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INTRODUCCION

Los cultivos adjuntos utilizados en queseria son fermentos que se agregan a la leche
de elaboracién en forma separada o formulados junto con el fermento iniciador con la
finalidad de mejorar la calidad de los quesos, diversificar productos, como asi también
para acelerar el proceso largo y costoso de maduracion. En los udltimos afios,
numerosas cepas de origen NSLAB (bacterias lacticas no provenientes del fermento)
que poseen actividades enzimaticas que contribuyen a la maduracion del queso, y en
especial a la formacion de aroma, han recibido una creciente atenciéon al momento de
la seleccién de cepas para su uso como fermentos adjuntos. La produccién de
biomasa de estas bacterias requiere medios de cultivos muy complejos para satisfacer
sus altas exigencias nutricionales. Generalmente estan formulados por una serie de
componentes (fuentes de nitr6geno, carbono, sales, vitaminas, minerales) que hacen a
estos medios muy costosos para el sector industrial.

El uso de residuos/subproductos agroindustriales en procesos biotecnolégicos ha
recibido una gran atenciéon en los Ultimos afios. En este sentido, varios subproductos
de la industria alimentaria, como por ejemplo los derivados de la industria lactea y
aguellos provenientes de la industrializacion de la soja, se han utilizado para el
desarrollo de microorganismos (Lavari y col 2015, Coghetto y col 2016). La gran
disponibilidad de estos materiales, junto con sus bajos o incluso muy bajos costos, los
convierte en fuentes alternativas de sustratos que podrian usarse para el crecimiento
de bacterias. En particular, la produccién de concentrado y aislados de proteina de
soja, ambos presentes en grandes cantidades en el mercado mundial, genera
corrientes liquidas acidas de residuos ricos en proteinas como resultado de los pasos
de lavado y la separacion de la proteina de soja aislada (Coghetto y col 2016). Esta
fraccion liquida, que es descartada como un efluente industrial, contiene azlcares y
proteinas de bajo peso molecular, entre otros nutrientes.

El objetivo de este trabajo fue formular un medio de cultivo econémico para la
produccion de biomasa de Lactobacillus paracasei 90 (L90) a partir del residuo liquido
resultante de la separacion de las proteinas de la harina de soja.
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Lactobacillus paracasei 90 pertenece a la coleccion de cultivos del Instituto de
Lactologia Industrial (INLAIN), y ha sido ampliamente caracterizada en cuanto a sus
propiedades techoldgicas y bioquimicas (Peralta et al, 2017). L90 se desarrolld
rutinariamente en MRS (Biokar), a 37°C, y se conservé a -80°C en MRS + 15 % v/v de
glicerol.

Medios de cultivo ensayados y pruebas de crecimiento

La produccion de biomasa de L90 se ensay6 en medios de cultivo formulados a partir
de residuos de la industrializacién de la soja, adicionados 0 no con otros nutrientes. El
medio de cultivo base fue el residuo liquido acido procedente de la separacion de las
proteinas y fibras de la harina de soja. Para ello, la harina de soja se homogeneizé en
agua destilada (1+10) y se acidific6 con HCI 2N hasta pH 4,5. Las proteinas se
separaron por centrifugacion (10000g-15min-4°C). El sobrenadante &cido se llevé a pH
8 con NaOH 8M y se sometié a un calentamiento a 100°C durante 10 min. El material
insoluble se separd por centrifugacion (10000g-15min-4°C) y el sobrenadante se
acidificé hasta pH 6,5 y se utiliz6 como base para la formulacién del medio de cultivo.
En este medio base, se ensay0 la incorporacion de extracto de levadura, glucosa y
K,HPO, como fuentes de nitrogeno, carbono y potasio, a 0,5%, 1% y 0,05% pl/v,
respectivamente. Se evaluaron 8 medios distintos: un medio base (M8) y siete medios
(M1 a M7) adicionados con las 3 fuentes ensayadas, en forma individual, o
combinadas de a dos o tres (Tabla 1). Luego de su preparacion, los medios de cultivo
se esterilizaron en autoclave (121°C-15min).

Para la evaluacion de la capacidad de crecimiento de L90 en estos medios, un cultivo
fresco de la cepa fue inoculado al 2% en cada uno de ellos, e incubados a 37°C
durante 24h. En simultaneo, se realiz6 la inoculacion e incubacién en el medio
comercial MRS, que se utiliza habitualmente para el crecimiento de lactobacilos. La
experiencia se realizé por duplicado.

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8

Glucosa (%) 1 1 1 1 0 0 0 0
Extracto de levadura (%) 0,5 0 0,5 0 0,5 0,5 0 0
K;HPO, (%) 0,05 0 0 0,05 0,05 0 005 O

Tabla 1. Nutrientes incorporados a los medios de cultivos ensayados.

Determinacidn de biomasa

Luego de la incubacion, se realizaron 3 determinaciones analiticas para la medicién de
biomasa: recuentos microbiolégicos en placa, peso seco por unidad de volumen
(gravimetria) y densidad Optica de la suspension celular.

Recuentos microbioldgicos: se realizaron diluciones decimales en agua de peptona de
caseina 0,1 % (p/v) estéril (autoclave, 121 °C - 15 min) y se sembraron en superficie
0,1 mL de las diluciones apropiadas en medio MRS agarizado. Las placas se
incubaron 48h a 37°C en microaerofilia. Los recuentos se expresaron en log UFC/mL.
Peso seco: se realiz6 por gravimetria tal como se describe en Coghetto y col (2016).
Una alicuota del cultivo fue centrifugado (8000g-15min) en un tubo previamente
pesado y el pellet celular fue lavado dos veces con agua destilada estéril y finalmente
secado en estufa a 80°C durante 24h. Por diferencia de pesada se determind la masa
de L90.

Densidad éptica: se realizd la lectura espectrofotométrica de la suspension celular a
una longitud de onda de 600nm en un espectrofotbmetro UV/VIS.
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Determinacion de pH

El valor de pH al final de la incubacién se midi6 utilizando un peachimetro Orion (Orion
Research Incorporated, Estados Unidos), provisto de un electrodo combinado (vidrio y
calomel), que fue calibrado con soluciones tamponadas de pH4 vy 7.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados fue realizado con el software IBM-SPSS
Statistics 25. Los resultados fueron analizados por ANOVA de una via para detectar
diferencias significativas en los parametros de crecimiento evaluados en los distintos
medios. El método de Tukey se utiliz6 para comparar las medias con un 95% de
confianza.

RESULTADOS

El nivel de Lactobacillus paracasei 90 (L90) alcanzado en las diversas formulaciones
evaluadas luego de 24 h de incubacion se muestra en la Figura 1. En el medio base
(M8) en el que no se incorporaron nutrientes adicionales, L90 alcanzé niveles de 8,86
log UFC/mL. De esta manera, los nutrientes (azlcares, aminoacidos, péptidos
pequefios, sales) presentes en el residuo resultante de la separacion de las proteinas
y fibra de soja fueron suficientes para que la cepa L90 pueda lograr un crecimiento
apreciable. Sin embargo, la incorporacién de glucosa y extracto de levadura, ya sea
solos o en combinacién, mejor6 el desempefio del medio de cultivo hasta niveles
comparables al MRS. En efecto, dos de las formulaciones (M3 y M6) fueron
equivalentes al MRS en términos de poblacion viable al final de la incubacién (p<0,05).
Por el contrario, la adicion de K,HPO, por si solo (M7) no mejoré el crecimiento con
respecto al medio base (M8). La glucosa es una fuente de carbono facilmente
utilizable por las bacterias lacticas, y el extracto de levadura es una fuente de
nitrégeno, aunque también aporta vitaminas; la mejora del crecimiento por la adicién
de estos nutrientes revela que el medio base era deficiente de los mismos. Coghetto y
col (2016) obtuvieron también resultados alentadores al evaluar la produccion de
biomasa de Lactobacillus plantarum BLO11l en un medio similar al ensayado en el
presente trabajo.
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Figura 1. Niveles de L90 a las 24h de incubacién en los medios de cultivo ensayados y en el
medio de cultivo control. Barras con diferente letra indica la presencia de diferencias
significativas (p<0,05).

Los resultados de peso seco y densidad 6ptica mostraron en general una tendencia
similar a los de los recuentos, aunque se hallaron mayores diferencias (p<0,05) entre
los diversos medios ensayados. Por otro lado, a diferencia de lo observado en los
recuentos, los valores obtenidos en MRS fueron mayores (p<0,05) a los observados
en los medios formulados, lo que podria atribuirse a la influencia de otros
componentes (células muertas, material inerte, polimeros extracelulares y materia
organica adsorbida) en esta determinacion (Arnaiz y col 2000). En todos los medios
ensayados, hubo una disminucion del pH desde el valor inicial (6,5) hasta niveles que
oscilaron entre 4,75 en medios sin glucosa agregada hasta 3,85 en los medios
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con suplementacion de este carbohidrato (Figura 2). Estos resultados sugieren la
metabolizacién de los azlcares presentes (provenientes de la soja o la glucosa
afiadida) y produccion de acido lactico, con un consecuente impacto en el pH. Los
principales azucares presentes en la harina de soja son sacarosa, rafinosa y
estaquiosa (Hou y col 2000). La mayor acidificacion en los medios adicionados de
glucosa (M1 a M4) sugiere que este carbohidrato fue méas eficientemente utilizado por
L90 que los azucares presentes en el medio base, o0 que los mismos se encontraban
presentes en un bajo nivel. En el mismo sentido, Wang y col (2013) observaron un
elevado consumo de glucosa por la cepa L. casei Zhang en leche de soja adicionada
de este carbohidrato, en comparacion con el consumo de otros azlcares presentes:
sacarosa, estaquiosa y rafinosa. La capacidad de utilizar alguno de estos azUcares ha
sido reportada para cepas de bifidobacterias (Hou y col 2000).
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Figura 2. Valor de pH a las 24h de incubacién en los medios de cultivo ensayados y en el
medio de cultivo control. Barras con diferente letra indica la presencia de diferencias
significativas (p<0,05).

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demostraron que los residuos de la
industrializacion de la soja pueden ofrecer una buena performance como medio de
cultivo base para fermentos lacticos a un costo competitivo y con gran potencial de
aplicacion en queseria. En particular, el medio base permitié un buen crecimiento de la
cepa autdctona L90, que fue mejorado por la adiciébn de glucosa y extracto de
levadura. Este trabajo se continla actualmente con el objetivo de optimizar la
formulacién y evaluar posteriormente la actividad metabdlica de la cepa luego del
crecimiento en estos medios formulados.
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