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RESUMEN

La contaminacion ambiental producida por la disposicion del suero resultante de la
industria lactea motiva a la continua busqueda de tecnologias efectivas que
permitan el aprovechamiento de este subproducto. El bajo costo de obtencion, y el
escaso aprovechamiento industrial del suero lacteo abren una nueva alternativa
para la utilizacion de este deshecho. En el presente trabajo se pretende desarrollar
3 medios de cultivo que tengan como base el uso del suero lacteo de vaca para la
produccion de microorganismos probidticos.

Para lo cual se evaluaron las cepas probioticas pertenecientes a la coleccion del
centro de microbiologia aplicada (CEMAP), para poder seleccionar las que
presenten una mejor adaptacion a estos medios desarrollados. En la primera
etapa las cepas fueron reactivadas para su posterior, purificacion e identificacion
utiizando Agar MRS incubado a 37° C durante 12 h en condiciones de
anaerobiosis. Posteriormente se realiz6 la conservacion de las cepas utilizando 2
métodos, uno a mediano y otro de largo plazo (crio-proteccion vy liofilizacion). Una
vez purificadas las cepas, se utilizaron tres medios de cultivo con el fin de
seleccionar el de mayor productividad celular, determinando para cada cultivo
produccion de acido lactico, biomasa y UFC/mL.

De las cepas evaluadas en este estudio, la que presenté mayor capacidad de
adaptacion al suero de vaca como substrato, fue la cepa identificada como
Tabasco. Esta cepa evaluada en los medios de cultivo desarrollados obtuvo la
mayor produccion en el cultivo 3 con 6.24 x 108 UFC/mL, biomasa de 10.4 g/L y
una produccion de &cido lactico 14 g/L, a 48 horas de fermentacion. Por lo tanto
los resultados obtenidos muestran la posibilidad de utilizar el residuo industrial
(suero lacteo de vaca) como medio de cultivo para los microorganismos
probioticos y asi tener un menor costo econdmico en la preparacidn del sustrato.

Palabras claves: probiéticos, suero de leche de vaca, propagacion



CAPITULO 1
1.1 INTRODUCCION

En los ultimos afos, la poblacion ha modificado sus patrones alimenticios,

mostrando gran interés por consumir alimentos que, ademas de su valor
nutricional, ofrecen ciertos beneficios para la salud.
En este contexto, han surgido los llamados alimentos funcionales, considerados
como aquellos que, ademas de aportar los nutrientes recomendados, ejercen
efectos beneficiosos sobre una o mas funciones del organismo, fomentando la
salud y reduciendo el riesgo de enfermedad.

Los probidticos constituyen uno de los subgrupos méas destacados dentro
de los alimentos funcionales. Son productos que contienen microorganismos
definidos y viables en grado suficiente para modificar la microflora de un
compartimento del huésped, ejerciendo asi un efecto beneficioso sobre la salud de
éste (Garcia, 2005).

En la actualidad, todavia se desconocen muchos aspectos relativos a sus
mecanismos de accion; sin embargo, se reconoce su funcionalidad en: a) la
prevencion y el tratamiento de trastornos gastrointestinales de diversa etiologia; b)
la reduccion de la intolerancia a la lactosa; c) la modulacién de la respuesta
inmunitaria, y d) la reduccién de los valores de colesterol. Los principales
probiéticos son las bacterias integrantes de los géneros Lactobacillus vy
Bifidobacterium, que son comensales del tracto gastrointestinal del humano y que
han sido, tradicionalmente, utilizadas en diversas fermentaciones
alimentarias(Sanz, 2003).

Hoy en dia, los yogures y otras leches fermentadas constituyen los
principales vehiculos para el aporte de probidticos, ya que, ademas de las
propiedades funcionales de las bacterias inoculadas, estos alimentos tienen gran
aceptacion en los distintos grupos de poblacion y son faciles de digerir (Sanz,
2003)

La leche es uno de los alimentos mas nutritivos puesto que tiene un alto contenido

de proteinas de alta calidad que proporcionan los diez aminoacidos esenciales.



La leche contribuye a la ingesta caldrica diaria total, como también, aporta acidos
grasos esenciales, inmunoglobulinas, y otros micronutrientes.
La leche se consume también en formas fermentadas como el queso, yogur, kefir,

y suero de leche, asi como mantequilla (Veisseyre, 1991).

El suero de leche es el subproducto mas abundante de la industria lactea,
es el residual obtenido de la manufactura del queso. Este subproducto es de dificil
aceptacion en el mercado, ya que sus caracteristicas no lo hacen apto para su
comercializacion directa como suero liquido. Debido a esto, el lacto suero se trata
mediante técnicas que permiten la extraccion de sus componentes, tales como: la
lactosa (3,3 6,0%) y proteinas (0,32 - 0,7%), que constituyen fuentes potenciales
para la alimentacién humana; sin embargo, solo una parte del suero se utiliza para
estos fines, ya que la mayor parte del lacto suero se convierte en un efluente
altamente contaminante cuando se vierte a los cuerpos de agua, debido a su gran
demanda bioldgica y quimica de oxigeno(Urribarri, 2004).

Por lo tanto el suero lacteo de vaca es un excelente medio de cultivo, y es
por eso que se puede utilizar como sustrato para la produccion de un buen
nuamero de productos obtenidos a traves de fermentacion. Ademas, la posibilidad
de transformar la lactosa en &cido lactico mediante una primera fermentacion, y en
una segunda, utilizar este metabolito como fuente de carbono para otros proceso.
La evaluacién de las cepas que pertenecen a la coleccion de microorganismos
probioticos, de la empresa GBS Global S.A. de C.V. en estoa medios alternativos
permitira a dicha empresa reducir los costos de produccién en la biomasa de
microorganismos probioticos, asi como, generar metabolitos secundarios a partir
de este deshecho lo que le da un alto valor agregado manteniendose en la

generacion de procesos sustentables.



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo general

@ Evaluar el uso del residuo industrial (suero lacteo de vaca) como medio de
cultivo para la propagacion de los microorganismos probidticos de la
coleccion de la empresa GBS Global S.A. de C.V., mediante cinéticas de

produccion de biomasa y acido lactico.

1.2.2 Objetivos especificos

@ Purificar 'y caracterizar microscopicamente las 19 cepas de
microorganismos probiodticos pertenecientes a la coleccion de centro de

microbiologia aplicada,

@ Realizar una conservacion adecuada de las 19 cepas utilizando métodos

de conservacion a largo y mediano plazo.

@ Evaluar la produccion de las cepas probidticas en tres medios de cultivo

alternativos variando la relacién C: N.

@ Evaluar cinéticamente la produccion de biomasa, acido lactico y UFC/mL

de la cepa seleccionada en tres medios de cultivos disefiados.

1.3 HIPOTESIS
Es posible utilizar el residuo industrial (suero lacteo de vaca) como medio

de cultivo para la propagacion de los microorganismos probioticos.



1.4 JUSTIFICACION
Los probidticos son usados en una gran variedad de productos, incluyendo

farmacéuticos, alimentos para humanos y animales, as también como promotores
de la salud y la inocuidad alimentaria.

Aungue el empleo de los probibticos es muy diverso, solamente existen
medios comerciales de cultivo orientados a su aislamiento e identificacion. Son
escasos los estudios sobre el aprovechamiento de fuentes naturales para la
obtencion de biomasa bacteriana. Las fuentes naturales solo han sido
aprovechadas en la formulacion de medios para el aislamiento de hongos; el uso
de medios naturales como platano, avena, leche y jugo V8 para el crecimiento e
identificacion de hongos de interés médico se ha reportado.

Por otra parte, las fuentes naturales como el suero lacteo de vaca,
constituyen un desecho contaminante de la elaboracion de quesos.

Esta fuentes es abundantes y disponibles en la region, lo que proporciona
un sustrato de facil obtencion y de bajo costo en la produccién de biomasa
probiotica; ademas, su uso daria valor agregado a este desecho de la industria
quesera y contribuird a disminuir la contaminacion generada por el suero de

queso.



CAPITULO 2

REVISION DE LITERATURA

2.1 ALIMENTOS FUNCIONALES

El término de alimentos funcionales (AF) nacié en Japon hace méas de 10
afios debido a que el promedio de edad aumentaba y por la necesidad de
prevencion de enfermedades, se enriquecieron los alimentos de tal forma de darle

un valor agregado a la comida.

Un AF se define como aquel que «esta demostrado suficientemente que
actia beneficiosamente sobre una o mas funciones del cuerpo, mas alla de su
efecto nutricional, mejorando la salud y el bienestar y/o reduciendo el riesgo de

enfermedad».

Puede ser un alimento natural, un alimento al que se ha afadido, eliminado
o modificado un componente por medios biotecnoldgicos, un alimento en el que se
ha modificado la biodisponibilidad de uno o mas de sus componentes o una

combinacion de cualquiera de estas posibilidades (Ferrer y Dalmau, 2007).

Su rango de beneficios va desde acidos, grasas y otros componentes
encontrados en alimentos tales como aguacates, jitomates o granos de cocoa, 0
productos fabricados que se les han agregado elementos funcionales, por ejemplo

a yogures, leche y jugos (Chasquibol, 2003).
2.1.1 Caracteristicas del alimento funcional

Los “alimentos funcionales” ejercen un efecto positivo sobre la salud o
sobre una funcion fisiolégica que se deriva de la presencia de ingredientes que

son componentes naturales o que forman parte de la formulacion del producto.

Los “alimentos funcionales” se diferencian claramente de otros productos
farmacéuticos o para farmacéuticos en funcién de la naturaleza del beneficio que

ejercen y del modo de administracién (Ferrer, 2007).



Japon fue el primer pais que establecido una base legal que especifica las

caracteristicas que debe tener un alimento para ser calificado de funcional:

1.- El alimento debe ejercer un efecto positivo sobre la salud o sobre una funcion
fisiolégica. Hemos de precisar que, recientemente, en el documento de consenso
de la Union Europea (FUFOSE, 1999) se determinan dos tipos de efectos: mejora

del estado de salud y bienestar y/o disminucion del riesgo de enfermedad.

2.- Los beneficios nutricionales y saludables de los alimentos o de los ingredientes

especificos deben fundamentarse en una sélida base cientifica.

3.- La cantidad apropiada de ingesta diaria del alimento o del ingrediente debe ser

establecida por expertos.

4.- El alimento, o el ingrediente, no debe resultar nocivo si se ingiere por encima

de la ingesta recomendada.
5.- El ingrediente debe estar caracterizado por:

a) Sus propiedades fisicas y quimicas, valoradas a través de métodos analiticos
detallados.

b) Su presencia cualitativa y cuantitativa en el alimento.

6.- El ingrediente no debe reducir el valor nutritivo del alimento.

7.- El alimento debe ser administrado como tal, de una manera convencional,

nunca en forma de tabletas, capsulas o polvos.

8.- El ingrediente debe ser un compuesto natural.De un modo general, se pueden

describir tres condiciones que definen el caracter “funcional” de un alimento:

a) Ha de responder a las caracteristicas de un alimento.

b) Siempre debe ser consumido formando parte de la elaboracion de los platos
gue integran los menus de las dietas alimenticias.

c) El alimento debe ejercer, una vez ingerido, un efecto positivo sobre una

determinada funcion fisiolégica (Barro, 2002).



2.1.2 Clasificacion de los alimentos funcionales

Los alimentos funcionales son una parte importante del bienestar en el que
se incluye una dieta equilibrada y actividad fisica. Se deberia de consumir una
amplia variedad de estos alimentos que incluyan algunos de los siguientes
componentes: caratenoides, fibra dietética, acidos grasos, flavonoides,
isotiacianatos, fenoles, estanoles, polioles, probioticos, prebiéticos, fitoestrogenos
y proteina de soya (IFEC, 2004).

Los alimentos funcionales pueden ser disefiados afiadiendo componentes
funcionales para dirigir una accién benéfica en particular, en el cuadro 1 se

muestra algunos ejemplos de componentes funcionales usados en la alimentacion



Cuadro 1. Ejemplos de componentes funcionales

Componentes

Fuente

Beneficio potencial

Carotenoides

Acelga, espinaca,

maiz, huevos,
citricos

Neutraliza la accién de los radicales

libres que pueden dafar las células,

fortalece las defensas antioxidantes
de las células.

Fibra dietética

Salvado de avena,

avena enrollada,
harina de avena.

Puede reducir el riesgo de padecer

enfermedades coronarias, puede
contribuir al mantenimiento de la salud
del tracto digestivo.

Acidos grasos
poliinsaturados
—Omega-3

Avellanas, linaza

Puede contribuir al mantenimiento de
las funciones mentales y visuales.

Flavonoides

Moras, cerezas y
uvas rojas, té
cacao, chocolate,
manzanas,
alimentos citricos.

Fortalece las defensas antioxidantes
de las células, puede contribuir al
mantenimiento de la funcién cerebral

Probiéticos

Yogurt, otros
productos lacteos y
no lacteos.

Puede mejorar la salud
gastrointestinal, puede mejorar la
absorcion del calcio, puede mejorar la
salud gastrointestinal y la inmunidad
sistémica.

Proteina de
soya

Frijol de soya y
alimentos a base de
soya.

Pueden reducir el riesgo de
enfermedades cardiovasculares.

Fuente: Council (IFEC), 2004



La idea de los alimentos funcionales fue desarrollada en Japén durante la
década de los 80’s. Segun Vasconcelos en el 2002, clasificé a los “alimentos

funcionales” en tres categorias:

1. Alimentos enriguecidos, adicionados, fortificados: estos estan
pensados para aminorar de alguna manera las carencias nutritivas mas comunes
como la falta de calcio, de hierro, insuficiente aporte de yodo, por ejemplo la sal

enriquecida con yodo.

2. Los alimentos probioticos. Estos alimentos contienen abundantes
microorganismos vivos del mismo tipo de los que habitan en el intestino, ellos
desarrollan un papel funcional para la salud del organismo. Entre sus propiedades
importantes estan las de interactuar con el sistema inmune para crear importantes
barreras contra el desarrollo de virus y gérmenes, causan acciones de defensa y
degradacion de sustancias toxicas. Por ejemplo, los lactobacillus presentes en el

yogurt, los cuales tienen la funcion de mejorar el transito gastrointestinal.

3. Los alimentos prebioticos. son sustancias no digestibles y que resultan
fermentables y que por lo tanto ayudan al desarrollo selectivo de algunas cepas
bacterianas especificas, son ejemplos de estos: almiddn, inulina, fibras dietéticas

gue pueden ser afladidos a los alimentos y bebidas.

4. Las combinaciones de alimentos. En esta clasificacion entran los
alimentos que al momento de cocinarlos se combinan con otros ingredientes
aumentado el valor nutrimental y funcional de la comida, por ejemplo: frijoles con
epazote aportan vitamina K, espinacas con limén que ademas de aportar mas
vitamina C, hace que el hierro de la espinaca sea mas asimilable, etc. (Sarmiento,
2006).



2.2 PROBIOTICOS

En afios recientes, la poblacién ha mostrado gran interés por modificar sus
hébitos alimenticios, aumentando el consumo de alimentos benéficos para la
salud. Entre las opciones saludables mas populares se encuentran, los alimentos

probioticos.

La OMS define a los probiéticos como microorganismos vivos que
administrados en cantidades adecuadas ejercen un efecto beneficioso sobre la
salud del hospedador. Para que las bacterias puedan considerarse como

probiodticos es necesario que cumplan las siguientes caracteristicas:

e Ser de origen humano ya que las cepas aisladas de seres humanos sanos
presentan mayor facilidad para colonizar el intestino humano vy
probablemente no sean patdégenas, habiéndose utilizado para definir esta

caracteristica el acronimo inglés “GRAS” (“generally recognized as safe)

e Deben poseer tolerancia a las condiciones ambientales, ya que los
microorganismos probiéticos han de llegar viables al Ilugar de accion
(Amores y Calvo, 2004).

2.2.1 Propiedades de un probiético

Para considerar una especie de bacteria como probiética, ella debe reunir
una serie de caracteristicas, como son: en primer lugar, no ser patdgenas y no
transmitir resistencia bacteriana, lo cual tiene que estar muy bien documentado;
preferentemente deben ser un habitante normal del intestino, lo cual le asegura
resistencia a las condiciones del medio, como por ejemplo, tener capacidad de
resistir los acidos gastricos y la bilis, ademas, propiedad de adherirse al epitelio
intestinal, lo que se asocia a su persistencia en el ambiente intestinal; cuando esto
no es asi, Su consumo recurrente puede asegurar su permanencia por mantenerse
en transito; lo ideal es que sean capaces de colonizar y establecerse el tracto
digestivo, capaces de crecer rapidamente y poder dominar por exclusion

competitiva a otros microorganismos en el tracto intestinal.
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Por otra parte, deben producir sustancias con capacidad antimicrobiana,
ademds, mantener viabilidad durante los cultivos, procesos, sobre el producto y
durante su almacenamiento. Finalmente y muy importante, deben desarrollar

efectos beneficiosos sobre el hospedero (Naidu, et al., 1999).
2.2.2 Microorganismos probioticos

Entre los microorganismos comunmente empleados como probiéticos se
encuentran las bacterias &cido-lacticas, que agrupan una gran cantidad de
géneros que incluyen un considerable nimero de especies. Las cepas utilizadas
generalmente pertenecen a especies de los géneros Lactobacillus, Enterococcus y

Bifidobacterium (ver cuadro 2) (Salminen et al. 1998).

Cuadro 2. Microorganismos usados como probidticos

Lactobacillus Bifidobacterium Lactococcus
spp. Spp. spp. Streptococcus spp.
L.acidophilus B.bifidum L.lactis S.thermophilus
L. lactis B.longum L.cremoris
L.bulgaricus B.breve L.diacetylactis
L.casei B.lactis/animalis
L.kefir B.adolescentis
L.brevis
L.reuteri
L.helveticus
L.plantarum
L.salivarius
L.johnsonii
Otras especies
Enterococcus . Saccharomyces
spp. Bacillus spp. cerevisiae
E.faecium B.subtilis Saccharomyces
boulandii
E.faecalis B.coagulans Leuconostoc spp.
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Estas bacterias son empleadas en la elaboracion de productos lacteos
fermentados, entre los que se incluyen los yogures, los cuales son

comercializados con el slogan de que «generan un balance de la flora intestinal».

Las Bifidobacterias son habitantes normales en el tracto intestinal,
generalmente se encuentran en cantidades superiores a 10 por cada gramo de
contenido intestinal, comprenden cerca del 25% de la microflora, sin embargo la
cantidad de bacterias va disminuyendo con la edad (Zavala, 2005).

Caracterizadas generalmente como Gram-positivas, existen alrededor de 30
especies incluidas en el género Bifidobacterium, que fueron aisladas de fuentes

humanas (caries dental, heces fecales y vagina).

Los Lactobacillus son bacterias Gram-positivas, son microorganismos
anaerobios y estrictamente fermentativos. En la actualidad se conocen 56
especies del género Lactobacillus distribuidas en varios nichos ecolégicos como
son el tracto gastrointestinal y el tracto genital y constituyen parte importante de la

microflora endégena del humano.

Su distribucién se ve afectada por varios factores ambientales, los cuales
incluyen pH, disponibilidad de oxigeno, nivel de sustratos especificos, presencia

de secreciones e interaccion bacteriana (Zudiga, 2003).

2.2.3 Probiéticos en alimentos

En la actualidad se han desarrollado un sin nimero de productos sobre la
base de la incorporacion de estas bacterias, que incluyen presentaciones muy
variadas, que van desde alimentos como los lacteos (yogurt, leches fermentadas,
guesos y helados) ademas, frutas, jugos, postres, hasta suplementos dietéticos

diversos.
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La incorporacion puede ser bajo la modalidad de cepas simples hasta
multiples y algunas veces adicionalmente combinadas con elementos o sustancias
con caracter prebidtico ("Ingredientes no digeribles que afectan beneficiosamente
al organismo mediante la estimulacién del crecimiento y actividad de cepas de
bacterias especificas en el colon”); ello puede realizarse bajo técnicas muy
diversas: simple agregado al producto, o buscando un medio de proteccién a los
microorganismos como en el caso de micro encapsulacion en una matriz variable
(carragenina, alginato, gomas, etc.) o por impregnacion al vacio en sustratos con

estructura solida poroso manteniendo su frescura y apariencia (Martinez, 2007).
2.2.4 Tipos de probidticos
Existen diferentes grupos de probioticos y hay grandes diferencias entre ellos.

o Probidticos naturales: Estan presentes en la alimentacion de todos los

dias. En forma natural, los probiéticos se encuentran en lacteos fermentados como
yogures, leche y quesos; vegetales fermentados -aceitunas, chucrut, soya,
cereales-; productos carneos y pescados fermentados; y bebidas alcohdlicas
artesanales (no destiladas). Sin embargo, se requieren estudios cientificos que
garanticen la existencia de cepas probidticas entre la microflora lactica silvestre de

los alimentos.

« Probidticos comercializados: Durante afios, distintas poblaciones han

consumido probidticos naturales en su dieta. La industria tomé nota de esta
realidad y comenz6 a comercializar los productos que contenian probidticos
haciendo foco en ello. Es algo similar a lo que sucede con las formulaciones para
lactantes, que tratan de emular la leche materna con el objetivo de generar el

desarrollo de una microflora intestinal benéfica, como la leche Nan 2 de Nestlé.

¢ Suplementos alimenticios que contienen probidticos: Se trata de

suplementos dietarios que contienen probiéticos en forma de capsulas o en polvo.

No es un medicamento y su distribucion se rige por las leyes de los alimentos.
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e Productos medicinales o agentes bioterapéuticos: Es un probidtico con un

efecto terapéutico probado; es decir, es un medicamento. El uso de probioticos en
medicina se conoce también con el nombre de “bioterapia”. Los agentes
bioterapéuticos son microorganismos que tienen un efecto demostrado. Para ser

eficaces deben:

e Ser resistentes a la gran mayoria de los antibidticos que se usan
comunmente.

o Tener efectos terapéuticos inmediatos.

e Tener efectos mdltiples: inhibicién de la adhesién de los patdgenos, efectos
de inmunomodulacién, competencia con las toxinas por los receptores de
éstas y, por supuesto, competencia por los nutrientes.

*Un ejemplo de probidtico como agente bioterapéutico es Bioflora. Este
contiene Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Streptococcus faecalis y
Bifidobacterium brevis, la cual actia restableciendo el equilibrio de la flora
intestinal. Esté indicado para inflamaciones intestinales, encefalopatia hepatica e
intolerancia a la lactosa. Culturelle es un Suplemento Probidtico que contiene
Lactobacillus GG, para mantener las defensas naturales del organismo (Mafart,
2007).

2.3 LECHE
La leche puede provenir de varios mamiferos que se explotan para
autoconsumo o comercialmente. En orden decreciente de importancia se tiene a la

vaca, la cabra, la oveja, la bufala de agua, la yak, la yegua y hembra del reno.

Por su importancia nutricional y econdémica, histérica y actual, la leche que
mas se ha estudiado y que se conoce mejor es la de vaca. Es frecuente,
entonces, que cuando se habla de la leche en la jerga técnica, comercial o de la
vida cotidiana se aluda a la leche de vaca, a menos que se precise e | nombre de

la especie de donde proviene (Zavala, 2005).
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2.3.1 Definicion
Definicion bioldgica.

Leche es el producto secretado por los mamiferos hembras para la

alimentacion de sus crias durante las primeras etapas de su crecimiento.
Definicion legal

Leche es el producto integro y fresco de la ordefia completa que procede de una o
mas vacas bien alimentadas, sanas y en reposo, exento de calostro y que cumpla
con las caracteristicas fisicas, quimicas y bacteriologicas que establece el cédigo

sanitario local.
Definicidon tecnoldgica

La leche es un sistema fluido muy complejo en el cual coexisten tres subsistente
fisicoquimicos bien definidos, en equilibrio dinamico, a saber: una emulsién
aceite-agua (o/w), una suspension coloidal proteica y una solucion verdadera
(Villegas, 2004).

2.3.2 Valor nutritivo

La composicién de la leche determina su calidad nutritiva y varia en funcion
de raza, alimentacién, edad, periodo de lactacion, época del afio y sistema de
ordeflo de la vaca, entre otros factores. Su principal componente es el agua,
seguido fundamentalmente por grasa (acidos grasos saturados en mayor
proporcion y colesterol), proteinas (caseina, lactoalbuminas y lactoglobulinas) e

hidratos de carbono (lactosa principalmente).

Asi mismo, contiene moderadas cantidades de vitaminas (A, D, y vitaminas
del grupo B, especialmente B2, B1, B6 y B12) y minerales (fosforo, calcio, zinc y

magnesio) (Hernandez, 2003).
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2.3.3 Derivados de la leche

En México, el desarrollo de la industria lechera ha garantizado que al
menos en los centros urbanos importantes la leche se consuma ya pasteurizada
La ventaja de este método de desinfeccion es que suministra una leche pura, sin
gérmenes patdégenos en general y sin perder su riqueza vitaminica. Otras formas
de presentacion que tiene la leche son:

e La leche en polvo, que es sometida a un proceso de desecacion y
pulverizacion sin alterar su contenido vitaminico.

e La leche evaporada, que se esteriliza a elevadas temperaturas y también
guarda su riqueza vitaminica.

e La leche condensada, preparada al vacio y de uso limitado casi a la

reposteria por su gran cantidad de azucar.

Los derivados de la leche en nuestra alimentaciéon cotidiana son la crema,

los quesos y la mantequilla.

La crema concentra las grasas de la leche y, en mayor cantidad aun, la
mantequilla, la cual se obtiene al aglomerarse los glébulos grasos de la nata
(Spreer, 1991).

Los quesos se preparan coagulando la leche mas o menos desnatada
mediante la aplicacion del cuajo (en el comercio se vende en pastillas), que

produce la separacion de la caseina de la leche.

El queso es un alimento muy importante en nuestra dieta, ya sea
consumido al natural o como parte de infinidad de platillos. Es buen estimulante de
la digestion y facilita la asimilacion de grasas y carbohidratos.

En México cada vez hay mas variedad de quesos, debido a la influencia de
la cocina internacional. En la cocina tradicional mexicana los mas comunes son: el
queso fresco, el afiejo, el asadero, o tipo Oaxaca, y el Chihuahua, obviamente con
todas las variaciones posibles y con el sello peculiar década region (Galvan,
2005).
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2.3.4 Produccién de leche y lactosuero

La produccion mundial de leche en el afio 2006 fue de 420 mil millones de
toneladas métricas, representando un incremento de 1.9% respecto del afio
anterior. El grupo de los 25 paises que componen la Union Europea aporta el 31%
de la produccién, le siguen los Estados Unidos con casi 83 millones de toneladas,
con un 19% del total; Asia registra uno de los cambios mas impor- tantes
destacandose China con un incremento del 19% en produccion, mientras que
conjuntamente con India van teniendo una participacion creciente en el mundo, tal
como lo demuestra el hecho de que aportan un 17% del total. Los paises de
Oceania en conjunto presentan el 3%; con relacibn a América, Brasil es el mayor
pro- ductor, con casi 25 millones de toneladas. En México, la produccion es de
10,100 millones de toneladas (Gallardo, 2010).

En el Estado de Puebla existen 187 mil 962 cabezas de bovinos lecheros
con una produccién promedio diaria de leche de 1,221,449 litros y anual de 372.5
millones de litros, ocupando el décimo lugar de produccion de nuestro pais hasta
diciembre de 2007.

El 30% se destina a la venta de acopiadores para la elaboracion de quesos,
otro 30% se consume como leche bronca, el 35% se vende a plantas de proceso a
otros estados y solo el 5% es industrializado por el propio productor.

Los paises productores de queso y por ende de lactosuero mas importantes
son Estados Unidos, Francia, Alemania e lItalia. La produccién mundial anual de
suero lacteo es de aproximadamente 145 millones de toneladas, de las cuales 6

millones son de lactosa.

El éxito de los productos lacteos y la obtencién de nuevos productos ha
aumentado la produccion de lactosuero, la cual se incrementa afio con afio,

situacion de la que nuestro pais no es la excepcion.

El suero producido en México es de cerca de 1 millébn de toneladas y

contiene 50 mil toneladas de lactosa y 5 mil toneladas de proteina verdadera.
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A pesar de esta riqueza nutricional, potencialmente utilizable, el 47% de
lactosuero es descargado al drenaje y llega a rios y suelos, causando un problema
serio de contaminacion. La descarga continua de suero en estos ecosistemas
altera sus propiedades fisicoquimicas. En el caso de los suelos, disminuye el
rendimiento de las cosechas, pero ademas se observa el fendmeno de lixiviacion.
Este fendbmeno se presenta porque el lactosuero contiene nitrégeno soluble en
agua, el cual es arrastrado a través de diversas capas llegando hasta los mantos

freaticos y convirtiéndose en un peligro para la salud de los animales y humanos.

Una industria quesera media que produzca diariamente 40,000 litros de
suero sin depurar genera una contaminacion diaria similar a una poblacién de 1,2
50,000 habitantes. Por ello es importante que la s industrias lacteas utilice el

lactosuero con el fin de no contaminar el ambiente (Gémez, 2007).

2.4 SUERO DE LECHE
2.4.1 Definicion

El lactosuero es un liquido que se obtiene por la coagulacion de la leche en
la elaboraciéon del queso, una vez que se separan la cuajada del queso (la

caseina) y la grasa (Montafiez, 2000).

2.4.2 Tipos de suero

Existen varios tipos de lactosuero dependiendo principalmente de la
eliminacién de la caseina, el primero denominado dulce, esta basado en la
coagulacion por la renina a pH 6,5. El segundo llamado &cido resulta del proceso
de fermentacion o adicion de acidos organicos o acidos minerales para coagular la

caseina como en la elaboracion de quesos frescos (Spreer, 1999).

En cualquiera de los dos tipos de lactosuero obtenidos, se estima que por

cada kg de queso se producen 9 kg de lactosuero, esto representa cerca del 85-

90% del volumen de la leche y contiene aproximadamente el 55% de sus
nutrientes (Mena, 2003).
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2.4.3 Composicion
Entre los mas abundantes de estos nutrientes estan la lactosa (4,5-5% p/v),
proteinas solubles (0,6-0,8% p/v), lipidos (0,4-0,5% p/v) y sales minerales (8-10%

de extracto seco).

Presenta una cantidad rica de minerales donde sobresale el potasio,
seguido del calcio, fosforo, sodio y magnesio. Cuenta también con vitaminas del
grupo B (tiamina, acido pantoténico, riboflavina, piridoxina, acido nicotinico,

cobalamina) y acido ascorbico (Rico, 2005)

Cuadro 3. Composicion del lactosuero fresco

Suero dulce Suero acido
Agua 93-94% 94-95%
Proteinas 0.8-1% 0.8-1%
Grasa 0.2-0.7 0.04
Lactosa 4.5-5.0 3.8-4.2
Sales minerales 0.05 0.4
Acido lactico 4.5-5% 3.8-4.2%
Extracto seco 6-7% 5-6%
Acido citrico 0.15% 0.1%
Cenizas 0.5-0.7% 0.7-0.8%
valor de pH ) .6.45% , Alrededor de5

Indice de SH 4 | (indice de SH 20-25)

2.4.4 Alternativas de tratamiento

El lactosuero es uno de los materiales mas contaminantes que existen en la
industria alimentaria. Cada 1,000 litros de lactosuero generan cerca de 35 kg de
demanda biolégica de oxigeno (DBO) y cerca de 68 kg de demanda quimica de
oxigeno (DQO). Esta fuerza contaminante es equivalente a la de las aguas negras
producidas en un dia por 450 personas (Parra, 2008).
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Mas aun, no usar el lactosuero como alimento es un enorme desperdicio de
nutrimentos; el lactosuero contiene un poco mas del 25 % de las proteinas de la
leche, cerca del 8 % de la materia grasa y cerca del 95 % de la lactosa. Como se
mostré anteriormente, por lo menos el 50 % en peso de los nutrimentos de la

leche se quedan en el lactosuero.

Los mismos 1,000 litros de lactosuero a los que nos referimos arriba
contienen méas de 9 kg de proteina de alto valor bioldgico, 50 kg de lactosa y 3 kg
de grasa de leche. Esto es equivalente a los requerimientos diarios de proteina de
cerca de 130 personas y a los requerimientos diarios de energia de mas de 100

personas (Inda, 2000).

La capacidad contaminante y el valor nutritivo del lactosuero han llevado al
desarrollo de tecnologias para su aprovechamiento. En Argentina se producen
aproximadamente 450,000 toneladas de suero liquido por afio, de los cuales el
62% es utilizado en la alimentacion animal, el 33% es transformado como
derivados de lactosa, caseinas, caseinatos y concentrados proteicos, el 4% se
convierte en suero en polvo y solo el 1% es tratado como efluente. En nuestro pais
no existen datos concretos de la utilizacion del suero, se estima que se aprovecha
sOlo cerca el 10%. Las alternativas de aprovechamiento del lactosuero pueden
ser:

* Procesos fermentativos. El lactosuero puede ser utilizado como medio
de cultivo para la produccion de biomasa (proteina unicelular como la levadura
para panificacion), metabolitos (lipidos, pigmentos, alcoholes, acidos orgéanicos,
biopolimeros) y enzimas.

En este medio la lactosa es la principal fuente de carbono para los
microorganismos, incluso se ha utilizado para células vegetales. Ademas, el
lactosuero suele emplearse para la conservacion y propagacion de cultivos

lacticos o en la elaboracion de bebidas fermentadas.

» Elaboracion de bebidas. También se ha estudiado la elaboracion de
bebidas o férmulas lacteas con valor nutritivo similar al de la leche y con
caracteristicas agradables al consumidor.
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Estas bebidas tienen un gran potencial para utilizarse en programas

gubernamentales dirigidos a la poblacion de escasos recursos.

* Produccién de biofertilizantes. Estos abonos ademas de nutrir
eficientemente los cultivos, se convierten en un restaurador de la flora microbiana
del ecosistema del cultivo, ademas el acido lactico presente ayuda a eliminar

bacterias patdgenas. Este biofertilizante puede sustituir a los abonos quimicos.

* Tecnologia de empaques. El lactosuero se usa para producir por via
fermentativa un ingrediente antimicrobiano utilizado en la elaboracion de
empaques comestibles. De esta forma se obtienen peliculas biodegradables con
actividad antibacteriana, esta pelicula alarga la vida de anaquel, aumentando la

caducidad y conservacion de los alimentos (Valencia y Ramirez, 2009).

2.5 BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Las bacterias acido-lacticas (BAL o LAB por sus siglas en inglés) han sido
utilizadas durante siglos en fermentaciones industriales y han despertado gran
atencion al ser empleadas en la industria farmacéutica y de alimentos,
especialmente para la obtencion de acido lactico, componentes saborizantes,
espesantes y bacteriocinas, asi como al considerable valor nutritivo que pueden

aportar a los productos alimenticios y el bajo coste energético de su produccion

Ademas, durante la Ultima década se ha incrementado el namero de
estudios sobre el rol de que algunas cepas de BAL pudieran ser empleadas como
cultivos probiéticos (Rodriguez, 2006)

Las BAL son un conjunto de bacterias Gram-positivas, no esporuladas, en
forma de cocos o bastones y catalasa negativa (aunque en algunos casos pueden
encontrarse una pseudo-catalasa), con un metabolismo estrictamente fermentativo
produciendo acido lactico como el mayor producto final de la fermentacion de los
azucares via Embden-Meyer —glucdlisis-1) y en otras ocasiones producen ademas

etanol, acetato y CO, por la via del acido-6fosfoglucénico (heterofermentacion).
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En términos generales estas bacterias tienen complejas necesidades de
factores de crecimiento: vitamina B, aminoacidos, péptidos, bases pdaricas y

pirimidicas.

Esta es una de la razones del porqué abundan en un medio tan rico
nutricionalmente como la leche. A nivel de laboratorio se deben emplear medios
selectivos que posean estas caracteristicas para su aislamiento (por ej., el caldo o
Agar MRS, Agar Rogosa).

Otra caracteristica de este grupo de bacterias es su tolerancia al pH acido
(pH = 5, incluso a veces menores), pero conforme el medio se va acidificando,

resultan inhibidas un mayor nimero de especies.

2.5.1 Principales grupos.
En 1919-1920, Orla-Jensen, clasificd las bacterias acido-lacticas en dos
grupos segun sus caracteristicas bioquimicas: las homofermentativas y las

heterofermentativas.

Lyhs (2002) divide las BAL en tres grupos de acuerdo con sus
caracteristicas fermentativas: las homofermentativas estrictas, heterofermentativas

estrictas, y las heterofermentativas facultativas.

Las BAL homofermentativas estrictas degradan las hexosas exclusivamente
a acido lactico y no fermentan las pentosas o el gluconato. Dentro de este grupo
encontramos algunas especies de Streptococcus (St. thermophilus y St. lactis) y

Pediococcus (P. acidilactici, P. pentosaceus).

Los heterofermentativos estrictos degradan las hexosas a éacido lactico,
acido acético, etanol y CO,, y las pentosas a acido lactico y acido acético. Algunas
especies de Lactobacillus (L. brevis y L. buchnerii) y Leuconostoc (L.

mesenteroides, L. dextranicum y L. cremoris).
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Los facultativos heterofermentativos fermentan las hexosas a acido lactico y
puede producir CO, a partir del gluconato pero no de la glucosa. Ellos también

fermentan las pentosas para producir acido lactico y acético.

El género Lactobacillus ha sido usado histéricamente de forma segura,
especialmente en la industria lactea, y juega un papel principal en la produccion de

leches fermentadas.

Las BAL de importancia en la industria de alimentos pertenecen a los
géneros Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,

Paralactobacillus, Pediococcus, Streptococcus y Weissella (Lyhs, 2002).
2.5.2 Bacterias lacticas probiéticas

Las bacterias lacticas probibticas representan un grupo importante de
bacterias que se alojan en el colon humano y que brindan multiples beneficios
para la salud del ser humano; producen bacteriocinas y acido lactico que inhiben
el crecimiento de bacterias patdégenas para el humano, estimulan el sistema
inmunoldgico del ser humano e intervienen de forma importante en la reduccion

del cancer de colon (Chamorro, 2002).

Los microorganismos de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium forman
parte de las bacterias lacticas probiéticas y son utilizados ampliamente para la
produccion de alimentos lacteos funcionales, como el yogurt y las leches acidas.

El mercado de los productos lacteos funcionales representa una actividad
econdémica muy importante dentro de la industria de los alimentos. La publicidad
utilizada para promover los alimentos lacteos funcionales se enfoca principalmente

en los beneficios que las bacterias lacticas probioticas proveen a la salud humana.

Sin embargo, para que las bacterias probiéticas puedan ejercer su efecto
benéfico en el ser humano se deben de instalar en el colon y para ello primero

deben de atravesar el estbmago y el intestino delgado, en donde una serie de
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barreras fisico-quimicas (jugos gastricos y bilis hepatica) tienen efectos severos

sobre la viabilidad bacteriana (Chasquibol, 2003).
2.5.3 Cultivos iniciadores paralaindustria lactea.

La industria lactea durante siglos ha aprovechado la utilidad de distintos
grupos de microorganismos (bacterias, mohos, levaduras) para la obtencion de
diversos subproductos fermentados, como prueba de ello encontramos entre otros

a los quesos, yogures y mezclas de leches y granos fermentados.

La principal aplicaciéon de las BAL como cultivos iniciadores en la industria

lactea ha sido para la obtencién de yogurt y diversos quesos madurados.

Quesos: Para la obtencion de quesos debe lograrse la coagulacion de la
caseina, para tal fin se emplea de forma normal la adicién de cuajo natural (renina)
o0 sintético (enzimas), obteniendo de esta forma una cuajada humeda, gelatinosa,
muy impermeable, que se desuera por calentamiento (queso de pasta cocida), por

prensado (quesos de pasta prensada) o cortandola.

Pero en algunas ocasiones suele usarse a las BAL como cultivos
iniciadores o el acido lactico producido por estas, lo que da lugar a una cuajada

fragil, compacta, muy friable, permeable y de la que se separa facilmente el suero.

En sintesis, las BAL empleadas en la industria lechera pertenecen a las
familias Streptococcaceae y Lactobacillaceae, aunque también se pueden emplear
bacterias productoras de &cido lactico en menor cuantia como propiobacterium
(productor de acido propionico y acido acético, y en menor cuantia de acido

isovalérico, férmico, succinico y lactico).

24



2.6 MEDIOS DE CULTIVO
Uno de los sistemas mas importantes para la identificacion de
microorganismos es observar su crecimiento en sustancias alimenticias artificiales

preparadas en el laboratorio.

El material alimenticio en el que crecen los microorganismos es el Medio de
Cultivo y el crecimiento de los microorganismos es el Cultivo. Se han preparado
mas de 10.000 medios de cultivo diferentes.

Para que las bacterias crezcan adecuadamente en un medio de cultivo
artificial debe reunir una serie de condiciones como son: temperatura, grado de
humedad y presion de oxigeno adecuado, asi como un grado correcto de acidez o
alcalinidad. Un medio de cultivo debe contener los nutrientes y factores de
crecimiento necesarios y debe estar exento de todo microorganismo

contaminante.

La mayoria de las bacterias patdgenas requieren nutrientes complejos
similares en composicion a los liquidos organicos del cuerpo humano. Por eso, la
base de muchos medios de cultivo es una infusion de extractos de carne y

Peptona a la que se afiadiran otros ingredientes.

2.7 CULTIVO DE MICROORGANISMOS

El cultivo de microorganismos consiste en proporcionarles las condiciones
fisicas, quimicas y nutritivas adecuadas para que puedan multiplicarse de forma
controlada. En general, podemos distinguir cultivos liquidos y solidos en funcién de
las caracteristicas del medio y cultivos discontinuos y continuos en funcion de la

disponibilidad de nutrientes en el medio (Zamora, 2003).

2.7.1 Crecimiento microbiano en medio liquido
Si la bacteria crece en un medio liquido, en la mayoria de los casos las
células que se producen en cada division contindan su vida independientemente

formandose una suspensioén de células libres.
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En un cultivo discontinuo de bacterias en medio liquido, se pueden
diferenciar cuatro fases en la evolucion de los parametros que miden el
crecimiento microbiano:

1.- Fase lag o de adaptacion durante la que los microorganismos adaptan
su metabolismo a las nuevas condiciones ambientales (abundancia de nutrientes y

condiciones de cultivo) para iniciar la fase de crecimiento exponencial.

2.- Fase exponencial o logaritmica: en ella la velocidad de crecimiento es
maxima y el tiempo de generacion es minimo. Durante esta fase las bacterias

consumen a velocidad maxima los nutrientes del medio.

3.- Fase estacionaria: en ella no se incrementa el niamero de bacterias (ni
la masa u otros parametros del cultivo). Las células en fase estacionaria
desarrollan un metabolismo diferente al de la fase exponencial y durante ella se
produce una acumulacién y liberaciéon de metabolitos secundarios que pueden
tener importancia industrial. Los microorganismos entran en fase estacionaria
porque se agota algun nutriente esencial del medio o porque los productos de
desecho que han liberado durante la fase exponencial hacen que el medio sea

inhéspito para el crecimiento microbiano.

La fase estacionaria tiene gran importancia porque probablemente
represente con mayor fidelidad el estado metabdlico real de los microorganismos

en los ambientes naturales.

4.- Fase de muerte: se produce una reduccién del nimero de bacterias

viables del cultivo (Gamazo, 2003).

2.7.2 Crecimiento microbiano en medio sélido

Las fases, parametros y cinética de crecimiento discutidas para el caso de
los cultivos liquidos se presentan también en cultivos soélidos. La cinética de
crecimiento, en este caso, se puede estudiar siguiendo la evolucion del numero de

células viables por unidad de superficie o por unidad de masa.
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Cuando una célula aislada e inmovil comienza a crecer sobre un substrato

solido, el resultado del crecimiento al cabo del tiempo es una colonia.

Por consiguiente, se denomina unidad formadora de colonia (UFC) a una
célula bacteriana viva y aislada que si se encuentra en condiciones de substrato y
ambientales adecuadas da lugar a la produccion de una colonia en un breve lapso
de tiempo. Si el nimero inicial de bacterias por unidad de superficie es muy alto, la
confluencia de las colonias da lugar a lo que se llama un césped cuando se

realizan los cultivos en placas de laboratorio (Gamazo, 2003)
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

El desarrollo de este trabajo se realizd en el laboratorio de la empresa
mexicana GBS Global S.A. de C.V., en conjunto con la Universidad Autbnoma

Agraria Antonio Narro. Ubicados en la Ciudad de Saltillo Coahuila, México.

3.1 Obtencién de la muestra

El suero utilizado en este trabajo proviene del laboratorio de lacteos ubicado
en la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro. El suero es obtenido de la
produccion de quesos panela, suave y blanco de leche de vaca pasteurizada, no
requiere maduracién. La muestra de suero lacteo de vaca se colocdé 30 ml de
muestra en frascos de vidrio, posteriormente se sometio a esterilizar en autoclave
a 121°C por 15 minutos. Se midié el pH inicial antes de inocular las muestras en
caldo MRS.

3.2 Medicion de pH de las muestras

A las muestra de suero que fueron anteriormente sometidos al proceso de
esterilizado se les determin6 el pH mediante el uso del potenciometro (HACH
SenslON 3), calibrado con una solucion buffer pH 4.0, pH 7.0 y 10,0. La acidez en
el suero lacteo de leche sirvi6 como parametro de contaminacion con otros

microorganismos.

3.3 Andlisis fisico-quimicos del suero

Al suero lacteo de vaca, que fue utilizado como medio de cultivo, se le
realizd un andlisis fisicoquimico evaluando, grasa, acidez titulable, proteinas,
densidad, sdlidos no grasos, sélidos totales, lactosa. Para cada andalisis se realizo

por duplicado.
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3.3.1 Andlisis fisico-quimico de grasa

Para la determinacion de grasa en suero lacteo de vaca se realizd por el
método Gerber, colocando 10 ml de H,SO, concentrado en el butirometro,
después se le agrego 11 ml de leche cuidando que se descienda por la pared del
butirometro (agregando agua antes del cuello para poder apreciar el volumen). En
seguida se agreg6é 1 ml de alcohol isoamilico tapando el butirometro, se mezclé
suavemente para facilitar la digestion de la muestra. Se centrifugo por 1 min para

tomar la lectura en la escala.

3.3.2 Andlisis fisico-quimico de acidez

Este andlisis consiste en una volumetria acido-base valorando la acidez
del suero lacteo de vaca, expresada en g de &cido lactico por 100ml de suero
lacteo de vaca, en presencia de fenolftaleina. Se coloco 9 ml de la muestra de
suero lacteo de vaca en vaso de precipitado, agregando de 3 a 4 gotas del
indicador de fenolftaleina y mezclando suavemente. Posteriormente se titulo con
NaOH 0.1 N hasta que se obtuvo un color rosa péalido permanente. Se tomé la
lectura de los ml de NaOH gastados. Se calcul6 el porcentaje de acidez que hay

en el suero lacteo de vaca con la siguiente formula.

{(ml de NaOH 0.1N)(0.009)(100)

U acidez titulable = _
ml de muestra

3.3.3 Analisis fisico-quimico de proteina

Para determinar el porcentaje de proteina que se encuentra en el suero
lacteo de vaca a la muestra anterior (acidez) se le agrego 2 ml de formaldehido,
mezclando y después de 2 min. Se realiz6 una segunda titulacion, se tomé la
medida de los mililitros gastados de NAOH calculando el contenido de proteina

total y el de caseina con la siguiente formula.

% caseina = (ml de NaOH 0.1N){1.63)

o proteina = (ml de NaOH 0.1)(2.0)
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3.3.4 Andlisis fisico-quimico de densidad
Para la determinacion de la densidad, se debe llenar % (200 mL) de la
probeta con suero lacteo de vaca, posteriormente se introdujo en lactodensimetro

y una vez que se estabilizd se registro la lectura de la densidad y temperatura.

3.3.5 Andlisis fisico-quimico de solidos no grasos
Este andlisis se determino tomando la lectura de densidad multiplicandose
por 0.25 que es un namero constante.

SNG = (lectura del lactodensimetro)(0.25)

3.3.6 Andlisis fisico-quimico de solidos totales

Se determino el contenido de sélidos totales utilizando los resultados de
sélidos no grasos mas el contenido de grasa que se encuentra presente en el
suero lacteo de vaca.

ST = (SNG) + (grasa)

3.3.7 Andlisis fisico-quimico de determinacion de lactosa

Para este analisis se utilizo el contenido de solidos totales en el suero lacteo de
vaca restandole el contenido de grasa mas el porcentaje de proteina y minerales,
la formula que se empleo se muestra a continuacion.

Lactosa= (5T) — (grasa + proteinas + minerales)

ETAPA |. PURIFICACION
3.4. Adaptacion de reactores para crear condiciones de anaerobiosis
Para llevar a cabo el aislamiento de los microorganismos probiéticos se
emplearon reactores de vidrio para anaerobiosis de diferentes tamafos, de 275
mL para fermentaciones en medio liquido y frascos de 4 litros para
fermentaciones de anaerobiosis en medio sélido.
En los frascos de 4 litros se introducian cajas Petri con agar MRS para

mantener su anaerobiosis.
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Con el fin de crear condiciones de anaerobiosis el cual se le introdujo
nitrégeno para poder desplazar el oxigeno, el tiempo de inyeccion de nitrégeno
dependio6 del tamafio de los reactores utilizados.

3.4.1 Cultivo en medio liquido
Todos los microorganismos aislados en este estudio fueron cultivados en
caldo y Agar MRS cuya composicion por litro se presenta en el cuadro 4.
Cuadro 4. Composicion del Medio de Cultivo liquido

Composicién gr/L
Peptona universal 10
Extracto de carne 5

Extracto de levadura 5

Dextrosa 20
Fosfato de potasio 2
Citrato de sodio 2

Sulfato de magnesio 0.1

Sulfato de manganeso | 0.05

Acetato de sodio 5

Tween 80 1ml

Preparacion del medio

Se preparo el medio de cultivo que fue cado MRS (cuyo composicion por
litro se presenta en el cuadro 5) disolviendo 62.15 gr en 1 litros de agua destilada
y se afiadio 1 mL de tween 80, se calent6 con agitacion constante hasta dilucién,
después de haber obtenido el medio se esterilizé en autoclave 15 min. a 120 libras

de presion. Se espero a que se enfriara el medio, se vacio en cajas de Petri.
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Figural. Preparacion del medio liquido MRS

3.4.2 Cultivo en medio solido

Se prepar6 de la siguiente manera: se disolvieron 51 g en 1 litro de agua
destilada y afiadiéo 1 mL de Tween 80. Posteriormente se esteriliz6 en autoclave a
121 ° C durante 15 min. En el cuadro 5 se muestra la composicién del Agar MRS

empleado en es estudio.

Cuadro 5. Composicion del medio de cultivo sélido

Composicién gr/L
Peptona universal 10
Extracto de carne 5
Extracto de levadura 5
Dextrosa 20
Fosfato de potasio 2
Citrato de sodio 2
Sulfato de magnesio 0.1
Sulfato de manganeso 0.05
Acetato de sodio 5
Tween 80 1mi
Agar bacteriologico 12
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Las bacterias aisladas en este trabajo se cultivaron en cajas de Agar MRS
para cada prueba. Los cultivos se realizaron en los frascos reactores en donde se
suministra nitrégeno para sustituir el oxigeno para llevar a cabo la anaerobiosis y
por ultimo se incubd a 37 °C durante 24 horas. Una vez transcurrido el tiempo se
cultivo en cajas Petri empleando agar MRS y se colocaron en jarras reactores,

igualmente se incubo a 37 °C durante 24 horas.

3.5 Purificacion cepas probioticas

Utilizando el método de cultivo MRS las cepas fueron propagadas, en
donde se midi6 20 mL de medio liquido en cada frasco, se esterilizé a 121 °C
durante 15 min., posteriormente se inocularon 100 pL de cada una de las
muestras, posteriormente se incubaron durante 24 horas en anaerobiosis.

Las cepas se purificaron por estria continla en placas de Agar MRS, se
observo al microscopio 6ptico para la identificacion morfoldgica y se realizé la
tincion de Gram.

Las bacterias que se presentaron puras se almacenaron en congelacion en

tubos de Ependorff y sometidos a liofilizacién.

3.5.1 Caracterizacion morfoldgica

La identificacién de las cepas se realiz6 mediante una tincion de Gram (ver
anexo A) para después ser observadas al microscopio. La aplicacién de esta
tincién permite clasificar las bacterias en dos grandes grupos: las bacterias Gram
positivas y las bacterias Gram negativas.

Este comportamiento diferencial frente a la tincion de Gram obedece a la
distinta composicion de la pared celular de estos dos grupos bacterianos, asi
mientras las bacterias Gram positivas poseen una gruesa malla de peptidoglicano,
en su parte mas externa, las bacterias Gram negativas poseen solo una fina capa
de peptidoglicano, que esta ademas envuelta por una membrana, la membrana

externa (Gamazo, 2005).
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3.6 Conservacion de las cepas

Para conservar las cepas viables se almacenaron en tubos Ependorff, se
prepar6 una solucion de 100 mL leche descremada con 10 mL glicerol y se
esterilizd posteriormente se tomé de la solucion estéril 500 pL y 500 pL del
cultivo de cepas, colocandolas en los tubos de Ependorff, posteriormente se
almacenaron en congelacion.

Para realizar el otro método de conservacion se llevd acabo el proceso de
liofilizacibn que es un buen sistema de conservacion de cultivos de
microorganismos porque la operacion es compatible con el procesamiento en
condiciones que evitan o minimizan las posibilidades de contaminacion (Mafart y
Beliard, 1994).

Se coloco 500 pL de leche descremada y 500uL de cultivo de cepas. Se
centrifugo a 4,500 revoluciones por 30 minutos, Posteriormente almacenaron en
un ultra-congelador a -80°C por 24 h transcurrido el tiempo se coloco en el
liofilizador (Labconcon de 6 litros) durante 72 horas.

ETAPA 2. SELECCION DE LAS CEPAS PROBIOTICAS
3.7 Preparacion del inoculo

En un matraz Erlenmeyer de 500 mL se preparé medio liquido de MRS,
posteriormente se esterilizé a 121°C durante 15 minutos.

En condiciones de asepsia, se prepar6 afiadiendo a 30 mL del medio en
cada frasco, 1 mL de cada unas de las cepas. Se incubd durante 24 horas en

condiciones anaerobiosis, para garantizar el maximo crecimiento exponencial.

3.7.1 Seleccidn de las cepas en suero lacteo de vaca

Una vez obtenidas las colonias puras de cada una de las muestras, se
midié 20 mL de suero de leche de vaca en cada frasco, se esterilizo a 121 °C
durante 15 minutos, posteriormente se inocularon 100 pL de cada una de las

muestras e incubaron durante 24 horas en anaerobiosis.
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Se sembro por estria por agotamiento (ver anexo B) 100 pL en cajas petri
con Agar MRS e incubadas a 37 °C durante 24 horas, respectivamente, en una
atmosfera anaerdbica. Con la finalidad de tener colonias aisladas para poder
realizar el conteo de las colonias y asi seleccionar las cepas que mayor

crecimiento presenten.

ETAPA 3. PRODUCCION EN MEDIOS
3.8 Desarrollo de medios de cultivo

Se propone la utilizacién de tres medios de cultivo diferentes, basados en
el uso de suero de leche de vaca como componente principal.

3.8.1 Preparacion del medio de cultivo 1

El medio de cultivo 1 se preparo utilizando el suero lacteo como Unico
componente en el siguiente cuadro 6 se presenta la composicion, lo cual presenta
una relacion de C:N de 7, lo cual la fuente de carbono se obtuvo del porcentaje de
lactosa que se encuentra en suero lacteo de vaca y la fuente de nitrégeno del

contenido de proteina presente en suero lacteo de vaca.

Cuadro 6. Composicién del medio de cultivo 1

Cultivo 1

Suero de leche
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3.8.2 Preparacion del medio de cultivo 2

El medio de cultivo se elaboro usando como componentes suero de leche,
extracto de levadura, medio minimo de sales, de las cuales serian: fosfato de
potasio (KH,PO4, 0.5g), cloruro de amonio (NH4Cl, 1.0g), sulfato de sodio
(Na,S04, 2.09), cloruro de calcio hexahidratado (CaC1,*6H20, 0.001g), sulfato de
hierro (FeSO4 0.0003g) y cloruro de magnesio (MgC1, 5 ppm). Con una relacion
de C:N de 3.5 obteniendo la fuente de carbono de la lactosa presente en suero
lacteo de vaca , la fuente de nitrogeno obtenida de la proteina presente en suero
lacteo de vaca, de extracto de levadura y cloruro de amonio. En el cuadro 7 se

presenta la composicion del medio de cultivo

Cuadro 7. Composicion del Medio de Cultivo 2

CULTIVO 2
Suero de leche 1 litro
Extracto de levadura 59g/L
Fosfato de potasio 0.5¢g/L
Cloruro de amonio 1.0 g/L
Sulfato de sodio 2.0g/L
Sulfato de hierro 8}3003
Cloruro de magnesio 5 ppm
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3.8.3 Preparacion del medio de cultivo 3

En el medio de cultivo 3 se utilizara lo siguiente: suero de leche, extracto
de levadura (5.0 g/L), peptona caseina (10g/L) y el medio minimo de sales. La
relacion C:N para este medio fue de 1.9, como fuente de carbono se obtiene de la
lactosa presente en suero lacteo de vaca y como fuente de nitrdgeno es obtenida
de la proteina presente en suero lacteo de vaca, de extracto de carne, peptona de
caseina y cloruro de amonio. En el cuadro se presenta la composicion del medio
de cultivo.

Cuadro 8. Composicion del Medio de Cultivo 3

CULTIVO 3
Suero de leche 1 litro
Extracto de carne 5¢g/L
Peptona de caseina 10 g/L
Fosfato de potasio 0.59/L
Cloruro de amonio 1.0g/L
Sulfato de sodio 2.0g/L
ﬁ(lec))zi::jratadcée e 0.001 g/L
Sulfato de hierro 0.0003 g/L
Cloruro de magnesio 5 ppm

3.9 Microorganismos evaluados

Para la presente investigacion se empleo la cepa de tabasco perteneciente
a la coleccion del centro de microbiologia aplicada (CEMAP) la cual se seleccion6
para este estudio ya que presentd mejor capacidad de adaptacion al suero de

vaca, la cual tubo un crecimiento celular de 1.73 x10® UFC / mL.

37



3.10 Determinacion de cinética de crecimiento

Las cinéticas se llevaron a cabo en 9 fermentaciones en el Shaker (innova
44), la cepa de tabasco se adaptd a las condiciones de fermentacion por tres
medios de cultivo, en cada caso se utilizé 1 mL de in6culo.

Para cada una de las fermentaciones se prepar6 un indculo de 20 mL en un
reactor disefiado para utilizarlo en condiciones anaerodbicas, que contenia la
composicién de cada uno de los medio disefiados para esta investigacion. Se
incubd por 24 horas en condiciones de anaerobiosis a 37°C antes de la
fermentacion.

Para realizar las cinéticas de crecimiento se tomaron asépticamente 20 mL
de sustrato a las 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96 horas de fermentacion (el tiempo
0 correspondio a las condiciones iniciales del sustrato).

De la cinética de fermentacion se determinaran: medicion de crecimiento
celular, determinacion de la viabilidad celular mediante conteo de unidades

formadoras de colonias (UFC), produccion de acido lactico.

3.10.1 Determinaciones de biomasa

El crecimiento celular fue determinado mediante gravimetria en base a las
mediciones de peso seco de las muestras (g células/mL), las cuales fueron
inicialmente centrifugadas a 10,000 rpm durante 20 min. El sobrenadante se
descarta, mientras que el precipitado es lavado con agua destilada y colocado en
tubos conicos de 2 mL de la marca Ependorff. Luego las muestras son secadas,
primero a 60 °C durante 3 horas y posteriormente a temperatura ambiente en un
desecador durante 12 horas, transcurrido el tiempo se peso con exactitud en una
balanza analitica (PCE-ABZ 100C).

3.10.2 Determinacion de la viabilidad celular

Se verifico la viabilidad celular mediante conteo de unidades formadoras de
colonia (UFC), para determinar el nimero de bacterias en las colonias, se
realizaron diluciones seriadas de 107, 10° y 107, sembrando por el método de

estria por agotamiento 100 pL de cada muestra en cajas con agar MRS con la
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finalidad de tener colonias aisladas para poder realizar el conteo de las colonias.
Posteriormente La incubacion se realiz6 en un medio anaerobio, en una jarra de

anaerobiosis de 2,5 L durante 24 horas a 37 °C.

3.10.3 Produccion de acido lactico

La concentracion final de &cido lactico en cada una de los cultivos se
determind por la técnica analitica de titulacion acido-base.

Este andlisis consiste en una volumetria acido-base sencilla, en la que se
valora la acidez de la leche, expresada en g de acido lactico por 100 mL de leche,
en presencia de fenolftaleina.

Este acido es producto de la fermentacion de la lactosa, con la relacion
siguiente: 1mol de glucosa equivale a 2mol de acido lactico. De ahi, que cuando
una leche se acidifica, disminuya su contenido en lactosa, ya que esta se
convierte en acido lactico. Esta descomposicion se llama glicdlisis (Sierra, 2007).
Los andlisis se realizaron por duplicado, presentando la metodologia en el anexo
C.
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 Analisis fisico-quimico del suero

El pH obtenido (6.53) permite clasificar al lactosuero utilizado como dulce, el
valor de proteina fue de 0.8%, considerandose similar al reportado por Mena,
(2003) de 6.5 para lactosuero dulce.

En el cuadro9 se presenta los resultados de los analisis fisicoquimicos
realizados al suero lacteo de vaca que se utiliz6 para el desarrollo de los 3

medios de cultivo variando la relacion C:N.

Cuadro 9. Caracterizacion fisicoquimica del lactosuero

Analisis Resultados
(%)
Grasa 0.2
Acido lactico 0.14
Proteinas 0.8
Densidad 0.0312
Saélidos no grasos 7.25
Sodlidos totales 7.45
Lactosa 5.65

El contenido de grasa obtenido fue de 0.2%. El porcentaje de grasa en el
lactosuero debe ser bajo (menor 0.8%); de lo contrario causaria mal sabor y
aroma durante el almacenamiento (Montafiez, 2000). Los sdlidos totales 7.45% se
encuentran dentro de los valores normales de este producto a mayor cantidad de

sélidos totales mayor sera el rendimiento de produccién de biomasa.
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Tomando en consideracion que la composicion del lactosuero varia en
funcion a los procesos tecnoldgicos en la elaboracion del queso y de la leche
departida, se puede decir que el suero obtenido del procesamiento del queso del
departamento del laboratorio de lacteos de la UAAAN presenta las caracteristicas

fisicoquimicas necesarias para ser utilizado como substrato.

ETAPA 1. PURIFICACION DE CEPAS PROBIOTICAS
4.2 Purificacion de cepas probidticas

Las cepas proporcionadas fueron verificadas en cuanto la calidad de pureza
mediante resiembras en placas conteniendo agar MRS, por el método de estria
por agotamiento. Se obtuvieron la purificacion de 19 cepas probioticas aisladas y
puras. Luego de observaciones al microscopio las 19 cepas presentaron
morfologia Gram positivas. En el cuadro 10 se presentan las diversas

caracteristicas de los microorganismos probioticos.
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al banco de microorganismos de CEMAP.

CEPAS TAMANO | TINCION FORMA
02-1 Chicas Gram + Esfeéricos
Manzana Grandes Gram + Esféricos
Maiz Chicas Gram + Baston
Frijol Grandes Gram + Baston
Alfalfa Chicos Gram + Baston
Tabasco Grandes Gram + Baston
Ciruela Chicos Gram + Baston
Sotol filtrado Chicos Gram + Esféricos
Pozol Chicos Gram + | Esféricos
Agua miel Grandes Gram + Baston
Calabaza Chicos Gram + Baston
M1 Chicas Gram + Baston
Soto sin filtrar Chicos Gram + Esfeéricos
M2 Chicos Gram + | Esféricos
Suero Grandes Gram + Baston
Jagley Grandes Gram + Esféricos
San Rafael medianos Gram + Esféricos
Jocoque Chicos Gram + Esféricos
Leche Grandes Gram + Baston

Cuadro 10. Caracteristicas morfolégicas de las cepas probidticas pertenecientes
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Los microorganismos probiéticos aislados se muestran en la Figura 2.
Después de la incubacion a 37 °C durante 24 horas en condiciones anaerobias

fueron examinadas mediante la tincion de Gram.

Figura 2. Fotografia de los microorganismos probioticos purificados. A) Tabasco,
B) Alfalfa, C) leche, D) 02-1, E) manzana, F) sotol filtrado.

Los resultados de la realizacion de tincion de Gram posteriormente la
observacion al microscopio fueron los siguientes: la bacteria aislada de pozol
negro (A) de origen de tabasco presentd una morfologia de bacilos largos
formando cadenas largas, separadas entre unas cadenas y otras, la de bacteria
aislada de forraje de alfalfa (B) y la bacteria aislada de leche de cabra (C), se
aprecia de acuerdo a su morfologia microscépica que fueron bacilos largos y
delgados separados uno de otros, en la bacteria de 02-1 (D) aislada de heces de
bebe se presento la morfologia de cocos pequefios, formando colonias en

ramilletes.
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La bacteria aislada de la fruta de manzana (E) fueron cocos grandes
formando colonias muy ramificadas, y en la bacterias aislada de sotol filtrado (F)
se encontraron cocos pequefos, unidos en cadenas ramificadas, en todas las
cepas se fijo el color purpura y como lo indica la literatura indica que la coloracion
presentada por estos microorganismos corresponde a los Gram positivos; los
resultados que se presentaron coinciden con los que reporto Carlos y col. 2003
que en dicho estudio emplearon bacterias acido-lacticas obteniendo resultados

gue presentan caracteristicas morfolégicas de bacilos y cocos Gram positivas.

4.3 Conservacién de cepas probidticas

Como resultado de esta etapa se tuvo la coleccidon de las 19 cepas
probidticas, teniendo las siguientes caracteristicas: contener el maximo ndmero
de células viables, estar libre de contaminantes, ser activo en las condiciones de
procesamiento.

El método de conservacion debe permitir mantener las caracteristicas del
microorganismo por las cuales fue seleccionado. En este trabajo se empleo el
método de la congelacion y la liofilizacion para la conservacién bacteriana a largo
plazo.

La congelacién es un método efectivo para mantener la viabilidad de las
bacterias, por lo tanto se pudo emplear como método de conservacion de cultivos
bacterianos, principalmente microorganismos empleados en fermentacion.

Una de las ventajas que se obtuvieron en la liofilizaciéon es que las bacterias
pueden volver a su estructura original por adicién de agua, es un buen sistema de
conservacion de cultivos de microorganismos porque la operacién es compatible
con el procesamiento en condiciones que evitan o minimizan las posibilidades de
contaminacion.

En la figura 3 se muestra las cepas liofilizadas en viales de 4mL.

44



Figura 3. Fotografia de las cepas conservadas

ETAPA 2. SELECCION DE LAS CEPAS PROBIOTICAS EN SUERO DE VACA

4.4 Seleccion de las cepas en suero de vaca

La inoculacion de las muestras en las placas de Agar MRS produjo
abundante crecimiento microbiano por lo que se tuvo que hacer diluciones
seriadas de 10° y 10®. Una vez obtenidas las cepas previamente aisladas se
realizd el conteo de las colonias teniendo como resultado un mayor crecimiento en
las cepas de jocoque, M2 y tabasco. Como se muestra en la Figura 4.
Posteriormente se seleccion6 la cepa de tabasco que presenté una mayor
produccién de 173 x10° UFC/mL, la cepa seleccionada se evalué en siguiente

etapa.
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Figura 4. Evaluacion del crecimiento de los probi6ticos en suero de vaca.

En la figura 5 se observa el crecimiento de la cepa de jocoque(A)
presentando cocos pequefios formando colonias entre ellos, mostrando un menor
crecimiento en comparacion con la cepa de M2 (B) que fueron colonias de bacilos
formando cadenas largas separadas entre ellas, en ambas cepas no se presenta

contaminacion de levaduras.

Figura 5. Crecimiento de la cepa de (A) jocoque y la cepa de M2 (B) en suero de
vaca
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ETAPA 3. PRODUCCION EN MEDIOS

4.5 Desarrollo en medios de cultivo

En figura 6 se muestra el cultivo 1 (A), con las siguientes caracteristicas:
liguido de color blanco, con pequefios grumos. En la figura 6 (B) se muestra el
cultivo 2, presentando aglomeraciones debido al proceso de esterilizacién,
mostrando un color amarillo claro. En la figura 6 (C) se muestra el cultivo 3 este no
presenta aglomeraciones en comparacion a los otros dos medios, se obtiene un

color naranja.

Figura 6. Medios de cultivo
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4.6 Resultados de cinéticas de crecimiento

4.6.1 Cinética de crecimiento de cultivo 1
Las condiciones Optimas para el crecimiento de las cepa de tabasco son a

37°C en condiciones anaerobiosis. A estas condiciones se obtuvo un méximo de
productividad de biomasa de 10.433 g/L, la productividad maxima de &cido lactico
de 3.6 gr/L a un tiempo de incubacion de 96 horas, y una viabilidad celular de
UFC/mL fue de 4.60 x10” UFC/mL a un tiempo de incubacién de 36 horas.
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Figura 7. Cinética de crecimiento del cultivo 1

En la produccion de acido lactico hay un aumento en la produccién hasta
las 24 h y luego se mantiene constante, teniendo una maxima producciéon de 4.1

gr/l
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4.6.2 Cinética de crecimiento del cultivo 2
Como resultado se tiene que la cepa en cuanto a crecimiento presentd una

tendencia de aumento de bacterias viables, obteniendo un valor maximo a las 24

horas de incubacién y posteriormente disminuyé hasta 2.10 x 10° UFC/mL a las 60

horas de fermentacion.
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Figura 8. Cinética de crecimiento del cultivo 2

A las 12 horas de fermentacion inicié la produccion de biomasa, a partir de

las 24 h se mantiene constante, se puede apreciar un aumento a las 60 h,

alcanzandose la maxima concentracion de biomasa de 11,025 gr/L. se observa un

crecimiento exponencial maximo hasta las 24 horas disminuyendo rapidamente en

las siguientes horas, la acidez llega a su maximo también a las 24 horas

manteniéndose posteriormente casi constante.
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4.6.3 Cinética de crecimiento del cultivo 3
En el cultivo 3 se observé como la cepa entra a la fase de adaptacion

rapidamente creciendo exponencialmente durante las 12 horas, siendo la mayor
concentracién de 6.24 x10® UFC/ml a una temperatura de 37 °C en condiciones
de anaerobiosis.

La cepa mostré una disminucion en la produccion durante las 48 horas de
fermentacion, posteriormente la tendencia es de aumento con una maxima
productividad de acido lactico de 14 gr/L. y de biomasa de 14.8 gr/L, por lo cual se

considera a las 48 horas la hora 6ptima de produccion.
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Figura 9. Cinética de crecimiento del cultivo 3

Hay que destacar que en este medio se produjo una cantidad de &cido lactico

mucho mayor que en los otros medios.
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4.7 Determinacién de cinética de crecimiento

En el cuadro 11 se presenta la comparacion de los resultados obtenidos

para cada cultivo, se puede observa que el mayor crecimiento celular, para la cepa

de tabasco se da en cultivo 3 y al comparar este medio, con el mediol que

presento

En el yogur, la concentracion de bacterias lacticas debe ser como minimo
de 10 x10° UFC/ml (NM, 1983b) y en los tres tipos de cultivo analizados se

encontraron, concentraciones superiores a 10 x10® UFC/ml, lo que convierte al

suero en una importante fuente de bacterias lacticas, que pudieran funcionar como

probiéticos.

Cuadro 11. Comparacion de los resultados obtenidos de biomasa, acido lactico y
viabilidad celular.

MEDIOS 1 2 3
10.4g/L 11.02g/L 10.4 g/L
BIOMASA (glL) (96 horas) (60 horas) (48 horas)
ACIDO LACTICO 3.6 g/L 4.1 g/L 14 g/L
(g/L) (96 horas) (96 horas) (48 horas)

VIABILIDAD DE
CELULAS UFC/mL

4.60 x 10’ UFC/mL
(36 horas)

6.15 x10® UFC/mL
(24 horas)

6.24 x 108 UFC/mL
(12 horas)
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4.7.1 Comparacion de produccion de biomasa en los 3 medios
La mayor concentracion de biomasa se presenta en el cultivo 2 (11.02 g/L)

a las 60 horas, el cultivo 1 se obtuvo 10.4 g/L a las 60 horas de fermentacion, lo
que varia es en el tiempo de recuperacion de biomasa, en el cultivo 1 fue a las 96
horas, en comparacion del cultivo 2 fue a las 60 horas, y al cultivo 3 que se obtuvo
a las 48 horas, si buscamos disminuir el tiempo de incubacion donde se reducen
costos de funcionamiento del fermentador el cultivo 3 seria el indicado pero si

buscamos mayor produccion de biomasa se sugiere el cultivo 2.
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Figura 10. Evaluacién de produccion de biomasa
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4.7.2 Comparacion de determinaciones de viabilidad celular en los 3 medios
Se realiz6 la cuenta viable de las cepas en cada cultivo, presentando los

resultados en la figura 11. Muestra el crecimiento de la cepa de tabasco en los 3
medios de cultivos. El cultivo 3 obtuvo la mayor concentracion (6.24 x10® UFC/mL)
a las 12 horas, siendo este tiempo menor que en los otros casos. Probablemente,
este crecimiento pudo estar asociado a la alta concentracion de nutrientes
presentes en el cultivo 3.

Segun Roman Jiménez, 2002 presentd la investigacion donde utilizo
sustratos naturales (agua de coco, jugo de cafia, jugo de naranja, suero de queso)
para el crecimiento de lactobacillus casei teniendo con mayor crecimiento en el
suero de queso, seguido del jugo de naranja, con esto se determina que el suero

de queso constituye sustratos adecuados para el crecimiento de microorganismos

probioticos.
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Figura 11. Crecimiento de los probidticos en los medio de cultivo.
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4.7.3 Comparacion de produccion de acido lactico en los 3 medios
La produccion de &cido lactico, la méaxima produccion se obtuvo en el

cultivo 3 (14 g/L) a 48 horas de fermentacion. Esto se debe a la alta concentracion
de nutrientes que tiene el cultivo lo que facilita que las bacterias metabolicen los
azucares para producir &cido lactico. Como se muestra en la figura 8 que la menor
produccion se da en el cultivo 1 que nada mas esta compuesto de suero lacteo,
como lo menciona Urribarri, 2000, que el suero tiene alta concentracion de
proteinas pero para mejorar el crecimiento bacteriano y aun asi tener mayor
produccion de &cido lactico se sugiere la adicion de fuentes proteicas. Como
resultado obtenido puedo confirmar lo anterior, agregandole peptona de caseinay

extracto de carne al suero se tiene una mayor produccion de acido lactico.
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Figura 12. Resultados de produccion de acido lactico
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Se lograron purificar e identificar las 19 cepas de microorganismos
probidticos pertenecientes a la coleccion de centro de microbiologia aplicada,

manteniendo 8 cepas de cocos Gram positivos y 11 cepas bacilos Gram positivos.

El método de conservacién que se realizaron a las 19 cepas purificadas
fueron métodos de conservacion a mediano y largo plazo, basados en la
congelacion y liofilizacibn que permiten obtener un mayor porcentaje de

recuperacion de células viables después del proceso.

El empleo del suero permite mantener las propiedades funcionales de las
cepas cultivadas, pero para obtener una mayor produccién de microorganismos
probidticos es necesario agregarle otra fuente de nitrgeno como peptona de
caseina, extracto de carne y ademas de algunas sales ya mencionadas

anteriormente.

En este estudio se encontré6 que la cepa de tabasco es una bacteria
probiética que produce hasta 14 g/L de acido lactico en el medio de cultivo 3. La
concentracion de fuente de carbono y nitrégeno, cumple un rol importante en la

conversidon completa de la glucosa para la produccion de acido lactico.

Las cinéticas de producciéon de acido lactico, biomasa, viabilidad de las
células dependen del sustrato de fermentacion y del tiempo de fermentacion. En
el cultivo 3, la produccién de acido lactico y la viabilidad de las células son
considerables, por lo cual este sustrato podria ser utilizado para la produccion
comercial de microorganismos probioticos, dado a su bajo costo de obtencidn.
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CAPITULO 8

ANEXOS

Anexo A. Tincion de Gram

Recoger muestra estéril

Hacer el extendido en espiral

Dejar secar a temperatura ambiente

Fijar la muestra al calor (flameando 3 veces aprox.)

Agregar azul violeta (cristal violeta) y esperar 1 minuto. Este tinte dejara de
color morado las bacterias Gram positivas.

Enjuagar con agua y agregar lugol, esperar 1 minuto

Enjuagar con agua

Agregar safranina y esperar 30 segundos. Este tinte dejara de color rosado
las bacterias Gram negativas.

Enjuagar con agua.

Anexo B. Descripcién de la técnica de estria por agotamiento

Con el asa estéril tomamos la muestra y hacemos extensiones en la placa.

Volvemos a esterilizar el asa de siembra y extendemos parte de la extension

anterior en otra direccion. Volvemos a esterilizar el asa de siembra y volvemos a

extender parte de la segunda extension en otra direccion. Esterilizamos y

repetimos la operacion.

Anexo C. Determinaciéon de acido lactico

Se midi6 9 mililitros de cada una de las muestras

Agregando 3 gotas del indicador que fue fenolftaleina, se agito suavemente.
Se lleno la bureta con la solucibn de NaOH 0.1 M hasta nivelar en el 0.
Enseguida se realizo la valoracion agregando gota a gota la solucion de
NaOH 0.1 M desde la bureta a cada uno de las muestras, se detiene la
valoracion en el momento que aparezca la coloracién rosada que persista

por mas de 30 segundos.
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