroigidssuconostoc falkenbergenggd) muestra

cuatro especies combinadasadtiplantibacillus paraplantarum, Levilactobacillus brevis,
Lactobacillus harbinensis, Leuconostoc falkenbergense
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Figura 12. Curvas de crecimiento de aislamientos de(gentosus(b) W. soli,(c) L. pseudomesenteroidggd) cuatro aislamientos
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Las curvas de crecimiento de la espéeietiplantibacillus pentosugpresentada en la figura 12.a
muestra el comportamiento de siete aislamientos, siendo las especies 70-1, 19-2 y 71-6 quienes
presentaron los OD con los valores mas altos (1,662 0,011, 1,563 +0,091 y 1,554 +0,051),
respectivamente. Al comparar la pendiente de las curvas, los aislamientos 70-1 y 19-2 mostraron
la mayor pendiente, y por ende, la mayor DO. Sin embargo, el aislamiento 70-1 pessento
segundo lugar la menor tasa de crecimiento del totidsdgislamientos con un valor de 0,139
+0,013, en consecuencia su curva de crecimiento se muestra por debajo en comparacion con los
otros aislamientos, ademas, necesitd mayor tiempo para alcanzar la fase estacionaria.

Los valores de DOméax d¥. soli(aislamientos 31 y 29) representados en la figura 12.b fueron de
1,504 £0,059 y 1,500 +0,04%atasa de crecimiento (0,256 £0,321,229 +0,014)El aislamiento

30-2 presento la menor DOmax y tasa de crecimiento de los 30 aislamientos estudiados, (0,401
+0,226y 0,048 +0,024), respectivamenkd.analizar la curva de crecimiento, a partir de las 13,5

h aumenta sDO lo que podria indicar que su fase de adaptacién es muy prolongada y requiere un
tiempo de fermentacion superior a las demas, pero tal comportamiento no pudo confirmarse dado
que el experimento se desarrollé en un periodo de 24 h.

Los aislamients Leuconostoc pseudomesenteroigidssuconostodalkenbergenséfigura 12.9
destacan debido a las diferencias en su DORl&islamiento 66-2 presentd la may@®maéax de

esta categoria. En cuara la forma de las curvaes aislamientos 66-2 y 18 alcanzaron la fase
estacionaria al mismo tiempo. Sin embargo, el aislamiento 17-1 mostré variaciones en su
crecimiento, por ejemplo, no alcanzé la fase estacionaria, que podrian deberse a la adaptacion del
aislamiento al medio de cultivo, temperatura y pH. En la figura 12.d se muestran cuatro
aislamients de distintas especies. A partir de las 2 [5abtiplantibacillus paraplantaruml9-1

inicié su fase exponencial mostrandose como el de mayor crecimiento. Sin ermbetgjuacillus
harbinensisP7 presentd la mayor pendiente, destacando como el aislamiento déd@apero

al tener una tasa de crecimiento desfasada su crecimiento no se identificé desde el inicio y tardo
mas tiempo en alcanzar la fasacionaria.

Para el total de aislamientos evaluados, en promedio la fase exponencial alcanzé su punto maximo
a las 10 h de fermentacion y la curva de crecimiento para todas las bacterias llegd hasta la fase
estacionaria, sin mostrar la curva de descenso en la fase de muerte celular. Esta sitleloén se
a tres factores principales: el periodo de tiempo evaluado (24 h), el volumen de trabajo limitado

/ \HO PHGLR GH FXOWLYR XWLOL]DGR &056 (VWH ~OW
permite el crecimiento adecuado de la mayoria de BAL durante su proceso de fermentacion.

Investigaciones han reportado valores similares a los obtenidos en este trabajo (109,110). Vargas,
(2021) cuantificé la produccion de acido lactico y bacteriocinas de trece aislamientéd de B
obtenidas de residuos agroindustriales. A partir de la cinética de crecimiento bacteriano (CMRS y
37°C), obtuvo valores de DOmax de 1,536 +0,195 y 1,629 +0p228 dos aislamientos de
paracasei(109). Nguyen y col., (2003) estudi6 el crecimientd_dparacaseiextraida de soya
fermentada y obtuvo unBOméax de 2,0 (110). En ambos ejemplos los valores se muestran
cercanos a los obteniglen esta investigacion, en el primer casaliglamients también fueron
extraidos de residuos agroindustriales a nivel nacional, en el segundo caso los resultados superiores
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podrian atribuirse al medio de obtencion, o bien, la adaptacion del aislamiento a las condiciones
del proceso.

Dey et al., (2019) utilizé el aislamiento &é. confusa DDA7 extraida de kimchi de diversos
restaurantes en corea del sur con el fin de demasti@otencial como antagonista de bacterias
patégenas. Empleando CMRS obtuvo un valorDd@gméax de 1,5 (111) en la cinética de
crecimientoa 37°C. Ye et al., (2018) aisM/. viridescensle carne con el objetivo de evaluar la
capacidad antimicrobiana &. viridescengontraListeria monocytogenesa evaluacion déa

cinética de crecimiento usando dos concentraciones iniciales del inéculo obtuvo un DOmax de 1,3
cercano a las 24 h de fermentacion (1A2)bas investigaciones, la especie utilizada es distinta,
pero los valores obtenidos se mantuvieron cercanos al valor maximo de 1,504 +0,059.

Rivera de la Cruz et al., (2017) estudiaron aislamientos de BAL extraidas de quesos mexicanos
con el fin de demostrar que la fermentacion acido lactica podria ser una alternativa a la
pasteurizacion. Para ello emplearon tres aislamientos distintos, siendo una Heussiaestoc

sppcon un valor de DOméax de 1,14 a las 6,5 h de fermentacion (113). Por su parte Andreevskaya
et al., (2018) estudié la competencia de tres aislamientos de BAL en CMRS a 30°C. Ebtaislami

L. gelidummostréel mayor crecimiento con un valor de DOmax de 2,0 (114).

Otras publicaciones emplearon aislamientos diferentes en condiciones de trabajo similares (CMRS
y 37°C). Nguyen-Sy et al (2020) emplearon aislamientds giantarumy L. pentosugxtraidas

de leche materna (1, 3 y 6 meses) para establecer un nuevo método de determinacién de la fase
lag, durante las cinéticas de crecimiento obtuvieron valores de DOmax de 1,348 y 0,984
respectivamente (115). Ademas, Dimov et al., (2014) analizaron trece aislamientos de BAL con el
fin de simplificar un modelo matematico de crecimiento bacteriano a diferentes temperatiras. Lo
aislamientos empleadas correspondémctobacillus delbrueckjiextraidas de yogurt casero de

leche de vaca, bufalo y oveja en Bulgaria. Durante las pruebas de cinéticas de crecimiento
obtuvieron un valor d®Oméax de 0,790 (116). Finalmente, Montero et al., (2020) utlliz6
rhamnosusGG para el disefio de una bebida probidtica a base de suero de leche y guayaba, al
estudiar su crecimiento obtuvo un valor de 1,891 +0,005 (117). Investigaciones previas sobre el
comportamiento, [®Omax y la tasa de crecimiento de las BAL se desarrollaron en condiciones
similares a las expuestas en este trabajo, ademas obtuvieron resultados similares a los del presente
estudio. En cuanto a la morfologia, la zona geogréfica, la fuente de extraccion y la adaptacion del
microorganismo es importante mencionar que pueden interferir directamente en los resultados
obtenidos.

La eleccién de Ipaislamientos que continuaron con el desarrollo del segundo objetivo se hizo en
base al analisis estadistico (Tabla A2, anexo A). Los dieciocho aislamientos que no presentaron
diferencias significativas (p < 0,05) en su DOmax fueron consideradas para la ejecucién del
proceso de produccidon dé¢. a escala de laboratorio. Este proceso corresponde a la segunda etapa
del presente estudio. Sin embargo, debido a que solo nueve aislamientos podian continuar por
razones practicas, se eligieron aquellas que también presentaron la mayor tasa de crecimiento,
priorizando que no presentaran diferencias significativas entre si. A excepcion del aislamiento
Lactiplantibacillus pentosugcodigo 70-1) que se incluyd en el andlisis ya que tuvo la mayor
DOmax de los 30 aislamientos estudiados. La tabla 10 muestislimientos elegido
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Tabla 10. Aislamientos de BAL elegidos para la fermentacién en microbiorreactor

Cadigo Especie de la bacteria DOmax Tasa de crecimiento (H)
70-1 Lactiplantibacillus pentosus 1,662+0,011 0,139+0,013x!
19-2 Lactiplantibacillus pentosus 1,563+0,091"° 0,267+0,018°

31 Weissella soli 1,504+0,059"¢ 0,256+0,022¢
29 Weissella soli 1,500+0,045°¢ 0,229+0,015¢def
17-2 Lactiplantibacillus pentosus 1,492+0,039°°¢ 0,224+0,013¢def
66-2 Leuconostoc falkenbergense 1,477+0,058"¢ 0,225+0,049cdef
P10 Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerar 1,471+0,028¢ 0,201+0,033%¢"9
68-3 Lactiplantibacillus pentosus 1,469+0,035°°¢ 0,231+0,048¢def
69 Lactiplantibacillus pentosus 1,457+0,086"¢ 0,225+0,019¢def

4.2 Cuantificacion de la produccién de acido lactico y consumo de glucosa de las bacterias acido

|acticas a escala de laboratorio

4.2.1 Proceso de fermentacién en un microbiorreactor

La tabla 11 muestra los valores obtenidos a partir del analisis estadistico y la figura 13 muestra la

produccion de cada aislamiento.

Tabla 11.Produccién dé\L, AA y consumo de glucosa para nueve aislamientos de BAL

Especie

A. Lactico (g/L)

A. Acético (g/L)

Glucosa (g /100 g)

Lactiplantibacillus pentosus_70-1
Lactiplantibacillus pentosus_69

Lactiplantibacillus pentosus_17-2

Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans_|

Lactiplantibacillus pentosus_68-3
Leuconostoc falkenbergense 66-2
Lactiplantibacillus pentosus_19-2

Weissella soli_29

Weissella soli_31

20,833+2,73¢F
20,100+2,754P
20,100+2,562
19,867+2,757
19,850+2,829
19,350+3,336"
19,133+2,553°
18,633+2,666"
18,550+2,533°

4,023+0,680"
4,367+0,626
4,115+0,660°
3,965+0,553°
3,868+0,492°
3,490+0,598
3,530+0,47G"
3,888+0,698°
3,858+0,586"

0,000+0,000-9¢f
0,000+0,000f
0,069+0,072cdef
0,000+0,000
0,183+0,193
0,000+0,000
0,000+0,000f
0,000+0,000
0,062+ 0,065 cdef

Produccién de acidos organicos
(g/L) y consumo de glucosa
(g/1009)
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Figura 13. Produccion de AL (g/L), AA (g/L) y consumo de glucosa (g/100 g) para nueve
aislamientos de BA
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A partir del andlisis por HPLC se cuantifico la produccion de metabolitos, siendo los aislamientos
deW. soli 29,L. pentosus70-1 yL. pentosus69 los que presentaron la mayor produccion de AL
(20,833 +2,731 g/L, 20,100 +2,754 g/L y 20,100 +£2,562 g/L) respectivamente. Mientras que la
produccion de AA fue de 4,023 +£0,680 g/L, 4,367 +0,626 g/L y 4,115 +0,660 g/L. Al contrario, e
aislamientoL. pentosus19-2 presento los valores mas bajos de ambos subproductos en ambos
casos. Sin embargo, los analisis estadisticos mostraron que no hay diferencias significativas entre
las muestras evaluadas y los valores de AL y AA obtenidos. A pesar de analizar aislamientos de
cuatro especies distintds. pentosus, W. soli, L. paracaseibsptoleransy L. falkenbergense)
laproduccion de AL mantuvo valores cercanos entre si. La mayor variabilidad corresponde a 2,283
g/L en la produccion de AL, lo que se considera una variacion aceptable. Esto se corrobora con el
andlisis estadistico donde no existieron diferencias significativas entre los aislamientos.

La produccion de AA se mantuvo en un rango dei3}8 g/L, lo que se corrobora al no existir
diferencias significativas entre ellas, a excepcion slaiglamients L. pentosuy W. soli(70-1 y

31 respectivamente). Esta Gltima obtuvo la menor produccion de AA. A nivel industrial, el uso de
un aislamiento es viable si se obtiene una alta produccién de AL y una baja produccién de AA
dado que favorece el proceso de extraccion del AL disminuyendo los procesos necesarios para la
purificacion. De los nueve aislamientos en estudio sélo tres presentaron presencia delglucosa (
pentosus69, L. paracaseisubsp tolerans P10 yL. pentosus19-2) posterior a la fermentacion,
siendoL. paracaseisubsp tolerans P10 la de menor consumo. Un microorganismo capaz de
generar metabolitos secundarios tales como el AL con un bajo consumo de azlcares como la
glucosa resulta conveniente, dado que es capaz de adaptarse al medio de cultivo sin la necesidad
de suplementos y por ende, implica un menor costo.

En la literatura, cuando se ha utilizado caldo MRS como medio de cultivo encontraron resultados
similares a este trabajo(49,1421). Por ejemplo, la aplicacién de plantarumDSM 20174
reportd una produccion maxima de 17,75 + 1,38 g/L de AL (118). Empléahdevisdio como
resultado una producciéon de 17,6 = 0,1 g/L (49). Los resultados obtenidos con eLusasie

CCDM 198 reportaron 19,50 g/L de AL, con un rendimiento de 97,5% y 2,43 g/L/h de
productividad (119)Otras investigaciones reportaron valores inferiores de la produccion de AL.
Una fermentacion realizada durante 78 h con CMRS utilizado como medio obtuvo una produccion
maxima de 6,08 y 6,16 g/L paraslaislamients L. plantarumy L. casei,respectivamente (120)
Finalmente, el uso deeuconostoc mesenteroides E18port6 valores de ~12 g/L (121).

4.2.2 Prueba de fermentacién de carbohidratos API 50 CH

La figura 14 muestra los resultados obtenidos para cuatro aislamienfmen{osus 17-2,W.

soli_29, L. pentosusl19-2 yL. paracasei subsp. toleranB10 en orden de mayor a menor
fermentacion, el resto de las fotografias se muestran en el anexo B (Figura B7-B11). La figura 15
muestra los resultados obtenidos de esta prueba para el toshdéaimientos en estudio. Siendo

la primera columna el nombre de las especies estudiadas, la segunda indica el color
correspondiente al control negativo. Y las columnas posteriores hacen referencia a las 49 azucares
estudiadas clasificadas segun monosacaridos, disacéaridos, polisacaridos, polioles y sales, asi como
el porcentaje de azucares empleadas por cada unsaislémients.

38



e T T e e el |

Yyl v |

Q.—T—\AQ QAA .'Jh

1 l"ii“iii

Figura 14. Coloracion obtenida de pruebas API 50 CHL para aislamientos acomodadas de mayor
a menos consumo, (k) pentosus 17-2, (b)W. soli 29, (c)L. pentosusl9-2 y (d)L. paracasei
subsp tolerans P10.
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Figura 15. Resultados obtenidos de las pruebas API 50 CH para nueve aislamientos de BAL
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Las pruebas API 50 CH funcionan a base de un indicador de pH. El cambio de color ocurre debido
a la acidificacion del medio causado por la fermentacion del sustrato. Conforme la BAL crece y
se alimenta produce metabolitos como los acidos organicos (AL, AA, etc), el cual acidifica el
medio de crecimiento, que al reaccionar con los azucares presentes en los microtubos provoca un
viraje de color. Un resultado negativo indica que no hay consumo del azucar. Este comportamiento
se observo eros aislamients L. pentosus_70- L. paracaseisubsp.tolerans_P10.Para
identificar un resultado como positivo o negativo se compara el color obtenido en los microtubos
con respecto al control negativo.

Durante el proceso de inoculacién el medio empleado presentd una coloracion purpura (Figura
B12, anexo B). Sin embargo, conforme transcurrieron las 48 h de fermentacion, la coloracién vario
indicando si el aislamiento utilizo los azlUcares como sustrato para su fermentacion. A partir de los
colores obtenidos, se identificé si el resultado fue positivo 0 negativo. La figura 14 muestra los
resultados obtenidos para cuatro aislamientos, organizados de mayor a menor porcentaje de
utilizacion de azucares. De izquierda a derecha y de arriba abajo se obtuviesnaes de
fermentacion de 65%, 59%, 22% y 2%.

Estas pruebas permiten conocer el comportamiento de los microorganismos. Sin embargo,
presentan algunas limitaciones. La identificacién de un resultado positivo o negativo se basa en un
color, generando que los resultados se reporten a partir de un criterio subjetivo de la persona que
las aplica. Lo cual podria influir en la identificacion de los microorganismos, asi como en la
atribucién de las caracteristicas como la adaptabilidad a medios alternativos. Por este motivo, con
el fin de facilitar la visualizacion y comprension de la prueba, la figura 15 muestra dos
coloraciones, azul para un resultado negativo y amarillo para un resultado positivo.

Las nueveBAL seleccionadas fermentaron diversos azucargsentosus17-2,W. soli 29 yW.

soli_31 fermentaron la mayor cantidad de azUcares del panel evdfilaiklamientoV. soli 31

logro transformar azucaenonosacaridos, tales como la L-arabinosa, D-ribosa, D-galactosa, D-
glucosa, D-fructosa, entre otros. Ademas, redujo azucares disacaridos, como la D-maltosa, la
D-lactosa, D-sacarosa, esculinarbutina, polisacaridos como la D-rafinosa y la inuwjin@olioles

como D-manitol y D-sorbitol. Adicionalmente, fue el Gnico aislamiento que ferment6 una sal

3 luconato potésicd Al contrario,L. pentosus_70-¥ L. paracasei subsp. tolerans_P&6lo
fermentaron un azdcar de la totalidad del panel, D-turanosa y D- manitol, respectivamente.

Del total de azucares presentes en los microtubos, ninguno fue metabolizado completamente
(100%) por los nueve aislamientos. Un total de once azUcares (22,45%) obtuvieron el mayor
porcentaje de fermentacién (78%) dividido entre los monosacaridos (D-galactosa y D-glucosa),
disacaridos (D-celobiosa, D-maltosa, D-sacarosa, D-trehalosa, D-turanosa, arbutina y esculina), y
polioles (D- manitol y D- sorbitol). Un total de catorce azucares que representan el 28,57% no
fueron fermentados por ninguno de los nueve aislamientos, entre estos el glicégeno, L-xilosa, D-
tagatosa, D-fucosa, entre otros. Este fendmeno podria no ser el mismo para otros microorganismaos,
sin embargo, la forma de metabolizar los sustratos de las BAL puede variar de un aislamiento a
otro. Las condiciones de adaptacion, la temperatura y el proceso de fermentacién podrian interferir
directamente en los resultados obtenidos. Los resultados del consumo de azlcares se muestran en
la tabla 12.
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Tabla 12. Clasificacion de azucares metabolizadas por los nueve aislamientos de BAL y su
porcentaje de consumo.

Clasificacion Nombre Consumo %
D-galactosa y D-glucosa 78
D-ribosa, D-fructosa, D-manosa y N-acetilglucosamine 67
L-arabinosa, Metil- ' -xilopiranosida y Metil- ' -

Monosacarido glucopiranosida 56
L-sorbosa y L-rhamnosa 33
D-arabinosa y D-xilosa 11
D-lixosa, L-xilosa, D-tagatosa, D-fucosa, L-fucosa y
Metil- ' -xilopiranosida 0
D-celobiosa, D-maltosa, D-sacarosa, D-trehalosa, D- 78

Disacarido turanosa, arbutln_a y escullr_la_ _ _
D-lactosa, D-melibiosa, salicina y amigdalina 67
Gentibiosa 44
D-melezitosa 67

Polisacaridos InuIi_na} y D-rafinosa 56
Almidén 11
Glicogeno 0
D-manitol y D-sorbitol 78

Polioles Dulcitol, inositol y D-arabitol 11
Glicerol, eritritol, D-adonitol, xilitol y L-arabitol 0

Sales Gluconato potésico . . 11
2-Cetogluconato potasico y 5-Cetogluconato potasico 0

Los resultados de esta prueba en conjunto con los valores de DOmax obtenidos en las cinéticas de
crecimiento fueron la base para la eleccion del aislamiento mas promisorio que se aplicé en el
proceso de fermentacion en un biorreactor. El uso de un aislamiento facilmente adaptable es
importante, especialmente en medios de crecimiento alternativos a base de residuos
agroindustriales como el suero de leche. Los dat@eax indican qué. pentosug70-1y 19-

2) yW. soli 31 fueron las bacterias con mayor crecimiento. Sin embargo, las pruebas API indican
gueW. solies la mas adecuada ya que fermento diferentes azucares. Por lo tanto, el aislamiento
seleccionado para la fermentacion en un biorreactdf. ssli 31.
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4.3Proceso de produccion dd.y AA con el aislamiento Weissella soli en un biorreactor a escala
de planta piloto.

4.3.1 Tratamiento con suplementos a base de sales, fuentes de carbono y nitrégeno.

Los valores de la DOmax y la tasa de crecimiento obtenidas\paali 31 expuesta a dieciocho
tratamientos se muestra en la tabla 13. Las curvas de crecimiento del aislamiento, los controles, el
medio sintético y el medio base se muestran en la figura 16.a. Las curvas de crecimiento para
fuentes de nitrogeno y carbono se muestran en la figura 16.b y la figura 16.c presenta las curvas
de crecimiento para el aislamiento suplementado con sales.

Tabla 13.DOmax y tasa de crecimiento obtenidos al evaluar 18 tratamientos aplidAdssla
en placa de 96 micropocillos

Reactivo DOmMax Tasa crecimiento (h')
MRS 1,354+0,020 0,183+0,010
Medio Sintético 1,093+0,025 0,097+0,003
Medio Base 0,994+0,063 0,083+0,005
Peptona 20 0,957+0,028 0,140+0,013
Ext. Carne 0,892+0,053 0,159+0,010
Peptona 10 0,860+0,063 0,122+0,007
Ext. Levadura 0,847+0,020 0,135+0,008
KH2POy 0,702+0,018 0,073+0,008
MgSQs*7 H20 (2 0,697+0,031 0,072+0,017
MnSQ, 4H,0 0,695+0,036 0,069+0,015
K2HPQ: (2) 0,654+0,039 0,100+0,012
(NH4)2SQu 0,653+0,009 0,063+0,007
NH4OH 0,615+0,027 0,062+0,005
NH4CI 0,606+0,027 0,063+0,008
Control - 0,596+0,121 0,063+0,011
K2HPOy (1) 0,573+0,024 0,067+0,002
MgSQs*7 H20 (1) 0,484+0,049 0,047+0,007
Glucosa 0,463+0,043 0,049+0,005
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Tal como se muestra en la tabla 13 y la figura 16.a el control positivo (caldo MRS), presento la
mayor DOmax y tasa de crecimiento (1,354 y 0,183 Ib cual concuerda con la teoria, dado que

es un medio rico en nutrientes y especifico para BAL. La curva de crecimiento presenté la mayor
pendiente atribuyéndole ser el medio que propicio los mejores nutrientes para el crecimiento de
W. soli, en consecuencia, la fase estacionaria se alcanzé en menor tiempo. El medio sintético fue
el segundo medio que obtuvo los magoralores de DOmax (1,093)0,261 por debajo de la
DOmax del CMRS por esta razon se eligi6 como medio alternativo. ElI medio base tiene una
composicién similar al CMRS, sin embargo, el aislamiento presentd mayor crecimiento con
fuentes de nitrdgeno y azucar que con este medio.

Las curvas de crecimiento de fuentes de nitrégeno (figura 16.b) indican que el aislamiento present6
mayor crecimiento con la peptona al 20%. Sin embargo, su valor(e86b por encima de los

demas suplementos, colocando las cuatro fuentes de nitrégeno como candidatas para su uso como
suplemento. La fuente de carbono a base de glucosa presentd la menor DOmax del total de
tratamientos con un valor de 0,463.

Las sales empleadas (figura )Geesentaron valores @Omax por debajo del promedio de los
otros suplementos. Las sales a base de MgSG@H:0 y K:HPOw se evaluaron en dos
concentraciones distintas, la mayor concentracién propicié un mayor crecimiento de la bacteria.
El KH2POy: fue la sal con mayor DOméax con un valor de 0,702, seguido de las sales a base de
sulfatos con valores de DOmax de ~0,695.

La evaluacion de los suplementos en suero de leche consistié en determinar la concentracion mas
adecuada en comparacion con las previamente reportadas (68,122,123). Chan-Blanco, Y. et al
(2003) evalu6 banano de desecho para producir AL mediaosseiempleando dos medios, uno

con puré de banano y otro enriquecido con saled®Ky y KH2PQy) (68). Alexandri, M. et al.

(2019) describieron los principales avances en la produccién de AL a partir de residuos
agroindustriales incluyendel suero de leche con:KPQs, MgSQr y MNnSQy para apoyar el
crecimiento deL. coryniformis subsp.torquens(122). Olszewska-Widdrat, A. et al. (2020)
estudiaron la fermentacion por lotes y continua con sustratos multiples, entre estos el suero de
leche con extracto de levadura para el crecimien®adélus coagulans- A53@23).

La eleccion del segundo medio por emplear se baso en los valores de DOmax y los suplementos
reportados en publicaciones previas. En base a estos criterios se seleccionaron como medio el
suero de leche suplementado con extracto de levgdasssales (KHPQuwy KH2PQy).

4.3.2 Proceso de fermentacién en matraz
4.3.2.1Proceso de fermentacion en un medio sintético

Los valores deDO, pH, produccion de metabolitos y consumo de azucares utilizando medio
sintético y fermentado en un matraz se muestran en la tabla A3 (anexo A) y las curvas de
crecimiento en la figura 17.a, b y c.
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El proceso de fermentacion en matraz con medio sintético se desarroll6 durante 20 h, alcanzando
un valor de DOmax de 0,898 £0,042. Como se muestra en la figura 17.a el crecimiento de la
bacteria propicié la acidificacién del medio. La curva de crecimiento presenté un ade=sto

4 a 6 h de fermentacion, que puede relacionarse a la fase de adaptacion del microorganismo al
medio sintético. Durante la fermentacion y como parte esencial de su metabolismo, la bacteria
consume azucares que propician su crecimiento, generando a su vez acidos organicos responsables
de variar los niveles de pH en el medio. El AL y AA (figura 17.b) alcanz6 valores de 7,800 £1,037
g/Ly 1,023 +0,136 g/L, respectivamente. Estos resultados muestran una baja produccion de AA,

lo que es atractivo para la industria, dado que implica un menor trabajo y costo para procesos
posteriores de purificacion del AL.

El consumo de azlcares mostro poca variacion, la disminucion que se observa en la.figsra 17
irrelevante al inicio de la fermentacién. Sin embargo, a partir de las 6 h de fermentale®n en
curvas de consumo de azucares se mostré un descenso y una pendiente mas pronunciada, al mismo
tiempo que la bacteria inicia su fase de crecimiento exponencial y presenta un aunianto en
produccion de AL. Este comportamiento concuerda con el crecimiento bacteriano, pasada la fase
de adaptacion al medio de cultivo, la bacteria consume los azlcares presentes e incrementa
exponencialmente su crecimiento, a su vez genera acidos organicos como producto secundario.

El consumo de la fructosa, glucosa y sacaros&/ dsoliinicid con una concentracion similar de

1,220, 1,197 y 1,110 g/100 g, respectivamente. El consumo de fructosa y glucosa fue mayor. Este
se cuantific6 con un descenso de 0,257 y 0,267 g/100 g, respectivamente. Por el contrario, la
sacarosa se mantuvo constante durante las 20 h del proceso, la disminucion reportada es de 0,027
0/100 g lo que indica que es una azucar poco consumida en el medio sintético. La bacteria aumenté
el consumo de azucares a partir de las 14 h, presentando el mayor cambio a las 18 h. Sin embarg
no presentd un aumento significativo en el crecimiento. La OD600 aumenté en 0,008 en las
siguientes 2 h de la fermentacion lo que indica que la bacteria se encontraba en la fase estacionaria.

4.3.2.2Proceso de fermentacion en suero de leche con suplemento

Los valores de OD600, pH, produccion de acidos organicos y consumo de azUcares utilizando
suero de leche con suplemento y fermentado en un matraz se muestran en la tabla A4 (anexo A).
La figura 18.a muestra la variacion del pH y el crecimiento de la bacteria versus tiempo.d.a figur
18.b muestra la produccién de acidos organicos (g/L) y consumo de glucosa (g/100 g) versus
tiempo y la figura 1& ilustra el consumo de glucosa, galactosa, lactosa (g/100 g) y produccion de
ALy AA (g/L) versus tiempo.
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La fermentacion en matraces empleando suero de leche como medio de cultivo suplementado con
extracto de levadura,.KPQs y KH2PQy presento un valor de DOmax de 3,329. En la figura 18.a

se muestra una disminucion del pH durante las 24 h de fermentacion, lo que demuestra la constante
acidificacion del medio durante todo el proceso de fermentacion, que coincide con el crecimiento
de la bacteria y produccion de acidos orgénicos. A partir de las 4 h de fermentacién la bacteria
supero la etapa de adaptacion al medio e increment6 su DO en 0,370 y produccion de AL en 2,087
g/L.

La fermentacién en matraz con un medio de cultivo de suero de leche suplementado proporcion6
mejores condiciones de crecimiento en comparacion al medio sintético, alcanzando un DOmax
por encima de2,431. Comportamiento que podria atribuirse a la presencia de otros componentes
en el suero de leche que lo hace un medio rico para el crecimieWogt@i La concentracion

inicial de AL (figura 18.b) presentd un valor superior a 2,057 g/L seguido de una disminucion de
~0,117 g/L. Esto podria deberse a la adaptacidi.dmlial medio. Luego, el AL alcanz6 un valor

de 8,367 g/L al final de las 26 h de la fermentacion. La concentracion de AA se mantuvo ~0,300
g/L durante las primeras 8 h de fermentacién, posteriormente disminuyd. Este resultado indica que
la bacteria genera una concentracion bajadle o bien, su metabolismo tarda mas de 26 h en
aumentar su produccién. Al contrario, el proceso de fermentacion en matraz con un medio de
cultivo sintético reporté un valor de AL superior en ~0,567 g/L y el AA presentd valores inferiores.

Al considerar el consumo de azucares (figura 18.c), la concentracion inicial de lactosa fue de 4,200
g/100 g y su concentracion al final de la fermentacion fue de 3,233. El consumo de esta azucar fue
de 0,967 g/100 g. El suero de leche es un medio rico en lactosa (tabla 4), sin embargo, la glucosa
y la galactosa, conocidas como azucares mas simples provenientes de la lactosa se consumieron
por completo. Este fendmeno se debe a la facilidad de las BAL en metabolizar la glucosa y la
galactosa para producir AL, dado que son azucares mas simples (28,124). El microorganismo
mostré un comportamiento acorde a la teoria, dado que posterior a las 24 h de fermentacion, la
glucosa y la galactosa fueron consumidas en su totalida® ldisminuyd significativamente
(~0,653).

El pH para ambas fermentaciones se mantuvo similar, un incremento en la acidez del medio indica
la presencia de acidos organicos y por ende el correcto crecimiento de la bacteriasUitizar

de leche suplementado permitié un mayor crecimiento de la bacteria, el medio sintético fue el que
gener6 una mayor acidificacion que podria deberse a la mayor produccién de AA. El consumo de
azucares fue superior para el suero de leche con suplementos, sin embargo, esta variable no es
comparable debido a las diferencias en la composicion de los medios y los azlcares presentes.

4.3.3 Proceso de fermentacion en un biorreactor a escala de planta piloto
4.3.3.1Proceso de fermentacion en un medio sintético

Los datos d®O, el pH, produccion de metabolitos como &cidos orgamea&/L), consumo de

NaOH (g) y azucares (g/100 g) utilizados se muestran en la takllanéo A). La figura 1%
muestra el consumo de NaOH (g) en relacion con el crecimierid. dmli versus tiempo. La

figura 19.b muestra la producciéon de acidos organicos (g/L) y consumo de glucosa (g/100 g) y la
figura 19.c presenta el consumo de glucosa, sacarosa, fructosa (g/100 g) y produccioén de AL y AA
(g/L) para un proceso de fermentacion de 20 h de duracién.
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Los datos mostrados en las figuras 19.a, muestran el crecimiaitasdéy el consumo de NaOH

para mantener el pH éptimo en el medio de cultivo. El microrganismo inicio su fase de crecimiento
exponencial a las 8 h de la fermentacion, incrementando la produccién de acidos organicos y
generando mayor acidificacion del medio de cultivo. Provocando un consumo elevado NaOH para
estabilizar el pH del medio en 6,8. Comportamiento que se respalda con los valores indicados en
la tabla A5 (anexo A), dond#. solipasé de consumir 19,280 g de NaOH a las 6 h, 29,930 g a las

8 h y posteriormente 48,720 g a las 10 h de fermentacién. Este incremento se considera acelerado.

La acidificacion del medio coincide con la produccion de AL (figura) fua aumento6 ~1 g/L/h

durante la fermentacion. 2O aumentd de 0,680 a 1,228 siendo ~50% mayor que la densidad
inicial. Sin embargo, [aDOméx se cuantificO6 a las 19 h de iniciada la fermentacion.
Posteriormente, este valor es de 6,956, lo que indica un descenso. Este comportamiento concuerda
con lo descrito por Micanquer-Carlosama et al., (2020) que indica que las bacterias del género
Weissella presentan mayor crecimiento durante el proceso de fermentacion que no sobrepasa las
20 h (125). Sin embargo, el consumo de NaOH (g) se mantuvo exponencial hasta las 20 h de
fermentacion lo que implica que la acidificacion del medio estuvo en aumento hasta el final del
proceso.

La produccién de metabolitos como los &cidos organicos (figura 19.b) obtuvo un valor maximo de
ALy AA de 16,267 g/L y 0,164 g/L respectivamente. El AA increment6 0,006 g/L durante las 20

h de fermentacién lo que indica que en las condiciones empleadas (medio de cultivo, biorreactor,
pH, temperatura, aireacion, agitacion, etc) no son favorables para la produccién del AA. Por el
contrario, el AL mostré un incremento exponencial durante toda la fermentacion. Si bien, no
existen estudios que hayan reportado la produccidén de AL emplMarstd es posible comparar

la obtencién de este acido organico con otros estudios que han empleado medios alternativos.

Abdur et al.,, (2020) estudi6 la produccion de AL de diversas BAL empleando residuos
alimenticios como medio de cultivo, obteniendo valores de 17,03 g/L y 14,77 g/L para aislamiento
delL. plantarum DSM 20174 L. lactis subsplactis DSM 20481respectivamente y valores de

7,10 g/L, 9,09 g/L y 7,63 g/L para aislamientos del géMeraibaria, W. confusa y W. hellenjca
respectivamente (118). En otro estudio, Jawad et al., (2013) obtuvo 17,484 g/L a partir de residuos
de la cascara de mango (126). Ademas, Djukic et al., (2013) obtuvo 18,6 g/L usamamnosus

ATCC 7469y vinaza de destileria (127). Finalmente, Abdel et al., (2013) reportaron 18 g/L
utilizandoLb. delbrueckii sp. bulgaricus ATCC 118#harina de trigo, 0 melaza como sustrato;

16 g/L pard.. rhamnosus ATCQ0863 utilizando un medio suplementado con glucosa y fructosa
(128).

Estas publicaciones obtuvieron valores cercanos a la concentracion alcanzada en el presente
estudio con valores superiores a 1-2 g/L, a excepcionstskamientos del géneleissella

donde las diferencias reportadas pueden deberse al tipo de aislamiento empleado. Estos resultados
indican que el empleo de medios alternativos es una opcion viable y reproducible para la
produccion de metabolitos a un menor costo.
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El consumo de azucares (figura 19.c) presentd el comportamiento esperado para la glucosa y
fructosa que son azucares simples de facil consumo, presentando una disminucién de 0,966 g/100g
para la glucosa y 0,307 g/100 g para la fructosa. Conforme la bacteria xragmento la
produccion de AL se consumieron las azUcares; esto se comprueba en la tabla A5 (anexo A)
figura 30 que presentan los datos de consumo de glucosa a las 10 h debido a que senobserva
descenso de ~0,100 g/10M.gLa lactosa presentd un comportamiento variable, dado que inicié
con una concentracion de 0,894 g/100 g y finalizé con una concentracion de 0,897 g/100 g
mostrando un aumento de 0,003 g/100 g al final de la fermentacién. Durante las primeras 10 h la
lactosa aumento y disminuyo ~0,100 g/100 g, posteriormente se mantuvo constante con valores en
un rango de 0,800 g/100 g, y a partir de las 14 h aument6 su concentracion. Esta variacion no
corresponde con el comportamiento esperado. Estos resultados podrian atribuirse a la
incertidumbre del experimento y a las diferencias entre los medios de cultivo.

4.3.3.2Proceso de fermentacion en suero de leche con suplemento

Los datos deDO, pH, la produccién de acidos organicos, el consumo de NaOH y azlcares
utilizados se muestran eathbla A6 (anexo A). La figura 20.a muestra el consumo de NaOH en
relacion con el crecimiento d&. soli La figura 20.b muestra la produccion de acidos organicos

y consumo de glucosa y la figura 20.c presenta el consumo de glucosa, lactosa, galactosa y
produccion de AL y AA para un proceso de fermentacion de 20 h utilizando como medio
alternativo el suero de leche suplementado con extracto de levaddRQKy KH2PQy. Estos
resultados se presentan en las figuras en funcion del tiempo de duracién del proceso de
fermentacion.
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Los datos correspondientes a la fermentacion en un biorreactor empleando suero de leche con
suplemento (figura 20 @enotan como la bacteria mantuvo un crecimiento continuo hasta las 12

h del proceso, seguido de una disminucién éQaPosteriormente, IROmax aumenté a las 16

h y reporté un valor de 7,012 seguido por un descenso. Este comportamiento con variaciones
similares en el crecimiento durante la fermentacién se ha obtenido para otras BAL a las mismas
condiciones de trabajo que el presente estudio. Aldape et al., (2015) reporté un descenso en el
crecimiento dé.actobacillus paracase las ~10 h de iniciada la fermentacién. En este estudio, la
siembra del in6culo se hizo con MRS y también emple6 suero de leche como medio de cultivo
(95). Ademas, Montero-Lagunes et al., (2009) emplearaacidophilus, L. casei, L. reuteyi
Bifidobacterium sppy el crecimiento maximo se alcanzo a las ~15 h de fermentacion (129), similar

a lo ocurrido corw. soli.

El consumo de NaOH se mantuvo exponencial hasta las 20 h de fermentacion. Este resultado
implica que la acidificacion del medio aument6 hasta el final del proceso. La produccion de AA
(figura 20.b) disminuyé 0,337 g/100 g mostrando un comportamiento similar a la fermentacion en
matraz que podria atribuirse al medio de cultivo. El AL inicié su fase de produccion exponencial
a partir de las 6 h alcanzando un valor maximo de 7,210 g/L.

Diversas publicaciones han utilizado el suero de leche como medio de cultivo para la produccion
de AL. Entre estas, Abdel et al., (2011-2013) menciona una produccion de 7,9 dgib.con
delbrueckii sp. bulgaricus 508kl uso dd_b. helveticus ATCC 15000. lactis WS 1042L. lactis

sp. Lactis 2432 Lb. acidophilus Rreportan valores de 8,9 g/L, 11 g/L, 8,3 g/l18% d/L,
respectivamente (128,130). Plessas et al., (2008) indica quie. ¢@iveticusy L. bulgaricus
obtuvieron valores de 6,9 g/L y 6,4 g/L, respectivamente (131). Y Vodnar et al., (2008) reportd
valores de 6,08 g/L y 6,16 g/L al emplear aislamientod..dplantarum y L. case{120),
respectivamente. Estos valores se encuentran en el mismo orden de magnitud que los que se
obtuvieron en el presente estudio.

Durante la fermentacién, la glucosa se consumio en su totalidae¥8lh de iniciado el proceso

(figura 20.c) Sin embargo, su concentracion inicial (0,200 g/100g) estuvo por debajo de las otras
azucares, lo que podria indicar que el consumo total se debid a la poca concentracion. La lactosa
presenté la mayor concentracion en el medio de cultivo, con un valor inicial de 4,949 g/100 g que

a partir de las 8 h aumento y a las 12 h disminuy6 hasta un valor final de 4,623 g/100 g. Si bien su
descenso fue de 0,326 g/100 g, se debe destacar que es un azucar simple, facilmente metabolizada
por las BAL y su consumo fue mayor al de la glucosa. La galactosa por el contrario aument6 0,223
g/100 g obteniendo una concentracion final en el med®ed® g/100 g.

Al comparar los medios utilizados en las fermentaciones ejecutadas, el medio sintético obtuvo
mejores resultados. Si bien, su DOmax fue inferior al valor obtenido con el medio a base de suero
de leche con suplemento, la produccion de AL fue 9 g/L superior, haciendo este medio atractivo
debido a su productividad.

Las curvas de crecimiento, produccion de acidos organicos y consumo de azlcares estuvieron mas
marcadas y siguieron el comportamiento reportado en la literatura. El suero de leche suplementado
con extracto de levadura,.MPQs y KH2PQy obtuvo valores inferiores, sin embargo, es una
alternativa viable y de menor costo para la produccién de metabolitos de interés tal es el caso del
AL y AA. Ademas, este representa una opcion mas econdémica, consecuente con el medte ambi
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y contribuye con la economia circular al revalorizar productos catalogados como residuos de la
industria de productos lacteos. Es por este motivo que a partir de este trabajo de investigacion se
UHDOL]y XQ DUWtFXOR sedsmepiot (diffefrent\Watthy/ acld hagterie® $dm agro-
industrial residues: first report of the potential rol&\dissella solior lactic acdi production from

milk whey” que ya fue previamente aceptado por la revista.

Al comparar los resultados obtenidos a partir de ambas fermentaciones la produccion de
metabolitos es un factor de interés. Ademas, el costo del proceso es otro factor determinante
durante un proceso de investigacion que determina la viabilidad de continuar y escalar el proyecto.
Por ende, la tabla 14 muestra los costos de la ejecucién de cada fermentacion segun el medio de
cultivo empleado.

Tabla 14.Costo de fermentacion 8. solien biorreactor de 7 L empleando diversos sustratos

. ) Costo . Costo Costo uso| Costo total 1 Costo total 3 Costo total 3
Medio de insumos | insumos : ; . !
. L . de equipo | biorreactor | biorreactoreg biorreactorey
cultivo in6culo | biorreactor y
© ) © © © (9)
MRS 6,66 66,62 96,99 171,00 352,75 225 828
Sintético 4.46 44 57 96,99 146,00 279,97 179 234
Base 3,70 36,98 96,99 138,00 254,93 163 206
Suero de lech ;) 7,19 98,20 106,00 158,85 101 693
suplementadc

Para el presente estudio, en total se utilizaron 3 biorreactores (tabla 14). Al efectuar un analisis de
costos por fermentacion y comparar diversos sustratos el caldo MRS presenta el mayor costo. Si
bien este es un medio rico en nutrientes y especifico para BAL, su costo es elevado, por lo cual el
empleo de medios alternativos resulta atractivo. El medio sintético y medio base formulados a
partir de sustratos comerciales presentaron un costo similar entre si con una diferghgia2s

pero con resultadd PiV SURPHWHGRUHY SDUD HO PHGLR VLQWpPWLEFR
econémico en comparacion con el CMRS.

Sin embargo, al considerar el suero de leche suplementado el ahorro representa aproximadamente
un 45% del costo total. Esta disminucion de costos se debe a la obtencion del sustrato (suero de
leche) de forma gratuita de empresas lecheras en el pais, que, si bien es previamente tratado, estas
actividades junto con el suplemento no implican un costo econémico relevante colocandolo como

el sustrato mas econémico de los 4 evaluados. Al comparar los costos por etapa los insumos
requeridos para el preinoculo, indculo y fermentacion para el suero de leche con un suplemento
son inferiores en todos los casos. Como Unica desventaja se identifica que el costo en el uso del
equipo es superior debido a la necesidad de centrifugar el suero de leche previo a su uso. Este
proceso no se realiza para la preparacion de los otros medios.

55



. CONCLUSIONES

La cinética de crecimiento bacteriano de &slamients Lactiplantibacillus pentosus
codigo (70-1, 19-2 y 71-6presentaron los valores maximos @@ del total de los 30
aislamientos estudiados con valores 1g@62 +0,011 1,563 +0,091 1,554 +0,051sin
embargol.. pentosus70-1 present6 diferencias significativas.

. Los aislamientos d&/. soli 29,L. pentosus70-1 yL. pentosus69 presentaron la mayor

produccion de AL en un microbiorreactor con valores de 20,833 +2,731 g/L, 20,100 £2,754
g/Ly 20,100 £2,562 g/L. Mientras que la produccion de AA fue de 4,023 0,680 g/L, 4,367
+0,626 g/L y 4,115 £0,660 g/L. Sin embargo, no se presentaron diferencias significativas
entre las muestras evaluadas y los valores de AL y AA obtenidos.

. A partir de la prueba de fermentacién de carbohidratos (API 50LCpgntosus17-2,W.

soli_29 yW. soli 31 fermentaron la mayor cantidad de azucares del panel evaluado. Siendo
capaces de transformar azucares monosacaridos, disacéaridos y polisacaridos. Sin embargo,
W. soli_31fue el Unico aislamiento capaz de fermentar la gdatonato potasico
estableciéndolo como un aislamiento de alta adaptabilidad a medios alternativos.

Este estudio propone el aislamiekfosolicomo una alternativa para la produccion de AL.

W. soli_31se caracterizé como el aislamiento mas promisorio en base a los valores de
DOmax, y la capacidad fermentativa de diversos carbohidratos para su empleo en medios
de crecimiento alternativos. Ademas, los estudios desarrollados con el uso de este
aislamiento son limitados. Las pruebas de cinética de crecimiento empleando 18 medios
de cultivo indicaron que el medio de cultivo sintético report6 la mayor DOm&hy)

con valores de 1,093 0,025 y 0,097 +0,003, siendo elegido el primer medio alternativo.

Las fermentaciones en un matraz y en un biorreactor indicaron que el medio sintético fue
el de mayor produccion de AL y tuvo un comportamiento estable durante el periodo
evaluado. Sin embargo, el suero de leche suplementado es una alternativa viable y de
menor costo para la produccién de metabolitos de interés. Ademas, este medio es una
opcibn mas econdmica y consecuente con el medio ambiente, al revalorizar productos
catalogados como residuos.

El presente estudio desarrolla una metodologia que incorpora la aplicacion del suero de
leche como medio de cultivo alternativo para el crecimiento de BAL. El suero de leche es
un residuo de la industria de los productos lacteos. Por lo tanto, este estudio presenta una
alternativa para el uso de este residuo, lo revaloriza y contribuye con la economia circular.

El total de aislamientos utilizados en el presente estudio se aislaron de residuos
agroindustriales de diferentes procedencias. En consecuencia, el aislamiento de las BAL
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previamente identificadas contribuye con la caracterizacion de la microflora de los residuos
de la agroindustria a nivel nacional, dan un valor agregado a estos residuos y contribuye
con la economia circular.

El presente estudio brinda dos alternativas para el uso de residuos agroindustriales. La
primera consiste en la extraccion y aislamiento de las BAL y la segunda es el uso del suero
de leche como un medio de cultivo alternativo para las BAL.

Desde el marco de los objetivos de desarrollo sostenible (ODS), este trabajo busca la
revalorizacion de materiales reconocidos como residuos de la agroindustria al explotar y
extraer productos aprovechables a nivel comercial e industrial. Buscando desarrollar
procesos que cumplan con la economia circular, promoviendo la agricultura sostenible y
la mejora de la nutricidn, contribuyendo con el objetivo de hambre cero.
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RECOMENDACIONES

Realizar una investigacion que utilice otros de &slamientos con alto potencial
biotecnolégico no empleadas en este trabajo con el objetivo de conocer su produccion de
AL y capacidad de adaptabilidad a medios alternativos.

Estudiar otros residuos agroindustriales como sustrato, fuente de carbono y azlcares para
una fermentacién més econémica y comparar su productividad con los medios empleados
en este trabajo.

Realizar una fermentacion semicontinua o fed-batch a mayor escala que impulse el
crecimiento de las BAL y produccion de metabolitos de interés tales como el AL.

Realizar estudios que fomenten una fermentacion multiproducto e incluyan la obtencién
de bacteriocinas, acido lipoteicoico y otros metabolitos de interés a nivel industrial.

Estudiar la capacidad antagonista y de produccion de bacteriocinas de aislamientas aislado
de residuos agroindustriales y su implementacién en la generacion de nuevos productos y
materias primas.

Desarrollar una metodologia que incluya el disefio experimental, las variables dependientes
e independientes y las unidades basicas para realizar el ajuste de un modelo primario
(Gompertz y/o Baranyi) de crecimiento de microorganismos en este caso las BAL.

Desarrollar una metodologia para la obtencion de un modelo secundario en base a la
concentracion de azucar o de sal del medio de cultivo.

Estudiar las curvas de crecimiento de las BAL mediante cinéticas de crecimiento en

microplaca en un periodo de 48 h que permita identificar y comparar las 4 fases del
crecimiento bacteriano

Suplementar el suero de leche con un mayor porcentaje de glucosa para incentivar la
produccion de metabolitos secundarios tales como el AL y AA.
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ANEXOS A

Tabla Al. Nomenclatura de las bacterias en estudio

(_Zodlg_o de Especie de la bacteria Procedencia
aislamiento
2A2-B Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans Aguas mieles de café
IA2-P Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans Aguas mieles de cafe
I1-C1-C Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans Aguas mieles de cafée
11-Cc2C Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans Aguas mieles de cafée
11-C1-B Lacticaseibacillus paracasei subsp. toleran: Aguas mieles de café
I-C2 Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans Aguas mieles de café
16 Lactiplantibacillus pentosus Broza de café
17-1 Leuconostoc pseudomesenteroides Broza de café
17-2 Lactiplantibacillus pentosus Broza de café
18 Leuconostoc pseudomesenteroides Broza de café
191 Lactiplantibacillus paraplantarum Broza de café
192 Lactiplantibacillus pentosus Broza de café
29 Weissella soli Residuos de zanahoria
302 Weissella soli Residuos de zanahoria
31 Weissella soli Residuos de zanahoria
66-2 Leuconostoc falkenbergense Residuos de naranja-banano
681 Levilactobacillus brevis Residuos de naranja-banano
68-3 Lactiplantibacillus pentosus Residuos de naranja-banano
69 Lactiplantibacillus pentosus Residuos de naranja-banano
70-1 Lactiplantibacillus pentosus Residuos de naranja-banano
70-2 Lactiplantibacillus argentoratensis Residuos de naranja-banana
71-6 Lactiplantibacillus pentosus Residuos de naranja-banano
P2 Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans Aguas mieles de café
P4 Lacticaseibacillus paracasei subgplerans Aguas mieles de café
P6 Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans Aguas mieles de café
P7 Lactobacillus harbinensis Aguas mieles de café
P8 Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans Aguas mieles de café
P9 Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans Aguas mieles de café
P10 Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans Aguas mieles de café
P13 Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans Aguas mieles de café
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Tabla A2. DOmax y tasa de crecimiento {{hde las bacterias del acido lactico

Aislamiento

OD600 maximo Tasa de crecimient™)

Lactiplantibacillus pentosu§0-1
Lactiplantibacillus pentosu4.9-2
Lactiplantibacillus pentosu§1-6
Lactobacillus harbinensid?7
Lacticaseibacillus paracasei subsp. toleraR§
Weissella soli31
Weissella sal 29
Lactiplantibacillus pentosud.7-2
Lacticaseibacillus paracasei subsp. toleraR8
Lacticaseibacillus paracasei subsp. toleraRg
Leuconostoc falkenbergen$6-2

Lacticaseibacillus paracasei subsp. toleraR&0
Lacticaseibacillus paracasei subsp. toleran€?2
Lactiplantibacillus pentosu$8-3

Lactiplantibacillus pentosu$9

Lacticaseibacillus paracasei subsp. toleramsC2-C

Lacticaseibacillus paracasei subsp. toleraR9_
Lacticaseibacillus paracasei subsp. toleraids2-P
Lacticaseibacillus paracasei subsp. toleraba2-B

Lactiplantibacillus paraplantaruml9-1
Leuconostoc pseudomesenteroidés

Lacticaseibacillus paracasei subsp. toleramsC1-B

Lacticaseibacillus paracasei subsp. toleraR$3
Lactiplantibacillus pentosud.6
Levilactobacillus brevist8-1
Lacticaseibacillus paracasei subsp. toleraRg
Lactiplantibacillus argentoratensig0-2

Lacticaseibacillus paracasei subsp. toleramsC1-C

Leuconostoc pseudomesenteroidgsl

Weissella soli30-2

1,662 + 0,012
1,563+ 0,09%°°
1,554z 0,051°¢
1,542+0,028°¢
1,510+0,018°¢
1,504+0,0580°
1,500+0,0450¢
1,492+0,0380¢
1,490+0,0570¢
1,488+0,108°¢
1,477+0,058°¢
1,471+0,0280¢

1,470+0,061"°
1,469+0,035"¢

1,457+0,088"°
1,453+0,118"¢
1,448+0,137°¢
1,448+0,048°°
1,427+0,03%"°
1,420+0,094¢
1,413+0,121
1,412+0,101
1,399+0,105
1,389+0,131
1,383+0,202
1,352+0,019¢
1,332+0,105¢
1,116+0,666°
0,970+0,066
0,401+0,226

0,139+0,013!
0,267+0,018°
0,238+0,01%d¢
0,196+0,008e19n
0,182+0,008"9:"i
0,256+0,021"¢
0,229+0,014¢def
0,224+0,0180def
0,194+0,028¢ gh
0,176+0,034:hiik
0,225+0,040cde
0,201+0,033¢
0,189+0,01&"9:nii
0,231+0,04Bcdef
0,225+0,010cdef
0,191+0,008e ]
0,157+0,038MHk
0,19710,02Qe,f,g,h
0,167+0,048 ik
0,247+0,03%2¢4
0,163+0,08F" ik
0,157+0,020hik
0,183+0,029" 9N
0,210+0,026¢ ¢
0,162+0,05F ik
0,137+0,01%
0,160+0,02¢"k
0,115+0,08%'
0,142+0,011H!
0,048+0,022

Los datos se muestran como media + desviacion estandar, los valores se obtuviengicpdo &n los

experimentos. Las letras en cada columna indican diferencias significativas.
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Tabla A3. DO, pH, produccién de acidos organicos y consumo de azlcares para una
fermentacion en matraz utilizando medio sintético.

t (h) DO oH Fructosa Glucosa Sacarosa A. Lactico  A. Acético
(9/100g) (9/1009) (9/1009) (9/L) (g/L)

0 0,075+0,009 5,333+0,042 1,220+0,171 1,197+0,167 1,110+0,129 0,793+0,109 0,504+0,146
2 0,233+0,026 4,957+0,038 1,220+0,165 1,143+0,202 1,133+0,147 1,717+0,789 0,691+0,129
4 0,315+0,014 4,480+0,072 1,207+0,167 1,077+0,188 1,183+0,140 3,037+0,847 0,646+0,107
6 0,520+0,047 4,230+0,053 1,227+0,176 1,143+0,222 1,193+0,147 3,220+0,466 0,713+0,097
8 0,643+0,050 4,057+0,049 1,193+0,173 1,130+0,198 1,193+0,147 4,333+0,598 0,727+0,102
10 0,716+0,040 3,937+0,042 1,190+0,173 1,117+0,193 1,187+0,147 5,047+0,656 0,790+0,115
12 0,789+0,041 3,807+0,031 1,170+0,155 1,117+0,188 1,177+0,143 5,737+0,759 0,943+0,127
14 0,823+0,041 3,817+0,040 1,173+0,167 1,153+0,178 1,173+0,144 6,393+0,866 0,897+0,135
18 0,890+0,041 3,693+0,029 1,057+0,152 1,050+0,173 1,107+0,129 7,367+0,973 0,953+0,133
20 0,898+0,042 3,690+0,035 0,963+0,127 0,930+0,143 1,083+0,128 7,800+1,037 1,023+0,136

Tabla A4. DO, pH, produccién de &cidos organicos y consumo de azlcares para una fedmemtaci
matraz utilizando suero de leche suplementado.

t(h)

OD600

pH

Glucosa
(9/100g)

Galactosa
(9/100g)

Lactosa
(9/100g9)

A. Lactico
(g/L)

A. Acético
(g/L)

NN
CD_bOO(D-bI\)O

0,003+0,001 6,477+0,096
0,085+0,029 6,417+0,076
0,376%0,040 6,307+0,075
1,42 6+0,08( 5,643+0,083
2,676%0,099 5,113+0,021
3,329+0,062 4,507+0,015
2,676%0,099 4,507+0,015

0,427+0,128
0,150+0,022
0,083+0,065
0,119+0,018
0,156+0,025
0,137+0,022
0,000+0,000

0,446+0,111
0,360+0,062
0,321+0,083
0,339+0,061
0,349+0,057
0,348+0,062
0,000+0,000

4,200+0,651
4,227+0,653
4,113+0,560
4,067+0,644
3,940+0,617
3,417+0,556
3,233+0,408

2,057+0,297
1,940+0,317
2,087+0,314
3,207+0,359
3,943+0,543
8,200+1,093
8,367+1,101

0,338+0,069
0,358+0,056
0,383+0,078
0,304+0,050
0,349+0,048
0,083+0,015
0,079+0,011

Tabla A5. DO, NaOH, produccion de &acidos organicos y consumo de azucares para una

fermentaciéren biorreactor utilizando medio sintético.

Fructosa Glucosa Sacarosa A. Lactico A. Acético

t(hy ©ODB0O  NaOH(@)  (q100g)  (g100g)  (9/100g)  (g/L) (/L)

0 0,146+0,01< 0,000+0,000 0,930+0,180 1,057+0,18:0,894+0,129 0,196%+0,030 0,158+0,041
2 0,271+0,00¢ 5,900+1,588 0,967+0,138 1,053%+0,22(0,927+0,116 0,354+0,216 0,239+0,06(
4 0,346+0,00¢ 12,120+1,113 0,960+0,128 1,013%+0,13¢ 0,880+0,097 0,730+0,103 0,219+0,04¢
6 0,462+0,014 19,280+1,443 0,993+0,124 1,033%+0,14<0,927+0,097 1,157+0,156 0,171+0,03=
8 0,680+0,07( 29,930+3,288 1,010+0,131 0,993+0,13¢€0,913+0,097 2,183+0,310 0,170+0,02¢
10 1,228+0,224£ 48,720+6,485 0,967+0,119 0,910+0,12Z 0,883+0,091 3,213+0,537 0,150+0,04¢
11 1,494+0,262 62,263+9,019 0,920+0,114 0,833+0,1210,880+0,087 4,263+0,734 0,126+0,02¢
12 2,303+0,38¢ 78,090+11,256 0,893+0,124 0,773+0,1210,863+0,088 5,117+0,841 0,125+0,04<
13 3,723+0,64198,060+13,897 0,867+0,108 0,653+0,09¢ 0,847+0,087 6,610+0,939 0,116+0,07¢
14 4,506+0,70¢ 118,860+15,26 0,887+0,110 0,551+0,11¢ 0,933+0,107 7,967+1,285 0,171+0,02Z
16 5,073+0,71¢ 165,337+18,83: 0,850+0,111 0,408%+0,11% 0,953+0,095 10,467+1,6120,145+0,02¢
18 5,898+0,36Z2 214,573+19,66¢ 0,731+0,094 0,225+0,072 0,920+0,098 13,433+2,017 0,152+0,02~
19 6,956+0,39¢ 238,787+19,11¢ 0,667+0,088 0,118+0,0910,910+0,103 14,867+2,15¢ 0,157+0,021
20 6,258+0,38( 263,325+23,86! 0,623+0,089 0,091+0,07(0,897+0,090 16,267+2,30710,164+0,02z
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Tabla A6. DO, NaOH, produccion de &cidos organicos y consumo de azUcares para una
fermentacion en biorreactor utilizando suero de leche suplementado.

. Glucosa  Galactosa Lactosa  A. Lactico A. Acético
Tlempo OD600  NaOH(@  (g100g)  (g/100g)  (g/100g)  (giL) (/)

0 0,050+0,00C 0,000+0,000 0,200+0,05( 0,417+0,07¢ 4,949+0,76¢ 2,600+0,46( 1,360+0,20(C
2 2,849+0,47% 14,370+1,160 0,181+0,04€0,419+0,07¢ 4,957+0,76¢ 2,657+0,46% 1,333+0,271
4 3,344+0,56¢ 24,890+0,990 0,163+0,027 0,423+0,06¢F 4,970+0,76¢ 2,567+0,517 1,030+0,14=
6 4,195+0,53¢ 33,657+1,218 0,221+0,06< 0,533+0,1314,993+0,81¢ 2,300+0,42¢ 0,847+0,141
8 4,652+0,19¢ 44,053+2,800 0,167+0,03< 0,498+0,092 5,090+0,78¢ 2,853+0,54¢ 0,913+0,11¢
10 5,571+0,63247,820+10,41° 0,119+0,01¢ 0,520+0,082 5,000+0,77z 3,380+0,447 1,067+0,192
12  5,254+0,58¢ 60,143+8,693 0,119+0,01¢ 0,496+0,08( 5,120+0,79< 3,907+0,601 1,093+0,16~
14 5,816+1,00z 73,257+7,026 0,163+0,05¢ 0,540+0,10( 4,893+0,7614,803+0,767 1,063+0,14¢
16  7,012+0,337 87,810+5,974 0,115+0,01¢ 0,523+0,0814,663+0,72Z 5,740+0,93¢F 1,127+0,16¢
18 6,482+0,66F 101,997+6,22: 0,000+0,00(0,621+0,1314,700+0,74¢ 6,420+1,1741,170+0,162
19 6,425+0,54¢ 109,810+7,12¢ 0,000+0,00(C 0,557+0,192 4,573+0,71¢€ 6,993+1,26¢€ 1,157+0,19¢
20 6,392+0,53¢118,300+8,55¢ 0,000+0,00( 0,640+0,107 4,623+0,72¢€ 7,210+1,35¢ 1,023+0,15~
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ANEXOS B.

Figura B1. Microbiorreactor y cassette empleados

Figura B2. Muestras para HPLC previamente filtradas.
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Figura B3. AP1 50 CHLmedium

Figura B4. Kit APl 50 CH.
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Figura B5. Partes de un biorreactor Applikon Biotechnology de 7 L.
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Septo

Figura B6. Partes de la tapa de un biorreactor Applikon Biotechnology de 7 L.
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Figura B7. Coloracion de la Prueba API para el aislamiéntoentosus69
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Figura B8. Coloracion de la Prueba API para el aislamiéfitsoli 31
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Figura B9. Coloracién de la Prueba API para el aislamiénfoentosus 68-3
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Figura B10. Coloracion de la Prueba API para el aislamiéntpentosus 70-1
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Figura B11. Coloracion de la Prueba API para el aislamiéntialkenbergensé6-2
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Figura B12. Coloracién del medio API 50 CHL Medidfposterior a la inoculacion.
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Figura B13. Fermentacion d&V. soli_31 en medio sintético.

Figura B14. Fermentacion deV. soli 31 en suero de leche suplementado
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