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Viabilidad del uso de suero de queseria como base
del medio de cultivo de la cepa nativa probiotica
Lactobacillus paracasei HA9-2
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Resumen

El suero de queseria constituye un importante residuo de la industria lictea en Uruguay, por lo cual es importante encontrar al-
ternativas viables para su uso. En este trabajo se evalué el suero de queso como base para el desarrollo de un medio de cultivo de
la cepa probiética nativa Lactobacillus paracasei HA9-2. Se ensayaron diferentes concentraciones de carbohidratos y se evalua-
ron los efectos del agregado de sales como sulfato de magnesio y manganeso, una fuente de nitrégeno y del prebiotico comercial
goma de acacia. A efectos comparativos se realizaron cultivos en MRS, medio especifico para bacterias lacticas.

Los resultados obtenidos indican que el suero de queso con una concentracion de carbohidratos de 70 g/l es un medio 6ptimo para
el desarrollo de esta cepa. Tanto el agregado de sales como de fuente de nitrégeno y prebiotico producen mejoras importantes
en la biomasa. Pero en el balance de costos realizado, al comparar la formulacién del medio con el incremento de la biomasa
producida, se concluye que el suero de queso como inico componente es el 6ptimo para el cultivo de la cepa probiética HA9-2.
Asimismo, se probo el efecto prebidtico de 1a goma de acacia sobre esta cepa.

Palabras clave: probiético, prebiotico, suero de queso.

Abstract

The cheese whey is an important residue of the dairy industry in Uruguay, so it is necessary to find new viable alternatives for
its use. We evaluated the cheese whey as a base for the development of a probiotic native Lactobacillus paracasei HA9-2 strain
culture media. Several carbohydrate concentrations, salt effects as magnesium sulfate and manganese sulfate, a nitrogen source
and a commercial prebiotic addition as acacia rubber were assayed. Comparative assays in lactic bacteria commercial media
known as MRS were made. The results indicate that the cheese whey with 70 g/l of carbohydrates is an ideal media for the strain
development. The salt addition as well as the nitrogen source and commercial prebiotic addition improve and increase the bio-
mass. Finally, if we analyze the costs balance, and we compare the costs of the media and the increase of the biomass, we can
conclude that the cheese whey is the best for the HA9-2 probiotic strain as the only component of the media. The acacia rubber
prebiotic effect on this strain was also tested.

Keywords: probiotic, prebiotic, cheese whey.

|ntroducci6n su bioutilizacion para producir acido lactico por Lactobacillus casei
en un sistema de células inmovilizadas (Panesar et al., 2007).

Es sabido que los Lactobacillus son bacterias muy exigentes
en factores de crecimiento; son varios los trabajos que reportan la
inclusion en el medio de extracto de levaduras o lisado de proteinas,
sulfato de magnesio, sulfato de manganeso y vitaminas para mejorar la
produccion de acido lactico en suero (Panesar et al., 2007; Aeshlimann
y Von Stockar, 1990; Arasaratnam, Senthuran y Balasubrama-
niam, 1996).

También se ha reportado la produccion de acido lactico a partir de
lactosuero por varias especies de Lactobacillus, ensayando diferentes
concentraciones de suero entre 20 y 100 g/l en reactores operando en
modo batch y continuo, con diferentes aditivos, como extracto y sales,
y diferentes condiciones de agitacion (Serna y Rodriguez, 2005; Tango
y Ghaley, 1999a). Tango (1999b) ha descrito la utilizacion de suero de
queso para produccion de acido lactico por Lactobacillus helveticus en
condiciones batch con un control continuo de temperatura y pH para
lograr mejores rendimientos de biomasa y de acido lactico. El foco
de los estudios anteriores en el acido lactico radica en sus variadas
aplicaciones en la industria alimentaria, quimica y farmacéutica.

Macedo et al. (2002) han estudiado el efecto de suplementar el
medio en base a suero con sales y vitaminas para la produccion de

El suero de queso constituye un importante desecho de la industria
lactea. Si bien su composicion es variada y depende del tipo de queso
del que proviene, retiene hasta el 55 % de los nutrientes de la leche,
como la lactosa, proteinas solubles, lipidos y sales minerales (Panesar
et al., 2007). Por este motivo y por los importantes problemas de
contaminacion que genera su descarte como efluente —presenta un
indice de DBO (demanda bioldgica de oxigeno) de 5,20—, sus usos
alternativos constituyen un tema de investigacion activa (Zumbado,
Esquivel y Worng, 2006).

La utilizacion del suero como tal es un gran problema, por la
dificultad de su transporte y del mantenimiento de condiciones
microbiolégicamente aceptables, ya que es susceptible a la
contaminaciéon por bacterias, hongos y fagos (Zumbado, Esquivel
y Worng, 2006). Para solucionar esta dificultad, existen varias
empresas en nuestro pais que transforman el suero de queso en polvo.
Recientemente comenzaron obras en la empresa PILI para construir
una planta dedicada a procesar el suero de queso. Se espera que
procese 220.000 litros de suero por dia.

Uno de los aprovechamientos estudiados para el suero de queso es
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exopolisacaridos (EPS) por parte de Lactobacillus rhamnosus RW-
9595M, llegando a la conclusion que en el suero con sales y vitaminas
se lograban las producciones de EPS mas altas reportadas hasta la
fecha.

Se ha planteado la aptitud del suero de leche de cabra como
sustrato para el desarrollo de un producto fermentado probidtico con
Bifidobacterium bifidum y Lactobacillus acidophilus (Lomas de Leon
y Rojas, 2005).

Mas recientemente, Zumbado et al. (2006) desarrollaron un medio
en base a suero de queseria para la produccion de biomasa por tres
levaduras (Klyveromices marxianus, Candide kefyr y Saccharomyces
cerevisiae), con el objetivo de produccion de proteinas para
alimentacion animal.

El objetivo de este trabajo es el desarrollo de un medio en base a
suero de queseria para el cultivo de la cepa Lactobacillus paracasei
HA9-2. Es una cepa nativa, de origen humano, identificada como
Lactobacillus paracasei por ensayos moleculares y denominada
HA92 (Vazquez et al., 2007). Su cultivo en suero presenta la ventaja
de su adaptacion a un medio similar al de los productos en los cuales
es factible su incorporacion, entre ellos yogur y queso probidtico.

Debido a la importancia reportada por numerosos autores de la
presencia de sales en la conversion de glucosa a acido lactico por las
bacterias lacticas, se estudiaron distintas formulaciones de medios de
cultivo en base a suero de queso suplementado con sales (Panesar et
al., 2007; Waldir et al., 2007; Xu et al., 2006).

Materiales y Métodos

Cepa bacteriana

La cepa denominada HA-9, nativa, de origen humano, fue
identificada como Lactobacillus paracasei por ensayos moleculares.
La misma se encuentra en el Banco de Cepas del Laboratorio
Tecnoldgico del Uruguay, conservada a -20 °C en leche y glicerol.

Evaluacion de diferentes concentraciones de suero

Se realizaron dos pasajes en MRS de la cepa realizando cultivos
overnight en condiciones de microaerobiosis a 37 °C sin agitacion
para el desarrollo del inoculo de las fermentaciones. Se ajustd la
concentracion del inoculo en 1,0x108 ufc/ml por espectrofotometria.
Se inocularon diferentes matraces de 500 ml al 1,0 % conteniendo 400
ml de suero de queso en concentraciones de carbohidratos de 20g/L, 50
g/Ly 70 g/L y MRS estéril. El suero de queso fue previamente tratado
térmicamente a 100 °C durante 30 minutos. Por tratarse de un medio
no translicido, su esterilidad se verifico por recuentos posteriores a
su incubacion a 37 °C durante 24 horas. Se condujeron ensayos por
duplicado. Se utilizaron como control matraces sin inocular. En los
cultivos se evaluaron las unidades formadoras de colonias a diferentes
tiempos por recuento en placa de MRS y en los medios en base a suero
la produccion de acidos organicos por titulacion con NaOH 0,1N.

Agregado de magnesio, manganeso, extracto de
levadura y prebiotico

Se realizaron fermentaciones en batch en diferentes medios:

i) suero de queso 70 g/l de carbohidratos;

ii) suero de queso suplementado con sulfato de magnesio hepta
hidratado 0.3 g/l y sulfato de manganeso tetra hidratado 0.03 g/1;

iii) suero de queso suplementado con sulfato de magnesio hepta
hidratado 0.3 g/, sulfato de manganeso tetra hidratado 0.03 g/l y
extracto de levadura al 0.5 % p/v;

iv) suero de queso 70 g/l de carbohidratos suplementado con
prebiotico (Fibergum) al 0,5 % y al 1 % p/v. Se condujo un ensayo
por duplicado utilizando como blanco un matraz de cada uno de los
medios sin inocular.

El desarrollo del indculo y las fermentaciones se efectuaron de
la misma forma que en los ensayos anteriores. En los cultivos se
evaluaron las unidades formadoras de colonias a diferentes tiempos
por recuento en placa de MRS y el cambio de pH en el medio de
cultivo a lo largo de la fermentacion. El agregado de extracto de
levadura modifica el color del medio dificultando la determinacion
del punto final de la titulacion con NaOH, por lo que se realizaron
medidas directas de pH.

Evaluacion de diferentes valores de pH en el
desarrollo de los cultivos

Se realizaron fermentaciones en batch en suero de queso (70 g/L
de carbohidratos) a pH 5,0, 5,5 y 6,0. El pH, tanto en el control como
en los ensayos, fue mantenido utilizando HCI 10 N y NaOH 10N
esterilizados por filtracion. Los ensayos fueron seguidos por recuento

a diferentes tiempos y el pH se control6 cada una hora.

Viabilidad economica de los medios evaluados

En primer lugar, se evalud la factibilidad econdémica de la
utilizacion del suero de queso como medio para la fermentacion
utilizando como referencia el MRS, un medio sintético 6ptimo para el
desarrollo de Lactobacillus. Para ello se realizé una comparacion de
los costos para un reactor de 1000 litros.

En segundo lugar, se evalud la factibilidad econdomica de la
utilizacion de suero de queso, suero con agregado de extracto de
levadura y suero con agregado de prebidtico. Se determinaron los
costos de las distintas formulaciones para un reactor de 1000 litros y
se hizo un balance entre los costos y la produccion de biomasa.

Resultados y Discusion

Evaluacion de diferentes concentraciones de suero

La mayor produccion de 4cido y de biomasa se dio en el suero de
70 g/l de carbohidratos, como se observa en el Gréfico 1 y la Tabla
1. En las curvas de crecimiento (Grafico 2) se observa que la cepa
presenta una fase lag de aproximadamente dos horas, lo que permite
concluir que es una cepa adaptada a este tipo de medio.

Produccion de acidos organicos
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Grdfico 1. Produccion de dcidos orgdnicos determinada por valo-
racion con NaOH a diferentes tiempos de fermentacion.
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Ln de la Biomasa producida a diferentes
concentraciones de suero
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Grdfico 2. Logaritmo Neperiano de unidades formadores de colonia
por mililitro en funcion del tiempo de fermentacion.

EnlaTabla I se presentan algunos parametros de las fermentaciones
realizadas en batch en el suero con distintas concentraciones de
carbohidratos, a modo de presentar el numero de células iniciales,
finales, fase lag, N/No. La fase exponencial no se pudo determinar con
exactitud en esta experiencia y por este motivo no pudo calcularse la
velocidad especifica de crecimiento ().

Parimeiros Suero 20 ¢ | Suero 30 g/l | Suera 70 g/l | MRS control
Fase lag (hs) 2 ¥ 1 )
Nimmero

de células inicial | S20E+06 | 3S0E+06 | ZR0E+06 | 4.90E+06
Numero final

de células 5, B0E+08 2 04 E+09 JME+09 2 58E+09
N/No o 543 1214 5

Tabla 1. Algunos pardmetros de las fermentaciones en las diferentes
concentraciones de suero de queso realizadas en batch y en MRS
como control.

No se pudo obtener la concentracion de acido lactico en MRS
por titulacion con NaOH debido a que el color del medio impidid
determinar el punto final.

Agregado de magnesio, manganeso, extracto de
levadura y prebiotico

Las variaciones del pH a lo largo de las fermentaciones se
expresan en el Gréfico 3. Se observa que en el suero suplementado con
sales y extracto de levadura se produce una acidificacion mayor del
medio en comparacion con el suero sin suplementar. Las diferencias
de acidificacion entre el suero sin suplementar y el suplementado
s6lo con sales no son significativas. No se presentan variaciones en
la duracién de la fase lag (aproximadamente dos horas) entre los
diferentes medios, por lo que las variaciones observadas en el pH no
se deben a diferencias en las adaptaciones a los medios.

Variacién de pH duranta las

fermentaciones
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Grdfico 3. Variacion del pH debida a la suplementacion del medio
con sales y extracto de levadura.

Los resultados de produccion de biomasa (Tabla 2) indican
un mayor crecimiento en el suero con extracto de levadura y sales,
triplicandose al cabo de 24 hs de fermentacion.

Pardmetros Suero TO g1 Sucro Tl gl Suero 70 gl
+ siles + sules
+ extracto de
levadura

Fuse Ing (hs) 2 2 2
Niimero
de celulas inicial 4, ATE+My 5, TAE+HM JTTEHMK
Numero final
de eélulas LAOE+09 1 TRE+09 AFIE+H9
N/Mo 345 313 961

Tabla 2. Parametros de las fermentaciones en batch en suero 70 g/l
suplementado.

En el Gréfico 4 se presentan las curvas de crecimiento de la cepa
en distintas formulaciones de medio. No se observan diferencias de
comportamiento entre el suero y el suero suplementado con sales. Se
observa un cambio en la cinética de crecimiento de la bacteria en el
suero suplementado con sales y extracto de levadura.

Ln Biomasa producida en diferentes formulaciones

da medio
&
o 6
=
"ZE' 4 == g0 T0 gL
g
~ s 70 gL
W] * nais
0 2 5 B 29 = gD T
= * Baigs =
Tﬂl‘l‘lpo {hS} mifraciy

Grdfico 4. Logaritmo neperiano de la variacion de la biomasa gen-
erada debida a la suplementacion del medio con sales y extracto de
levadura.

En relacion al efecto del prebiotico, no se producen diferencias
significativas de la cinética de crecimiento entre los cultivos en suero,
en suero con prebidtico al 0,5 %y suero con prebidtico al 1 % (Grafico
5). Se observa un aumento del 32 % de biomasa al suplementar el
medio con el prebidtico al 0,5 % (Tabla 3).

Efecto del agregado del prebidtico sobre la

biomasa producida
8
7
B
s
Z.
5 3 —— e gl
2
1 el 7 g et
o OEY
o+ =
o 4.5 i 26,5 AN .
Tiarmpo (hs) e W TR

Grdfico 5. Logaritmo neperiano de la relacion de biomasa (N) vs.
biomasa al inicio de la fermentacion (No) en funcion del tiempo.
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Parimetros Suero TO g Suero Th gl Suero 70 g1
 prebitticn al8,5% | & probidsdios al 1%

Fase lag (hs) 2 2 2

MNumero

de cdlulas inicinl 5.85E+06 6, 50E 6 6,1 5E+H06

Numero final

de cdlulas 4 60E+(k 6, T5E+W 4335 +09

NNo 766 1044 706

Tabla 3. Parametros de las fermentaciones batch en suero 70 g/l su-
plementado con diferentes concentraciones de prebidtico.

Evaluacion de diferentes valores de pH en el
desarrollo de los cultivos

En el Grafico 6 se observa el efecto del pH en la cinética de
crecimiento de los cultivos en suero con 70 g/l de carbohidratos. Se
produce un mayor desarrollo de esta cepa de L. paracasei a pH 6,0; se
determind una relacion de N/No final de 6,1, mientras que para pH 5,0
la misma es de 2,94 y a pH 5,5 es 4,76.

Hecto del pH del medio sobre el LN de la

Biomasa
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Grdfico 6. Curva de crecimiento a diferentes valores de pH utilizan-
do el suero de queso como medio para la fermentacion, expresada
como N/No en funcién del tiempo.

Viabilidad economica de los medios evaluados

En la Tabla 4 se presentan los costos de formulacion de los
diferentes medios de cultivo.

Suera de T0 glitro
con los suplementos

MRS Suern con extracto con
reconsiituiilo 70 g1 de levadura | prebidiicn
Lot
LIS/ 1 006D Titrows) 11550 210 1088 276

Tabla 4. Costo de formulacion de los medios de cultivo.

El agregado de extracto de levadura al suero de queso aporta
nutrientes importantes para el desarrollo de la cepa HA9-2, provocando
un aumento de casi el triple de produccion de biomasa (Tabla 2). Sin
embargo, el costo de formulacion del suero con extracto de levadura
es cinco veces mayor al costo del suero de 70g/l, no resultando
econdmicamente viable.

La inclusion del prebidtico en el medio de cultivo provoca un
incremento de la biomasa producida del 36 % (Tabla 3). Si bien el
incremento en el costo de formulacion es del 31,3 %, es necesario
tener en cuenta en el balance econdmico el aumento de las actividades
necesarias para la produccion del medio. El prebiotico debe ser
esterilizado por separado antes de incluirlo en el medio, aumentando
el consumo de energia y, por consiguiente, el costo del proceso.

Conclusiones

El desarrollo de la cepa probidtica nativa Lactobacillus paracasei
HA9-2 en suero de queso a diferentes concentraciones de carbohidrato
fue muy bueno, ya que se obtuvieron concentraciones superiores a las
obtenidas en MRS, que es un medio especifico para Lactobacillus spp.
En el suero de queso con 70 g/l de carbohidratos se obtuvieron los
mejores resultados de produccion de biomasa.

El agregado de las sales sulfato de magnesio y de manganeso
no produjo diferencias importantes que justifiquen su inclusiéon en
el medio de fermentacion. Sin embargo, la inclusion del extracto
de levadura conjuntamente con las sales, duplico la produccion de
biomasa. Es sabido que los Lactobacillus son bacterias exigentes
en metabolitos como vitaminas, aminoacidos y minerales, y que el
extracto de levadura aporta principalmente nitrogeno y vitaminas del
complejo B. Pero el agregado de extracto presenta la desventaja de
aumentar sustancialmente el costo del medio.

Dentro de los valores de pH ensayados para el suero de queso
con 70 g/l de carbohidratos como medio de fermentacion se producen
desarrollos mejores a pH 6,0.

Los resultados obtenidos demostraron el efecto prebidtico de la
goma de acacia sobre la cepa HA9-2 de L. paracasei. Asimismo, el
poder estabilizante de la fibra sobre las emulsiones en conjuncion con
el efecto constatado sobre la cepa HA9-2 es un punto de partida para la
investigacion y disefio de alimentos probioticos. No obstante, en este
caso particular no se aconseja su inclusion en el medio de fermentacion
debido al balance de costos desfavorable.
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