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INTRODUCCION

La produccién industrial de fermentos lacticos requiere el empleo de medios de cultivo que
satisfagan las altas exigencias nutricionales que demandan estos microorganismos. Dadas las
complejas composiciones requeridas, estos medios implican un alto costo para la industria. El
uso de subproductos y residuos de procesos industriales para la formulacién de medios de
cultivo microbianos representa, por un lado, la reducciéon de costos asociados y, por otra parte,
una solucién amigable con el medio ambiente. En este sentido, varios residuos/subproductos de
la industria alimentaria se han utilizado para el desarrollo de microorganismos (Zhang y col.,
2015; Lavari y col., 2015; Coghetto y col., 2016). En particular, la produccion de aislados y
concentrados proteicos a partir de la harina de soja, obtenida luego de la extraccion de aceite
con solventes, libera corrientes liquidas acidas, ricas en diversos nutrientes como azucares,
minerales y proteinas de bajo peso molecular. Si bien se ha demostrado que estos efluentes
son apropiados para la produccion de biomasa de bacterias lacticas (Coghetto y col., 2016;
Peralta y col., 2018), hay pocos estudios que evaluan la influencia del crecimiento en estos
medios de cultivo alternativos sobre la actividad metabolica de los fermentos.

OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad enzimatica, el perfil de fermentacion y la
produccion de compuestos volatiles de Lactobacillus paracasei 90 luego de su crecimiento en
medios de cultivo econémicos, formulados a partir de subproductos de la industrializacion de la
soja.

METODOLOGIA
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Cepa y condiciones de crecimiento

La cepa Lactobacillus paracasei 90 (L90) pertenece a la coleccion de cultivos del Instituto de
Lactologia Industrial (INLAIN) y ha sido ampliamente caracterizada, demostrando tener buenas
caracteristicas tecnolégicas y funcionales luego de su crecimiento en el medio comercial MRS
(Milesi y col., 2010; Peralta y col., 2016).

Medios de cultivos

En base a pruebas preliminares (Peralta y col., 2018) se formulé un medio de cultivo a partir del
residuo liquido resultante de la separacion de proteinas y materiales insolubles de la harina de
soja, procedimiento que es frecuentemente empleado en la industria para obtener aislados y
concentrados proteicos. Este residuo contiene gran cantidad de nutrientes que demostraron ser
adecuados para el crecimiento de la cepa L90. Para aumentar la produccién de biomasa en el
medio de cultivo formulado se ensayé el agregado de fuentes de carbono: glucosa y lactosa
(permeado de suero de queso), fuente de nitrégeno: extracto de levadura (EL), y minerales:
MnSO, y MgSO,. Utilizando la metodologia de superficie de respuesta, se optimiz6é la
produccion de biomasa en tres medios de cultivo alternativos, cuya composicidon se muestra en
la Tabla 1.

Tabla 1. Composicién de los medios optimizados formulados a partir de subproductos de la
industrializacién de la soja.

Nutrientes adicionados (g/100mL)

Medios Glucosa Lactosa EL MnSO, MgSO,
M1 1,1366 - 0,5329 0,0010 0,0418
M2 - 1,2442 0,5716 0,0028 0,0500
M3 - - 0,6823 0,0011 0,0500

La cepa L90, proveniente de un cultivo fresco en MRS, se inocul6 al 2% en los tres medios de
cultivo alternativos y en MRS (control). Las suspensiones se incubaron a 34 °C por 24h.

Perfil de fermentacion y produccion de compuestos volatiles en leche

Los cultivos de L90 en M1, M2, M3 y MRS fueron inoculados al 2% en leche entera estéril, la
cual se incub6 24h a 37°C, obteniéndose las leches fermentadas LfM1, LfM2, LfM3 y LIMRS
respectivamente. Al mismo tiempo se incubd leche sin inocular a la misma temperatura
(control). Se realiz6 el seguimiento de la acidificacion a través de mediciones de pH. Ademas,
se emplearon métodos cromatograficos para estudiar el perfil de acidos organicos y azucares
(cromatografia liquida de alta presién, HPLC) (Vénica y col., 2013) y los compuestos volatiles
(cromatografia gaseosa, SPME-CG) (Peralta y col., 2017).

Actividad enzimatica intracelular

Las actividades enzimaticas lactato dehidrogenasa (LDH) y B-galactosidasa (B-GAL) fueron
determinadas en extractos libres de células (ELC) de la cepa L90 después de su crecimiento en
los medios optimizados y en MRS, segun la metodologia descripta en Peralta y col. (2016).

Analisis estadistico
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Todas las experiencias fueron realizadas por triplicado. Los resultados se analizaron en el
software Statgraphics Centurion XVI (prueba gratuita) a través de ANOVA de una via con un
valor de significancia p<0,05. La comparacion de medias se efectud por el test LSD de Fischer.

RESULTADOS

La concentracion de lactosa y acidos organicos en las leches fermentadas es representada en
la Figura 1. En todas las leches fermentadas se observé una disminucién significativa (p<0,05)
de la lactosa en comparacion a la leche sin inocular (control). La mayor reduccidn se produjo en
la LIMRS, mientras que la menor disminucion fue detectada en la LfM1. En las LfM2 y LfM3 los
niveles de lactosa resultaron intermedios. Algunos de los acidos organicos identificados también
presentaron diferencias en sus concentraciones. El acido citrico disminuy6 significativamente
(p<0,05) en todas las leches fermentadas: en LfM1, LIM3 y LIMRS se observ6 un consumo total
de este acido, mientras que en LFm2 fue parcialmente consumido. También se verificé una leve
reduccion del nivel de acido orético en todos los casos. El acido hiparico fue consumido por
completo en todas las leches fermentadas por L90. Por otra parte, se evidencio la produccion
de los acidos lactico, pirvico y acético. Para el acido lactico, los mayores y menores niveles de
produccion se observaron en la LIMRS y en la LfM1, respectivamente. Las leches LfM2 y LfM3
mostraron concentraciones intermedias y similares entre ellas. Estos niveles de acido lactico se
correlacionan con los niveles de disminucién observados para la lactosa. La produccién de
acido piravico fue mayor en las leches LfM1, LIM2 y LfM3 respecto a LIMRS. Finalmente, la
produccion de é&cido acético no mostrd diferencias significativas (p<0,05) entre las leches
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Figura 1. Nivel de acidos organicos y lactosa en las leches fermentadas. ~ cOmpuestos volatiles en
las leches fermentadas y

la leche sin inocular (control) para una de las réplicas realizadas. Independientemente del
medio de cultivo en el que se desarrolld, L. paracasei 90 increment6 los niveles de varios
compuestos volatiles, incluyendo diacetilo, acetoina, acido acético y acido hexanoico, entre
otros. Particularmente, los compuestos diacetilo y acetoina son caracteristicos por su aroma a
manteca y su presencia es deseable en una gran variedad de quesos. La capacidad para
producir estos compuestos es una caracteristica tecnolégica importante de la cepa L90 para su
uso como fermento mejorador del flavor en quesos.

Por otro lado, la actividad enzimatica B-GAL fue significativamente menor en el ELC proveniente
del cultivo en M1 que en el proveniente de MRS, lo que se correlacioné directamente con el
nivel de consumo de lactosa observado en estos medios, ya que la B-GAL es la enzima
responsable de la hidrolisis de este carbohidrato. La actividad LDH no mostré diferencias
significativas (p>0,05) segun el medio de cultivo utilizado. Sin embargo, los niveles de esta
enzima fueron levemente mayores en los ELC provenientes de MRS, lo que se correlacioné con
los menores niveles de acido piravico y mayores niveles de lactico en las LfMRS en
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comparacion con las otras leches fermentadas, ya que la LDH es la enzima que cataliza la
transformacién de acido piravico a lactico (datos no mostrados).

AcC. ACETICO
DIACETILO aceToina ~ AC.HEXANOICO
/]\ 1 A PR%’IONICO 7
Lol .l LIMRS ‘ . | ) ] LFMRS
_|__Kifw3 I Y T o P O -

Figura 2. Perfil de compuestos volatiles en las leches control (C) y fermentadas LfM1, LfM2, LIM3 y
LfMRS.
CONCLUSIONES

Los medios de cultivo alternativos disminuyeron la actividad acidificante del fermento L90, lo
que es deseable para el uso del mismo como fermento adjunto de queseria. Por otro lado, la
capacidad de produccion de compuestos volatiles de interés, caracteristica demostrada para
L90 en diversos sistemas modelo luego de su crecimiento en MRS, no fue afectada por el
medio de crecimiento empleado.

Los resultados 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 aplicacioén en queseria.
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