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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fueevaluar la viabilidad en un sustrato soluble a base de extracto
de malta de quinua de las bacterias &acido lacticas Lactobacillus malefermentans,
Lentilactobacillus parakefiri y su cultivo mixto aisladas del suelo del bosque Cashca Totoras. Se
realizaron un andlisis fisico-quimico del extracto de malta y un recuento en placa para determinar
el numero de células viables de cada bacteria. Se aplicaron 3 tratamientos experimentales cada
uno con 5 repeticiones que fueron evaluados bajo un disefio completamente al azar, los resultados
fueron analizados mediante un Andlisis de Varianza (ADEVA) con separacion de medias a través
de Tukey (p < 0.05). Los resultados fisico-quimicos del extracto de malta fueron un pH de 5.1-
5.7, una acidez titulable de 0.14-0.18%y para azUcares fermentables valores de 1.56 - 2.26 g/L.
Para la viabilidad los resultados obtenidos presentaron diferencias altamente significativas (p >
0.01) a las 48 horas, a las 96 horas diferencias significativas (p >0.05)y a las 24 y 72 horas
diferencias no significativas (p <0.05), el mejor tratamiento es L. malefermentans con valores de
3.6x108, 8.7x108,2.9x10°, 3x10° UFC/ ml a las 24, 48, 72 y 96 horas respectivamente. Ademas,
los parametros cinéticos como la velocidad especifica de crecimiento y el rendimiento de la
biomasa fueron de 0.05h*y 0.12 g/L. Se concluye que el crecimiento bacteriano presenta una
entre las 24 y 72 horas presenta una relacion directamente proporcional en funcion del tiempo ya
que el numero de UFC/ml aumenta con una tendencia normal. Se recomienda emplear L.
malefermentans como probidtico en la elaboracion de bebidas funcionales dado que su recuento
viable es mayor a 10" UFC/m.

Palabras clave: <MICROBIOLOGIA>, <VIABILIDAD>, < L. malefermentans >, <L.
parakefiri >, <MALTA DE QUINUA>, < AZUCARES FERMENTABLES>, <VELOCIDAD
ESPECIFICA>, < RENDIMIENTO DE BIOMASA>.
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the viability of lactic acid bacteria
Lactobacillus malefermentans, Lentilactobacillus parakefiri and their mixed culture
isolated from the soil of the Cashca Totoras forest in a soluble substrate based on quinoa
malt extract. A physicochemical analysis of the malt extract and a plate count were
performed to determine the number of viable cells of each bacterium. Three experimental
treatments were applied, each with 5 replicates, which were evaluated under a completely
randomized design. The results were analyzed by Analysis of Variance (ADEVA) with
separation of means by Tukey (p < 0.05). The physicochemical results of the malt extract
were a pH of 5.1-5.7, a titratable acidity of 0.14-0.18% and for fermentable sugars values
of 1.56 - 2.26 g/L. For viability the results obtained showed highly significant differences
(p > 0.01) at 48 hours, at 96 hours significant differences (p > 0.05) and at 24 and 72
hours non-significant differences (p < 0.05). The best treatment is L. malefermentans with
values of 3.6x108, 8.7x108, 2.9x10° 3x10° CFU/ml at 24, 48, 72 and 96 hours
respectively. In addition, the kinetic parameters such as specific growth rate and biomass
yield were 0.05 h-tand 0.12 g/L. Itis concluded that bacterial growth presents a directly
proportional relationship between 24 and 72 hours as a function of time since the number
of CFU/ml increases with anormal trend. It is recommended to use L. malefermentans as
a probiotic in the elaboration of functional beverages since its viable count is higher than
107 CFU/m.

Keywords: <MICROBIOLOGY>, <VIABILITY> <L. malefermentans>, <L.
parakefiri>, <QUINOA MALT>,<FERMENTABLE SUGARS>,<SPECIFIC SPEED>,
<BIOMASS YIELD>.

1795-DBRA-UTP-2022

—

Dra. Gloria Isabel Escudero Orozco
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INTRODUCCION

Las bacterias acido-lacticas (BAL o LAB por sus siglas en inglés) han sido utilizadas durante
siglos en fermentaciones industriales y han generado gran atencion al ser empleadas en la
industria de alimentos principalmente para la obtencion de acido lactico, también por el valor
nutritivo que aportan a los productos alimenticios y su capacidad de conferir distintas
caracteristicas sensoriales como textura, sabor y olor agradable. Las BAL son un grupo de
microorganismos que fermentan azUlcares para producir acido lactico como consecuenciade la
fermentacion. (Herediaet al.,2017, p.340). L0OS géneros aerobiostipicos se denominan: Lactobacillus,
Leuconostoc, Streptococcus, Bifidobacterium, Pediococcus excepto Bifidobacterium (Séenz y
Ramos, 2008, p.56). Se encuentran distribuidas considerablemente en la naturaleza y se pueden aislar
de distintas fuentes como: alimentos, suelo, plantasverdes, el tracto estomacal de mamiferos entre
otras. Son &cido tolerantes y crecen en un pH de 4 - 4.5, la mayor parte son mesofilas y se
desarrollanatemperaturas de5°C hasta 45°C, siendo capaces de subsistir naturalmente en medios
donde otras bacteriasno tolerarian la actividad producida por los acidos orgénicos. Las colonias

tienden a ser medianas o pequefias, convexas, de bordes enteros, opacas y sin pigmentacion.
(Sénchez,2020; citado en Carr y Chill et al.,2002)

Por viabilidad se entiende a la habilidad que las bacterias poseen para multiplicarse y producir
unacoloniamacroscépicaen unmediode cultivosélidoo liquido durante uncierto tiempo (Guema
y Castro,2017, p.139). Para la proliferacion de las BAL se requieren ciertos factores de crecimiento
como: azUcares (glucosa - lactosa), aminoacidos y vitaminas (Estrada et al., 2017, p.2). En la
actualidad existen medios de cultivo sintéticos y naturales. Un medio tipico natural y satisfactorio
para el desarrollo de las BAL es la leche, sin embargo, existen otro tipo de alimentos que también
son excelentes medios para la produccion de metabolitos, entre ellos estan las masas de cereales,
el extracto de maltaentre otros. En este caso se ha optado por aprovechar el extracto de malta de
quinua como un medio de cultivo natural, tomando en cuenta la investigacion realizada por
(Alvarez,2012, p.70) sobre la elaboracidn y caracterizacién de bebidas proteicas a base de malta de
quinua quien reporta un valor de carbohidratos de 72.97 ya que estos constituyen unafuente de
carbono para muchos seres vivos por lo cual podria convertirse en un sustrato ideal para el
desarrollo y crecimiento de bacterias. Ademaés, su uso como medio de cultivo trae ventajas
econdmicas en comparacion con un medio de cultivo sintético.

Las bacterias acido lacticas son microorganismos benefactores en los alimentos y en la salud del
ser humano ya que mejoran el tracto gastrointestinal y evitan el desarrollo de microorganismos
patdgenos capaces de producir enfermedades (Campoet al., 2008, p.2). ES por ello que con la presente



investigacion se busca evaluar la viabilidad o habilidad para multiplicarse de dos bacterias acido
lacticas (Lactobacillus malefermentans y Lentilactobacillus parakefiri) aisladas del suelo del
bosque primario Cashca Totoras, en un sustrato soluble a base de extracto de malta de quinua,
con el fin de aprovechar las bacterias silvestresy poder aplicarlas posteriormente en la industria
alimentaria en la elaboracién de vino y cerveza o incluso para aumentar el valor nutricional y
mejorar las caracteristicas sensoriales como el sabor, olor y textura en otro tipo de alimento

fermentando. (Leén, 2012, p.5)

Por lo mencionado anteriormente se plantearon los siguientes objetivos:

e Evaluar la viabilidad de bacterias acido lacticas (Lactobacillus malefermentans,
Lentilactobacillus parakefiriy el cultivomixto) aisladasdel suelo del bosque primario Cashca

Totoras en un sustrato soluble a base de malta de quinua.

e Realizar una caracterizacion fisico - quimicadel sustrato a base de extracto soluble de malta
de quinua.

e Cuantificar la poblacion de bacterias acido lacticas (Lactobacillus malefermentans,
Lentilactobacillus parakefiri y el cultivo mixto) en el sustrato soluble a base de malta de
quinuaa 24,48,72,96 horas.

o Establecer la velocidad especifica de crecimiento de bacterias acido lacticas (Lactobacillus
malefermentans, Lentilactobacillusparakefiriy el cultivo mixto) en unsustrato soluble a base

de malta de quinua.

e Determinar el rendimiento de la biomasa de bacterias &cido lacticas (Lactobacillus
malefermentans, Lentilactobacillusparakefiriy el cultivomixto) en unsustrato soluble a base

de malta de quinua.



CAPITULOI

1. MARCO REFERENCIAL

1.1. Bacterias Acido LActicas

Al denominar a las “bacterias acido lacticas ““se caracteriza a un grupo de bacterias que degradan
azUcares para convertirlosen acido lactico, debido a su capacidad paracrecer en varios sustratos
y en diversas condiciones bioldgicas el grupo de las BAL es considerado el mas abundante y
propagado en la naturaleza (Aguédeloet al., 2015; citado en Moreira, 1993). Son un conjunto diverso de
microorganismos Gram — positivos con un tamafio de 0.5 -1.2 x 1-10 um, que se distinguen por
algunos rasgos comunes, morfologicos, metabolicos y fisioldgicos. Poseen forma de cocos o
bacilos, la gran parte son anaerébicos, microaerdéfilicos o aerotolerantes, no moviles, no reducen
el nitrato a nitrito, no esporulados, carentes de catalasa y producen &cido lactico como Unico

producto de fermentacion de carbohidratos, (Ramirez et al., 2011, p.3).

1.1.1 Caracteristicasgenerales

Las bacterias acido lacticas son mesofilas, capaces de desarrollarse a temperaturas muy bajas
como 5°Cy a temperaturas muy altas como 45°C, su temperatura 6ptima de crecimiento oscila
entre 25°C - 30°C. Con respecto al pH de crecimiento pueden sobrevivir y desarrollarse en un pH
bajo de 3.2 y un pH alto de hasta 9.6, pero la mayor parte crece en un pH entre 4.0 - 4.5,
(Salagata,2018, p.18). Se caracterizan por la produccion de acido lactico como resultado metabélico
final de glucdlisis anaerdbica, con un alto rendimiento y productividad. Por sus caracteristicas
bioquimicas pueden ser homofermentativas (producen acido lactico) y heterofermentativas
(producen acido lactico, etanol, acetato y CO2) (Agudeloet al., 2015, p.2)

Ademas, segun (Aragén, 2015, p.17) Se caracterizan por:

o Capacidad de biosintesis débil, lo cual produce su poliauxotropia para distintos

aminodcidos, bases nitrogenadas, vitaminasy 4cidos grasos.

° No poseen citocromos por lo cual pueden realizar respiraciones aerdbicas y anaerabicas.

. Bacterias anaerobias facultativas microaerdfilas.



o No tienen un ciclo de Krebs funcional y adquieren energia por fosforilacién a nivel de
sustrato a la vez que oxidan hidratos de carbono.

o Sontolerantes alosacidos, capaces de sobreviviren un pHmenora5y a unatemperatura
de 5 - 45°C. Lo cual implica una ventaja competitiva frente a otros microorganismos no

resistentes los cuales se desarrollan en medios neutros o basicos

Son especialmente empleados como cultivos iniciadores en la fabricacion de productos lacteos
como: yogurt, mantequilla, cremay quesos, asi como también en el procesamiento de carnes o
vegetales o sus derivados como: salame, salchichas Frankfurt, chucrut, kimchi y bebidas
alcohdlicas como por ejemplo vinos y cerveza (Ramirez et al.2011, pp.1-2). Las BAL son
microorganismos vivosqueal ser ingeridos por el hombre y los animales en cantidades apropiadas
mejoran la salud, son considerados probidticos y se usan en la industria de los alimentos en la
elaboracion de productos fermentados o como suplementos alimenticios, también en el area

pecuaria para optimizar la produccion animal (Olivera, 2011, pp. 3-4).
1.1.2. Clasificacion

La clasificacion de las BAL en géneros diferentes se basa en la morfologia, la forma de
fermentacién (homofermentativas y heterofermentativas), el crecimiento a diferentes
temperaturas (meséfilas o termofilas), la configuracion del acido lactico producido, la capacidad
para crecer a altas concentraciones de sal (halotolerantes o no halotolerantes) y la toleranciaa la
alcalinidad y acidez. En la naturaleza se puede encontrar los siguientes géneros: Aerococcus,
Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus, Globicatella, Lactobacillus, Lactosphaera,
Oenococcus, Pedipcoccus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagonococcusy Weisiella los cuales
poseen células en forma de cocos y bacilos. Sin embargo, los mas caracteristicos son:
Lactobacillus, Bifidobacterium, Pediococcus, Streptococcus y Leuconoctoc, (Ramirez et al.,2011,
p.2). Veren lafigura 1-1.
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Figura 1-1. Bifidobacteriumy Lactobacillus

Fuente: Guevaraetal., 2017, p.329.



1.2.3. Uso a nivel Industrial

Las BAL son utilizadas en la elaboraciény conservacion de alimentos, ademas suelen ser
empleadas en la industria alimentaria para la produccién de sabores y olores especificos en
alimentos fermentados. El progreso constante de la industria alimentariay en particular el manejo
de nuevas materiasprimasha establecido la necesidad de obtener productos nuevos lo que explica
la importancia haciaeste grupo de bacterias, ya que son utilizadas a gran escala en procesos de
produccién comercial como bebidas alcohdlicas, conserva de vegetales, fermentaciones camicas,

pan y otros productos alimentarios a los cuales les otorga caracteristicas nutricionales, (Cajas, 2017,
p.28)

Las funciones tecnoldgicas de las BAL en los productos alimentarios son las siguientes,
(Parra,2010, pp. 95-96):

e Formacion del sabor acido.

¢ Inhibicién de microorganismos patdgenos.

e Gelificacion de la leche.

e Reduccion del contenido de lactosa.

e Creacion dearoma.

e Creacion degas para la formacién de agujeros en los quesos.

e Protedlisis requeridaen la maduracion de los quesos.

e Probidticos

e Producen CO, que concede el caracter espumoso de varias leches fermentadas.
e Aseguran la calidad y uniformidad del producto final.

e Incrementan el valor nutricional de los productos alimenticios.

12.  Especie Lentilactobacillus parakefiri

Lentilactobacillus parakefiries unaespeciedel género Lentilactobacillus quese aisl6 por primera
vez del grano de kéfir, se caracteriza por ser una bacteria mesofila anaerobia facultativa que se

desarrolla a una temperatura de 30°C (Takizawaet al., 2020, p.345).

12.1. Morfologia

Son bacilos gram-positivos inmoviles, de 0.5 x 1.2 a 1.0 x 3.5 um. Se representan de forma
individual, en pares y en ocasiones en cadenas cortas. A una temperatura de 30 °C y en un pH de
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5.4 después de 5 dias las coloniasson de 0.5 - 2 mm circulares, irregulares o planas. Algunas

tienden a ser opacas 0 blancasy rugosas, (Georgalikiet al.,2021, pp.2-4).

1.2.2. Clasificacion Taxonomica

En latabla 1-1 se indica la clasificacion taxondmica de la especie Lentilactobacillus parakefiri.

Tabla 1-1: Taxonomia de la bacteria Lentilactobacillus parakefiri

Dominio Bacterias
Filo Firmicutes
Clase Bacilos
Orden Lactobacillales
Familia Lactobacillaceae
Género Lentilactobacillus
Especie Lentilactobacillus parakefiri

Fuente: (Takizawaetal., 2020,p.1)
Realizado por: Moya, Nicol, 2022.

1.2.3. Caracteristicas Bioquimicas

Entre las principales caracteristicas estan las siguientes, (Takizawaetal., 2020, p.1):

e Produce &cido L-Lacticoy CO2 por heterofermentacion.

e Resultados positivos para hidrolisis de arginina (NH; arginina).

e Fermentan: galactosa, lactosa, maltosay ribosa con la produccion de gas.

e Resultadosnegativos para catalasa.

e Fermentan fructosa, gluconato, manitol, manosa, rafinosa, sacarosa, trehalosay xilosa.

e Resultadosvariables en la fermentacidn de melizitosay melibiosa.

1.3.  Especie Lactobacillus malefermentans

Lactobacillus malefermentans es una bacteria hetereofermentativa que se aislo de la cerveza en
la que se muestra como contaminante. EI microorganismo se diferencia principalmente porque
fermenta inicamente glucosa, maltosa e inulina produciendo &cido lactico, pero no gas, por lo
cual, se le ha denominado L. malefermentans. (Russell y Walker, 1953, p.160)



1.3.1. Morfologia

Son gram-positivos inmoviles con forma de vara, miden de 2-6 um de largo. Microorganismo
anaerobio facultativo que no posee esporas, capsulas ni flagelos. Poseen un diametro del a 2 mm
formando células individuales, pares 0 cadenas cortas. Sus colonias son nudosas, grisaceas,

brillantes o tienden a ser blancas y opacas (Russell y Walker, 1953, pp.2-3).
1.3.2. Clasificaciéntaxonémica

En la tabla 2-1 se indica la clasificacion taxonomica referente a la especie Lactobacillus

malefermentans.

Tabla 2-1: Taxonomiade la bacteria Lactobacillus malefermentans

Dominio Bacterias
Filo Firmicutes
Clase Bacilos
Orden Lactobacillales
Familia Lactobacillaceae
Género Lactobacillus
Especie Lactobacillus malefermentans

Fuente: (Zheng et al.,2020, p.160)
Realizado por: Moya, Nicol, 2022.

1.3.3. Caracteristicas Fisioldgicas

Segun (Russell y Walker, 1953, p.161), entre las principales caracteristicas estan las siguientes:

e Crecen aunatemperatura éptima de 25 a 34°C, min de10°Cy méax de 37°C.
e Anaerobio facultativo.

e pH Optimo de 4.3 que puede variar de 4.1 a 6.9.

e No se desarrollaen medios de NaCl al 4%, 6.5% o 8%.

e Resisten temperaturas de 60a 65°C.

1.3.4. Caracteristicasbioquimicas

Entre las principales caracteristicas estan las siguientes, (Russelly Walker, 1953, p.161):
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e Presenta catalasa negativa.

e Fermenta glucosa, maltosa, ribosae inulina sin afectar a otros carbohidratos.

e Presenta resultados positivos para hidrolisis de arginina (NH; arginina), quimotripsina y alfa-
glucosidasa.

e Fermentacion variable con obtencion de &cido lactico a partir de gluconato.

14. Fermentacion

Es un proceso metabdlico a través del el cual algunos microorganismos obtienen energia y
nutrientes a partir de ciertos compuestos organicos. Al ser unareaccion anaerébica no requiere la
presenciade oxigeno. La fermentacion es utilizada por los microorganismos como mecanismo de
produccién de energia en forma de ATP, dicha energia se obtiene a partir de la degradacion de
moléculas organicas como el almidén o el azlcar (Puerta,2010, p.2). Los carbohidratos son buenos
sustratos ya que las bacterias convierten dichos carbohidratos en &cido lactico, sin embargo,

pueden también son capaces de fermentar &cidos organicos, aminoécidos, piridinas y pirimidinas
(Bravo, 2011, p.1)

15. Sustrato

Por sustrato se entiende a la parte donde ciertos seres vivos desarrollan sus funciones vitalesy se
relacionan entre si (Pérezy Gardey, 2021, p.1). Para que cualquier sustancia o residuo sea considerado
como sustrato debe cumplir requisitos como: contener una fuente suficientemente rica de carbono
y nitrégeno, oligoelementos y sales minerales basicos para que los microorganismos desarrollen
sus funciones, tamponador de pH y una composicion equilibrada sin exceso ni limitacion de
ningun nutriente necesario (Erlota et al.,2007, p.34). Uno de los sustratos empleados como fuente de

carbono mayormente es:

e Extracto de malta

Proviene como residuo del malteado generalmente de la cebadaen la fabricacion de la cerveza,
presenta fuentes de carbono facilmente asimilables de las cuales las méas comunes son la maltosa

glucosa y maltotriosa y variadas ricas fuentes de nitrdgeno (aminoacidos, proteinasy péptidos).
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Dada su composicion, se pueden producir condensaciones de Maillard durante el proceso de

esterilizado. El extracto liquido es de color café con un suave olor y dulzor a malta pura (Bozzo,
2012, p. 9)

16. Extracto de maltade quinua

Su produccion comienza germinando la quinua, la cual posteriormente ha sido secada y tostada
en un proceso denominado “malteado”. El propésito de maltear un grano es activar las enzimas
que comienzan a convertir el almidon en azucares fermentables, también contiene pequefias
cantidades de otros azucares como sacarosa y fructosa. La malta sumergida en agua a 60-70 °C
forma unamasa cuyo valor de pH es critico, y se le debe mantener entre 5.2y 5.7 debido al efecto

sobre las enzimas que convierten el almidén en azlcar. (Nahuero, 2018, p.51)

1.7.  Caracteristicas fisico-quimicas de extracto malta de quinua

SegUn (Cérdenas y Melgarejo, 2019, p.48) en su investigacién sobre elaboracidn de cervezaa partir de
malta de maiz y quinua manifiestan que los valores obtenidos en cuanto a los componentes de la
malta de quinua fueron: un pH de 5.77 - 5.88, una humedad de 3.83 - 5.35 %, un contenido de
cenizas de 1.24 - 1.91 %, un total de azucares reductores de 1.36 - 3.30 mg/g y finalmente una
acidez de 0.07-0.17 %.

En la tabla 3-1 se presentala composicion quimica de la malta de quinua, en la cual se puede
apreciar también los valores de proteina, lipidos, fibra, cenizas e hidratos de carbono (g/100g).

Tabla 3-1: Composicién quimica de la malta de quinua

Malta de quinua (%)

Proteinas 10.59
Lipidos 6.62
Fibra 2.82
Carbohidratos 77.97
Humedad 7.02
Cenizas 2.80
Energia Total 364.9

Fuente: Nahuero, 2018, p.
Realizado por: Moya, Nicol, 2022.



1.8. Viabilidad

La viabilidad en microbiologia se define como la capacidad o habilidad de una poblacion
microbiana para multiplicarse y producir una colonia macroscopica en un medio de cultivo solido
o liquido adecuado (Copari, 2021. p.5). Para evaluar la viabilidad de bacterias y hongos, primero la
muestra debe ser regenerada, luego se hacen disoluciones seriadas las cuales se utilizan para
inocular un medio de cultivo especifico y finalmente se verifica el crecimientoy pureza (Guerray

Castro, 2017, p.4) ver en el grafico 1-1.

Inoculac_i()n en
el med_lo de
cultivo

Evalyac_i_c’m de
la viavilidad.

Regeneracion Dilucién de la
de la muestra muestra

Gréfico 1-1. Esquema general del proceso de evaluacion de la viabilidad
Fuente: (Guerray Castro, 2017, p.4)

La viabilidad de las bacterias se puede establecer de forma simple al evaluar el crecimiento
bacteriano en los medios nutritivos. Para ello, se pueden enumerar las coloniasen los medios de
cultivossolidos,dondeel resultadose expresard en unidades formadoras de coloniaspor ml (UFC/
ml) y no como células bacterianas por ml, ya que mas de unacélula podria formar una colonia.
Las bacterias que no crecen en medios de cultivo se puede establecer evaluando la integridad de
la membrana celular como criterio de viabilidad ya que la membrana sustenta todos los procesos

que acontecen dentro de la célula (Guerray Castro, 2017, p.141).

1.9. Crecimiento bacteriano

Por crecimiento bacteriano se entiende al incremento en la cantidad de constituyentes y
estructuras celulares, cuando hay crecimiento en ausencia de division celular hay incremento de
tamafio y peso de la célula, pero si el crecimiento se da seguido de division celular hay un
incremnto en el nimero de células (Copari, 2021, p.6). El crecimiento microbiano es el sinénimo de
multiplicacion, y se refiere al aumento del numero de células de una poblacion en un tiempo
determinado (Lépez, 2016, p.6).

19.1. Factoresde crecimiento
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Los microorganismos al ser seres vivos necesitan de condiciones apropiadas de temperatura,
humedad y nutrientes para desarrollarse o creceren un determinado medio ambiente, cada factor
es diferente para cada microorganismo Yy si estas condiciones son 6ptimas una sola bacteria puede
producir mas de 2 millones de células (Montes, 2012, p.1)

En latabla 4-1 se incluyen los factores fisicos y quimicos de crecimiento bacteriano

Tabla 4-1: Factores de crecimiento bacteriano

Factores Fisicos Factores Quimicos
Temperatura Diversos elementos constitutivos de las
Presion osmaética bacterias
pH

Fuente: Vega, 2009, p.17
Realizado por: Moya, Nicol,2022.

1.9.2. Curvade crecimiento bacteriano

La curva tradicional de un microorganismo unicelular es representada en unagrafica. Las curvas
de crecimiento son diferentes segun el tipo de microorganismoy segun varie las condiciones del
cultivo. Sinembargo, todas ellas mantienenen cominunaserie defases llamadas fasede latencia,
fase exponencial o logaritmica, fase estacionariay fase de muerte. En el grafico 2-1 se representa
un curva tipica de crecimiento de unapoblacion donde se ha relacionado el tiempo transcurrido
con el numero de células bacterianas, (zarco, 2015, p.28).

Fase de crecimiento
La‘:i‘:"'-l-Exponencial-li Estacionaria H Muerte 4|
10 : : | Jd1.0
S 5 5 e ¥ 40,75
172
< Turbidez/
DE (densidad éptica) - 0,50
]
me % Recuento de viables
o.
- =
- 0,25
0,1

Tiempo
Gréafico 2-1. Curva crecimiento bacteriano
Fuente: Madigan etal.,2015, p.158
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El grafico 2-1 describe un ciclo de crecimiento completo e incluye las fases de:

e Fase de lag o fase de latencia: esunafase de adaptacion en el cual la célula se prepara para
consumir los nutrientes que el medio le proporciona, no existe un incremento del nimero de

células ya que permanece practicamente constante (Benintende y Sanchez, 2015, p.4).

e [Fase exponencial o logaritmica: esla fase en la cual los microorganismos se multiplican
con gran rapidez. Durante la duplicacién se producen tantas nuevas células como se habian
producido anteriormente de manera acumulada, la fase continiia mientras haya factores que

limiten el crecimiento crecimiento. (Garcia, 2014, p.8).

e Fase estacionaria: en esta fase se da la acumulacion de metabolitos toxicos, por la
disminucion del oxigeno o cambiosen las condiciones de pH del medio de cultivo, por ende,
no hay variacion en el numero de microorganismos. Las limitaciones de crecimiento se dan
por agotamiento de cierto nutriente esencial y la velocidad de crecimiento empieza a

disminuir hasta hacerse nula. (Benintende y Sanchez,2015, p.4).

e [Fase de muerte o declive: la poblacién microbiana empieza a disminuir, las bacterias se
quedan sin nutrientes y mueren. Se caracteriza por la disminucién continua del namero de

células viables y el aumento de la tasa de mortalidad de las mismas. (Garcia, 2014, p.8).

1.10. Cinética de crecimiento

La evaluacion de la cinética de crecimiento microbiano de un cultivo permite la prediccion del
tiempo de fermentacién. La evaluacién de velocidades y rendimientos otorga informacion Gtil

para implantar estrategias de produccion (Portilloy Ramirez, 2009, p.39)

1.10.1. Velocidad especifica de crecimiento

La velocidad especifica de crecimiento es el incremento del namero de células por unidad de
tiempo. Un cultivo de microorganismos que se desarrolla de manera equilibrada representa una
reaccion autocatalitica de primer orden, es decir, la velocidad de las bacterias para su duplicacién
esproporcional yaque el namerode células 0 masa aumenta durante ese periodo de tiempo (Santos,
2007,p.54). Las condiciones ambientales (temperatura, composiciéndel medio) y las caracteristicas
genéticas del microorganismo influyen directamente en la tasa de crecimiento exponencial

(Madigan et al.,2015, p.158)
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En una investigacién para la determinacion de parametros cinéticos de dos in6culos lacticos
Lactobacillus plantarum y bacterias acido lacticas de yogurt la velocidad especifica de
crecimiento (u) en la fase exponencial fue de 0.53 h, este valor depende de las concentraciones
de nutrientes. En otra investigacidn similar el microorganismo L. plantarum bajo condiciones
Optimas puede llegar a tener una velocidad especificade crecimiento mayor a 0.5 h™ (Agudelo et
al., 2010, p.4). Otro autor manifiesta que la velocidad especificade L. casei al emplear diferentes
sustratos y condiciones presento valores de 0.087 usando melazay 0.052 usando lactosuero
observandose en la melaza un crecimiento 40% mayor al del lactosuero en lo reportado por
(Yéanez,2016, pp.49-50). Otros autores reportan que L. casei alcanzo una velocidad especifica de
crecimiento (h't) de 0.705 en un medio MRS (D-glucosa 20 g/L; extracto de carne 8 g/L; extracto
de levadura 4 g/L) y 2.187 (h**) enun medio Pro (10 g/L azUlcar blanco; 15 g/L leche de soya; 150
g/L leche en polvo 15 g/L salvado de trigo) alcanzando una gran concentracion celular en la fase
logaritmica (Juradoet al., 2014, p.31).

1.10.2. Rendimiento de la Biomasa

El rendimiento de la biomasa se define como la relacién entre el producto obtenido y el sustrato
consumido, que hace referencia a la fuente de carbono y energia. El rendimiento celular se define
mediante el concepto de nutriente limitante. Un nutriente limitante es aquel sustrato que cuyo
consumo controla la velocidad de obtencion de biomasa. Lo que quiere decir que la velocidad de

crecimiento celular estd en funcién de tal nutriente (Aranaet al., 2009, p.2)

Algunos estudios reportan que para Lactobacillus casei el valor global promedio de rendimiento
de la biomasa por sustrato Y s se sittaen 0.09990 g de biomasa/g de sustrato. Sin embargo, puede
haber concentraciones mas altas de biomasa al final de la fermentacion y rendimientos superiores
(Aguirre et al., 2009, p.72). Otros estudios manifiestan que Lactobacillus en un medio con 7% de
lactosa el rendimiento de la biomasa producido fue de 0.90 g/g (Ledn, 2013, pp.133-144). En su
investigacion (Agudelo et al.,2010, p.4) reporta que el rendimiento de la biomasa/ sustrato Y, para L
plantarumen laprimerasiembrafue de 0.401 lo cual indica la eficiencia del nutriente pararesistir
la biosintesis. Otros investigadores reportan un rendimiento biomasa /glucosa de 0.143 en un
medio MRS al pasar 48 horas de fermentacion, sin embargo se encuentran reportes de
rendimientos de biomasa/glucosa de 0.21 en caldo MRS (Georgievaet al., 2014, p.5) y un rendimiento
de 0.49 en un medio con almidén de yuca para la bacteria L plantarum, este rendimiento va a
depender del tipo de sustrato empleado ya que en medios con lactosa los rendimientos varian

desde 0.27 hasta 0.47 dependiendo del pH (Wengey Mathews, 1999, p.163).
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CAPITULO I
2. MARCO METODOLOGICO
2.1. Localizaciony duracién del experimento
Este trabajo de Investigacion se llevd a cabo en los laboratorios de Ciencias Biologicas y
Bromatologia de la Facultad de Ciencias Pecuarias de la ESPOCH, ubicada en Av. Panamericana
Sur km 1 % en la ciudad de Riobamba, provincia de Chimborazo. El trabajo experimental se

realizé en un periodo de 90 dias laborables.

Tabla 5-2: Condiciones meteoroldgicas del cantén Riobamba

Variable Meteorolégica Valor Unidad
Precipitacion 1462 mm/afio
Temperatura 4-14 °C promedio anual
Humedad relativa 85 %

Fuente: Atlas, 2022, p.1.
Realizado por: Moya, Nicol, 2022

2.2. Unidades Experimentales

Las unidades experimentales estaban conformadas cada una por 9 ml de extracto soluble de malta
de quinua mas 1 ml de solucion de la bacteria. Se evaluaron 3 bacterias diferentes por lo que se
utilizé un total de 15 unidades experimentales.

2.3. Materiales, equipos e insumos

2.3.1. Materiales

e Materiales de proteccion (mandil, cofia, guantes)
e Detergente, jab6ny desinfectante

e Papel: aluminio - industrial

e Toallas absorbentes

e Alcoholal 96 %

e Mechero de Bunsen

e Probetas

e Gradilla paratubos
14



e Cajas Petri

e Asadeinoculacion

e Tubos de ensayo

e Espatula

e Pipetas1-10 ml

e Puntas para micropipetas 1000pl
e Frascos termorresistentes
e Soporte universal

e Bureta

e Tubos de eppendorf

e Balones aforados

e Matras Erlenmeyer

o Barillas de agitacion

e Vaso de precipitacion

e Hidroxido de sodio

e Acido 3.5 dinitrosalicilico
e Tartratode Nay K

e Maltosa pura

e Fenolftaleina

e MRS (Caldo — Agar)

e Tanque de gas

e Envasesde vidrio color &mbar
e Bolsas de papel

e Bandejas de plastico

2.3.2. Equipos

e Autoclave
e Micropipeta
e Agitador magnético
e Estufa
e Balanzaanalitica
e Mufla
e \ortex
e Cémarade flujo laminar
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e Incubadora

e pHmetro

e Refrigeradora

e Espectrofotometro
e Cuentacolonias

e TermoOmetro

e Cocina

2.3.3. Insumos

e Maltade quinua
e Cepas silvestres de bacteriasacido lacticas (L. malefermentansy L. parakefiri)

e Aguadestilada

2.4. Tratamiento y disefio experimental

Se evalué la viabilidad de diferentes bacterias acido lacticas (L. malefermentans y L. parakefiri y
una mezclas de ambas) aisladas del suelo del bosque primario Cashca Totoras, usando como
sustrato el extracto soluble de malta de quinua, porlo que se tuvo 3 tratamientos experimentales
cada uno deellos con 5 repeticiones. Las unidades experimentales estuvieron distribuidas bajo un
disefio completamente al azar (D.C.A). En el siguiente tabla 4-3 se representa el esquema del

experimento utilizado.

Tabla 6-2: Esquema del Experimento
TRATAMIENTOS CODIGO REP. T.U.E Total ml/Trat

1 ml Lactobacillus malefermentans + 9 ml extracto

_ T1 5 10 5
de malta de quinua
1 ml Lentilactobacillus parakefiri + 9 ml extracto de
_ T2 5 10 5
malta de quinua
0.5 ml Lactobacillus malefermentans+ 0.5 ml
Lentilactobacillus parakefiri +9 ml extracto de T3 5 10 5
malta de quinua
TOTAL 15

T.U.E: Tamafio dela Unidad Experimental, 10ml
Realizado por: Moya, Nicol, 2022.
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24.1. Mediciones experimentales

2.4.1.1. Caracterizacion del extracto soluble de malta de quinua

e Azlcares fermentables, g/L

e Potencial de hidrégeno, unidades de pH

e Acidez, acido lactico %

2.4.1.2. Poblacionde lasbacterias acido lacticas a las 24, 48, 72y 96 horas
e Lactobacillus malefermentans, UFC/ ml

o Lentilactobacillus parakefiri, UFC/mI

e Cultivo Mixto (mezcla de las dos bacterias), UFC/ml

2.4.1.3. Velocidad especifica de crecimiento

e Recuentode microorganismos, h

2.4.1.4. Rendimientode la Biomasa

e Gramos de biomasa / gramos de sustrato

2.5.Andlisis estadisticasy pruebas de significancia

Los datos experimentales obtenidos fueron evaluados mediante los siguientes analisis

estadisticos:

e Analisis de varianza (ADEVA), para las diferencias.
e Separacionde medias (P <0.05) mediante la pruebade Tukey.

e Estadistica descriptiva, haciendo referencia a las medidas de tendencia central (media) y las
medidas de dispersion (desviacion estandar)

2.6. Procedimiento experimental

2.6.1. Preparaciondel sustrato: Malteado de la Quinua
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El malteado de la quinuase efectué empleando 500 g (1Ib) de quinua, poniendo en préactica los
pardmetros Optimos de trabajo. Basado en el diagrama de flujo descrito por (Alvarez, 2012, pp.51-52)
quien manifiesta las siguientes operaciones: recepcion de la materia prima, limpieza y
desinfeccidn, lavado, remojo, germinacion, secado, horneado (60, 70y 80 °C), limpieza de la

malta, maceracion y un filtrado final.

2.6.2. Bacterias acido lacticas

Los microorganismos de trabajo empleados fueron L. malefermentans y L. parakefiri aisladas
previamente del suelo del bosque primario Cascha Totoras los cuales fueron proporcionados por
el grupo de investigacion SEALPRA de la facultad de Ciencias Pecuarias de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo.

2.6.2.1. Reactivacién de bacterias &cido lacticas

Usar un vial completo parareactivar la cepa. Descongelar rapidamente los viales conservados a -
20°C en bafio termostato a 37°C por 30 segundos, luego trasladar unas gotas del contenido del
vial al medio s6lido adecuado parael desarrollo de la cepay el resto a un tubo con 5-10 ml del
mismo medio pero liquido. Incubar a la temperaturay las condiciones 6ptimasy finalmente
resembrar por lo menos una vez antes de ser ocupada como cepa de trabajo (Escardino,2016, p.1).

6.3. Siembra de bacterias acido lacticas

6.3.1. Inoculaciénen malta de quinua

(Flores, 2013, p.27) indica que el procedimiento de inoculacion en tubos de ensayo es el siguiente:

e Esterilizar y Enfriar el asade inoculacion.

e Inocular por agitacion hasta que se homogenice correctamente.

e Ubicar los tubos inoculadosen la gradilla.

¢ Inocular nuevamente el asa de inoculacion.

¢ Incubarencondiciones apropiadas de temperatura (termdfilo, mesofilo, psicotrofo) y
disponibilidad gaseosa (aerobio o0 anaerobio) de 12 a 24 horas.

6.3.2. Purificaciény mantenimiento del cultivo
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Ejecutar varias diluciones sucesivas de lamuestra bajo condiciones de esterilidad con la finalidad
de sembrar después en cantidades iguales en una serie paralela de cajas Petri, cuando la dilucion
es alta se procede a preparar diluciones en sucesiones de 1:10, alcanzando diluciones de hasta 10
7. Para lo cual, se agrega 1 ml de la muestra en 9 ml de diluyente, es decir de cada 10 ml de esta
dilucién 1/10, 1 ml corresponde a la muestra, el proceso se debe repetir tantas veces como sea

necesario. Como se establece en el procedimiento desarrollado por (Sanz, 2011, p.22)

6.3.3. Siembra pararecuento

Para efectuar la siembrade recuento se tomdé en cuenta las indicaciones que establece la norma
técnica NTE INEN 1529-1:2013, la cual indica que se debe preparar el agar MRS segun las
especificaciones del envase y esterilizar el mismo en frascos termorresistentes, luego con una
pipeta esterilizada trasladar 1 ml de cada dilucion de la muestra a una serie de cajas Petri y
finalmente en cada cajaPetri con agar MRS mezclarelin6culo por medio de rotacion suave, dejar
solidificar el agar totalmente e incubar las cajas a la temperatura adecuada en posicion invertida.

Una vez transcurrido el periodo de incubacion, examinar las cajas.

6.4. Metodologiade evaluacién

Para las mediciones experimentales, la metodologia aplicada fue la siguiente:

6.4.1. Caracterizacion fisico-quimicade la malta de quinua

La evaluaciodn fisico-quimica de la malta de quinua se efectud con los siguientes métodos:

6.4.1.1. Determinacion de Azucares fermentables

Se realizo a través del método DNS &cido 3.5 dinitrosalicilico (técnica de Miller), el cual

reaccionacon los azUcares reductores presentes en la muestra, disminuyendo al compuesto en 3-

amino-5-nitrosalicilico (Burgos, 2019.pp. 59-60). Y para ello se requiere de los siguientes parametros:

e Preparaciondel Reactivo DNS: se pesa 1.6 g de NaOH, 43.8 g de tartrato de Na-Ky 1 gde
acido 3.5 dinitrosalicilico. El reactivo se prepara siguiendo los procesos y recomendaciones

que sugiere el autor (Lopez, 2016, p.34)
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e Patron de maltosa: para realizar la solucion patron de maltosa las concentraciones son las
siguientes: 0,1,2,3,4y 5¢g/L. Se agrega 0.25 mlde cadasoluciony 0.25ml de reactivo DNS
en tubos de ensayo como se muestra en el procedimiento de (Burgos, 2019.pp. 59-60).

Finalmente se toma 0.25 ml de muestra de extracto malta de quinua 'y 0.25 ml de reactivo DNS
tomando en cuenta el procedimiento de toma de muestras de (Burgos, 2019.pp. 59-60) y se hace la
lectura de la absorbanciaa 540 nm en el espectrofotometro. Con los datos obtenidos se realiza
una curva de calibracién y una regresion lineal de la misma despejando la variable de
concentracion en funcién de la absorbancia mediday se reemplazan los datos obtenido para
obtener los resultados deseados.

6.4.1.2. Determinacion del pH

Calibrar el aparato (potenciometro o pHmetro) a la temperatura de la muestra, empleando una
solucién tampon o buffers de referencia cuyo pH sea similar al deseado en la muestra. Colocar la
muestra en un vaso de precipitacion, aproximadamente 20 ml e introducir los electrodos 'y
verificar la determinacion del pH (AOAC:973.41, 1990).

6.4.1.3. Determinacion de Acidez titulable

Se determind siguiendo la norma técnica (NTE INEN 13, 1983) cuyo procedimiento consiste en:
tomar 2 ml de muestra del medio de cultivo a valorar en un matraz Erlenmeyer y se le afiaden 18
ml de agua destilada, luego se agrega gotas de fenolftaleinaal 1% como indicador. Con ayuda de
una pipeta agregar gota a gota la solucion de NaOH al 0.1 N, a la vez agitar lentamente el
Erlenmeyer. La titulacién se da por culminada cuando en la muestra se mantenga un color rosa-
tenue. Cuando la muestra no presente cambios en el color se toma la lectura de los mililitros

usados de NaOH con la finalidad de calcular la acidez presente en la muestra

La acidez titulable se calculamediante la siguiente ecuacion:

. Ve *x N x PmE
% Acidez = TxlOO

Donde:

Vc: volumen de NaOH 0.1 N gastados en la titulacién, en ml.
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N: Normalidad de la solucién de NaOH.
Vm: Volumen o peso de la muestraen ml.
PmE: peso miliequivalente del acido representativo (&cido)

6.4.2. Determinacion de la viabilidad de bacterias &cido lacticas (UFC/ml)

Una vez terminado el tiempo de incubacion, se realizo el recuento de células viables de L.
malefermentans, L. parakefiriy el cultivo mixto en el extractd de malta de quinua en diferentes
tiempos (24, 48,72 y 96 horas). Segun las recomendaciones de (Alarcény Olivas, 2007, pp.30-31) Se
toma en cuenta exclusivamente las cajas petri que contengan de 30 - 300 colonias y por medio de
un cuenta colonias se realiza el conteo de todas las colonias que se hayan desarrollado. Cuando
la carga bacterianaes elevada se divide en 3 cuadrantes, un cuadrante con carga alta, otro con
carga mediay el ultimo con carga baja se efectla la sumatoria de los cuadrantes y se realiza un

promedio. Las placas que tengan mas de 300 colonias se reportan como incontables.

A continuacidn, se muestrala férmula que se aplicapara determinar el nimerode UFC/mI UFC/y
que se encuentra establecida en la norma técnica NTE INEN 1 529-5, 2006.

UFC  UFC No.de colonias por plaxa = el factor de dilucion

ml © g ml de la muestra sembrada
6.4.3. Determinacion de la velocidad especifica de crecimiento (L)

La velocidad especifica de crecimiento de L. malefermentans, L. parakefiriy el cultivo mixto
utilizando como sustrato extracto soluble a base de malta de quinua se estableci6 a partir de
ecuaciones de crecimiento. La velocidad especifica se define como:

_dx
H=ar

La velocidad especifica de crecimiento es el aumento en la concentracion celular por unidad de

tiempo, entonces la ecuacion indica que:

B d(In)
T dt

u(t)
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La velocidad de crecimiento especifica se puede calcular como la inclinacién de la curva de
crecimiento cuando el logaritmo natural (In) de x(t) se traza contra el tiempo. Entonces la

velocidad especifica de crecimiento puede calcularse por medio de la siguiente ecuacion (Escartin,
2017, p.41):

InNy — InN,
H= tr— to
Donde Nty N, son el nimero de células viables al final y al inicio de la fase exponencial y ty t,

el tiempo final e inicial respectivamente.

6.44. Determinaciéndel rendimientode la biomasa

El rendimiento de la Biomasa de L. malefermentans, L. parakefiriy el cultivo mixto se determind

bajo la siguiente ecuacion:

Donde Y (E) (g de biomasa/ g sustrato) es el rendimiento, X es la concentracion final de biomasa

(9/L); X, es la concentracion inicial de la biomasa (g/L), S es la concentracion final del sustrato

(g/L) y S, es la concentracion inicial del sustrato (g/L)

Los datos de biomasa que se requieren para realizar los calculos se determinaron mediante el
método de peso seco mediante el procedimiento que sugiere (Martinez,2019, p.4) para evaluar la
concentracion. Se aplico la relacion propuesta por (Martinez,2019, p.4) quien menciona que 1 mg de
peso seco equivale a 5x10° bacterias, para obtener la concentracion la biomasaen g/L se efectu6
las respectivas conversiones. La concentracion del sustrato en g/L se determin6 con ayuda de un

espectrofotometro.
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CAPITULO 111

3.  MARCO DE ANALISISE INTERPRETACION DE RESULTADOS

3.1. Caracterizacion fisico- quimica del extracto de malta de quinua

Luego de haber realizado los anélisis fisico-quimicos del extracto de malta de quinua los

resultados obtenidos se reportan en la tabla 7-3.

Tabla 7-3: Caracteristicas fisico-quimicas de la malta de quinua

Variables Media Desviacion Minimo Maximo

estandar
AzUcares fermentables (g/L) 1.87 0.29 1.57 2.15
pH 5.4 0.30 5.1 5.7
Acidez Titulable (%) 0.16 0.02 0.14 0.18

Realizado por: Moya, Nicol, 2022.

3.1.1. Azucares fermentables

La concentracién de maltosa de la muestra aplicando el método DNS se determind bajo la
ecuacién de la recta obtenida al graficar los datos de las soluciones de maltosa como se observa
en el anexo D. Al cuantificar la concentracion de maltosa presente en el extracto de malta de
quinua se alcanzo una media de 1.87 £ 0. 29 g/L, un valor maximo de 2.15 g/L y un valor minimo
de 1.57 g/L como se puede observar en la tabla 7-3. Al maltear la quinua el almidon se convierte
en azUcar, el resultado de la sintesis del almiddn que se logra de la germinacion del cereal se
conoce como maltosa, este azucar es un disacarido formado por la union de dos glucosas (Torre,
2019.p.1). Lamaltosa se consideracomo unazucar fermentableya que puede ser usadacomo fuente
de alimentacion de levadurasy bacterias, pero también como azucar reductor ya que posee un
grupo carbonilo intacto (Moreano,2015, p. 21). Teniendo en cuenta estos criterios, en este estudio se
aplico latécnicade Miller con el &cido 3.5dinitrosalicilico cuyo método buscaencontrar azUcares
reductores usando el reactivo DNS a través de una reaccién redox sometiéndola al calor,
sintetizando el &cido a 3- amino- 5 nitrosalicilico y cambiando el color de la muestra que se oxida
y presenta unatonalidad amarilla-café. (Burgos, 2019, p. 58). En base a todo lo citado anteriormente
y al comparar los resultados obtenidos con los valores de azlcares reductores de 1.36 a 3.30 mg/g
de glucosa reportados por (Cardenas y Melgarejo, 2019, p. 48) Se puede deducir que estos son inferiores

y que la variacion que existe se da por el patrén utilizado para la cuantificacion de los azlcares.
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312. pH

Con respecto al pH, el valor promedio obtenido fue de 5.4 + 0.30, con resultados que varian de
5.7ab5.1comose veenlatabla 7-3. La escalade pHvade 1 a 14, siendo el pH de 7 la disolucion
neutray la disolucion acida cuando el valor es inferior al establecido (Vasquez y Rojas, 2016, p.24).
Tomando en consideracion el resultado obtenido y lo manifestado anteriormente el extracto de
malta de quinua se establece como una sustancia &cida. En los resultados de los autores (Cardenas
y Melgarejo, 2019, p. 48) el extracto de malta de quinua marco valores de pH de 5.77 a 5.88, al hacer
una comparacion entre los resultados estos tienen similitud, con unavariacion que puede verse

influida por la acidez.

3.1.3. Acideztitulable

En cuanto a la acidez titulable el extracto de malta de quinua reporto unamediade 0.16 £ 0.02 %
con valores que van de 0.14 a 0.18 % expresados como acido lactico como se presenta en la tabla
7-3. Segun (Cérdenas y Melgarejo, 2019, p. 48) en su investigacion los resultados alcanzaron valores de
acidez de 0.07 a0.17 %, al comparar dichos valores con los que se obtuvo se puede decir que
estos coinciden yase encuentrandentrodel rango estimado al igual que el reporte de (Alvarez, 2012,
p.41) que obtuvo unaacidez que variade 0.154a0.164 %.

Al caracterizar el extracto de maltade quinua los resultados indican que esta puede ser utilizada
como sustrato segun sus caracteristicas fisico- quimicas puesto que el pH que presenta es idoneo
y la cantidad de maltosa que contiene favoreceran el desarrollo de las bacterias &cido lacticas.

3.2. Evaluacionde la viabilidad de bacterias acido lacticas

Los resultados obtenidos mediante el recuento microbiol6gico de células viables de cada BAL se

puede observar en la tabla 8-3.
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Tabla 8-3: Viabilidad de bacterias acido lacticas

Tratamientos

L. malefermentans L. parakefiri L.
Periodo de malefermentans
evaluacion L E.E Prob.
L. parakefiri
UFC/ml UFC/ml UFC/ml

0 horast 15x108 a 15x108 a 15x108 a 0.00 0.0000
24 horas! 3.6x108 a 3.1x10° a 3.3x10° a 0.06 0.3066
48 horas! 8.7x108 a 7.2x10° b 1.4x10° ¢ 0.05 0.0001
72 horas! 29x10° a 2.1x10° a 24x10° a 0.09 0.7080
96 horas! 3x10° a 2.5x10° ab 2.7x10° b 0.05 0.0561

1: Datos ajustados pormedio de logaritmo natural.

E.E: Error estandar, Prob: Probabilidad, T1: L. malefermentans, T2: L. parakefiri, T3: cultivo mixto. Letras similares muestra que no
existe diferencias significativas

p > 0,05 no significativo (ns).

p < 0,05 significativo (*).

p < 0,01 altamente significativo (**).

Realizado por: MoyaNicol,2022.

Durante las primeras 24 horas tras su inoculacion los distintos tratamientos no presentan
diferenciassignificativas (p > 0.05) como se puede veren la tabla 9-3, es decir todas las medias
son iguales ya que durante las 24 horas las bacterias se encuentranen la fase de latencia en la
cual se adaptan al medioy se preparan parahacer uso de los nutrientes que el extracto de malta
de quinua les proporciona, pero sin embargo numéricamente se puede ver que el cultivo mixto
posee la mayor cantidad de UFC ya que presentaun valor de 3.3x10°UFC/mly el menor valor
de 3.1x108 UFC/ml corresponde a L. parakefiri. La variacion que se da en las 24 horas se ve en

el grafico 3-3.
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Grafico 3-3. Evaluacion de la viabilidad de bacterias a las 24 horas
Realizado por: Moya, Nicol, 2022.

Al transcurrir las 48 horas los distintos tratamientos muestran diferencias altamente significativas
(p <0.01), siendo el cultivo mixto el tratamiento con un mayor nimero de células viables con un
valor de 1.4x10° UFC/mly L. parakefiri el tratamiento con un valor menor de 7.2 x10® UFC/ml.
Dicho comportamiento existe por la elevada carga bacteriana que se daal mezclar las dos cepas.

En el grafico 4-3 se puede ver la variacion entre los mismos.
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Grafico 4-3. Evaluacion de la viabilidad de bacterias a las 48 horas.
Realizado por: Moya, Nicol, 2022.

Alas 72 horas el recuento microbioldgico de los tratamientos en el medio de cultivo no presentan
diferenciassignificativas entre si (p >0.05) ya que las bacterias al hallarse en la etapaexponencial
presentan una relacién directamente proporcional en funcion del tiempo es decir el nimero de
UFC incrementan mientras el nimero de horas transcurra. Sin embargo, numéricamente se puede

observar que el mayor valor de 2.9 x 10° UFC/ml pertenece a L. malefermentans, mientras que el
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menor valor de 2.1x10°UFC/ml corresponde a L. parakefiri, como se puede apreciar en el gréfico
5-3.
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Gréafico 5-3. Evaluacion de la viabilidad de bacterias a las 72 horas.
Realizador por: Moya, Nicol,2022.

Finalmente, en el recuento a las 96 horas los distintos tratamientos presentan diferencias
significativas (p >0.05). Siendo L. malefermentans la bacteria que registra el mayor namero de
UFC con un valor de 3 x10° UFC/mly L. parakefiri la bacteria con un valor menor de 2.5x10°
UFC/ml. Por lo tanto, se considera que L. malefermentanses la que crece con mayor facilidad
debido a su capacidad para degradar maltosa. En el grafico 6-3 se da una mejor interpretacion de
la variacion de la viabilidad de las bacterias.
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Gréafico 6-3. Evaluacion de la viabilidad de bacterias a las 96 horas.
Realizado por: Moya, Nicol, 2022.
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Al comparar con un estudio similar de la viabilidad de Lactobacillus spp casei ATTC 393
desarrollado por (Velasquez etal.,2012, p.28) quien evalud su crecimiento ensuerode leche clarificado
en un proceso de fermentacion discontinuo y obtuvo recuentos de células viables de 108, 10°y
10%° UFC/ ml en muestras tomadas a las 72 horas, podemos decir que los resultados son
homogéneos ya que existe un crecimiento que se produce por la presencia de maltosa en el
sustrato, la cual sirve como alimento para las bacterias permitiéndoles mantenerse vivas durante
cierto periodo de tiempo. Ademas, el valor del pH de 5.4 que posee el extracto de malta de quinua
esconsideradoel 6ptimo parasu crecimiento favoreciendoel procesode adquisicién denutrientes
a través de la membrana bacteriana. Conjuntamente, (Vergara, 2007, pp.20-21) recomienda que la
viabilidad debe ser mayor a 10" UFC/ml para que un microorganismo pueda ser utilizado como
cultivo probidtico, losdatos alcanzadosen este trabajo estandentrode esterango por lo que dichos
microorganismos pueden ser empleados en la elaboracién de alimentos funcionales sin causar
ningun efecto en la salud del consumidor.

Con los datos que se obtuvieron en la tabla 9-3, se construye el grafico 7-3 en el cual ademés de
observar la etapa de adaptacion de las BAL a las condiciones del medio que las rodea en las 24
horas iniciales, es posible identificar también la etapa de crecimiento exponencial entre las 24, 48
y 72 horas de L. malefermentans, L. parakefiriy el cultivo mixto respectivamente, posteriormente
se espera que los microorganismos entren en la fase estacionaria, pero a las 96 horas la

concentracion de microorganismos es mayor a la que se tiene enlas 48 y 72 horas.
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Gréafico 7-3. Viabilidad de Bacterias acido lacticas
Realizado por: Moya, Nicol, 2022.
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En el grafico 7-3 se ve el crecimiento de cada una de las cepas de bacterias acido lacticas (BAL)
empleadas en este estudio, en base a estos resultados tenemos que la cepa de L. malefermentans,
L. parakefiriy el cultivo mixto muestran una relacion directamente proporcional en funcion del
tiempo en la fase de crecimiento logaritmico que vadesde las 24 a las 72 horas con una tendencia
normal de una curva tipica de crecimiento y mientras las condiciones ideales de pH,
disponibilidad de nutrientesy agua se mantengan la curva seguira incrementando. Se puede notar
claramente el crecimiento de los microorganismos partiendo desde el primer dia con una
poblacioninicial de 1.5 x 10® UFC/ ml y al cuarto dia de iniciado el experimento el valor que
alcanzaesde 3x10° UFC/mI. Sin embargo, no es posible distinguir la fase estacionaria y de muerte
microbiana de las bacterias, esto puede asociarse al fenémeno de crecimiento diauxico, el cual
consiste en que el microorganismo ha agotado su fuente de carbono principal, pero entraen una
nueva fase de adaptacién donde empieza a consumir otro tipo de compuesto que se encuentra en
el sustrato (Calderén, 2017, p.53)

3.3. Evaluacion de la velocidad especifica de crecimiento ()
Una vez realizado el recuento de las UFC/mI de cada bacteria &cido lactica. En la tabla 9-3 se
muestran los valores calculados de velocidad especifica de las bacterias inoculadas en el sustrato

através de un modelo matematico.

Tabla 9-3: Resultados de la velocidad especifica de bacterias acido lacticas

Bacterias Acido lacticas Velocidad especifica de crecimiento (h?)

L. malefermentans 0.050
L. parakefiri 0.065
L. malefermentans + L. parakefiri 0.063

Realizado por: Moya, Nicol, 2022.

Los valores de velocidad especifica de crecimiento de L. malefermentans, L. parakefiri y el
cultivo mixto no varian mucho entre si, como se puede evidenciar en la tabla 9-3. Esto sucede por
la facilidad que los microorganismos poseen para sintetizar los nutrientes o fuentes de carbono

requeridos para su crecimiento.

Las graficas de velocidad especifica de cada bacteria &cido lactica analizada en un periodo de

tiempo de 24 horas son las siguientes:
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La velocidad especifica de crecimiento () de las BAL empleando como sustrato extracto soluble
de malta de quinuaa unatemperaturade experimentacion de 37°C teniendo en cuenta esta como
la temperatura Optima para que se desarrollen adecuadamente segun (Ossaet al., 2010, p.5) fue de
0.05, 0.65y 0.63 h'*para L. malefermentans, L. parakefiri y el cultivo mixto respectivamente
como se puede apreciar en la tabla 3-6. Al contrastar los resultados con el aporte de (Yénez, 2016,
p.61-62) quien manifiesta que la velocidad especifica de L. casei en melaza oscilé de 0.020 a 0.087
h-1, se puede apreciar que los resultados reflejan valores cercanos debidoa que estos se encuentran
dentro de los rangos expuestos porel autor. La velocidad especificade crecimiento varia segin
la concentracionde los nutrientes es decir a altas concentracionesalcanzara valores maximos para
la transcripciony traduccion de ADN (Orozcoy Solarte, 2003, pp.46-47). Depende de variables como
la temperatura, pH y la concentracion del sustrato y del producto, pero bajo condiciones 6ptimas
puede alcanzar un valor mayor a 0.5 h"*(Agudelo et al., 2010, p.11). En otra investigacion realizada
por (Jurado et al., 2014, p.31) reportan que L. casei tiene unavelocidad especificade 0.71 h™t enun
medio MRS (D-glucosa 20 g/L; extracto de carne 8 g/L; extracto de levadura4 g/L)y 2.2 hten
un medio Pro (10 g/L azucar blanco; 15 g/L leche de soya; 150 g/L leche en polvo 15 g/L salvado
de trigo) al comparar los valores de la velocidad especifica expuestos son superioresa los
resultados obtenidos y esto sucede debido a la baja concentracion de maltosa en el sustrato ya que
las bacterias utilizan este aziicar como la Unica fuente de carbono para su crecimiento, a las
condiciones ambientales, a las caracteristicas genéticas del microorganismo o también se puede
dar porque el medio ha sido enriquecido y los microrganismos tienen unagran concentracion de

nutrientes.

3.4. Evaluacién del Rendimiento de la Biomasa (Y x/s)

El rendimiento de la biomasa Y piomasa/mainsa € Cada una de las bacterias acido lacticas evaluadas
en el sustrato a base de extracto soluble de malta de quinua se muestra en la tabla 10-3.

Tabla 10-3: Resultados del rendimiento de la biomasa de bacterias acido lacticas

Bacterias Acido lacticas Rendimiento de la biomasa (g/L)

L. malefermentans 0.12
L. parakefiri 0.07
L. malefermentans + L. parakefiri 0.08

Realizado por: Moya, Nicol, 2022.
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Al determinar el rendimiento de la biomasa a una temperatura de 37°C los resultados que se
obtuvieron paralas dos cepasy el cultivo mixto en estudio en un tiempo de 96 horas tienen un
valor de 0.09 g/L para L. malefermentans, 0.07 g/L para L. parakefiriy 0.08 g/L para el cultivo
mixto como se indica en la tabla 10-3. Si se compara los resultados del rendimiento entre los
microorganismos los valores no difieren considerablemente entre si, sin embargo, en el grafico
11-3 se puede observar que L. malefermentans tiene un mayor rendimiento (0.12 g/L) con
respecto a las demas bacterias.
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Grafico 11-3.Rendimiento de la biomasa de bacterias acido lacticas
Realizado por: Moya, Nicol, 2022.

(Agudelo et al.,2010, p.4) en sus resultadosde Y yiomasas giucosa O tiene valores de 0.401 g/L en la primera
siembrade L. plantarumincubadoa 35°C durante un periodode 48 horas en unmedio alternativo.
En los resultados el rendimiento obtenido tiene un valor promedio de 0.090 g/L, al comparar el
valor obtenido es menor y puede estar sujeto a que las cepas utilizadas son silvestres, a factores
importantescomoel pHYy latemperaturalos cuales influyendirectamente, otra variable que puede
afectar es la inhibicién de los microorganismos por la acumulacion del producto o la limitacién
de nutrientes en el medio (Adamberg et al., 2003, p. 172). Sin embargo al ser comparado con la
investigacion de (Georgievaet al., 2014, p.5) quienes obtienen un rendimiento de biomasa/glucosa de
0.029 a 1.43 g/L para L. plantarumen un medio MRS tras 48 horas de fermentacion, los
rendimientos son similares aunque la variacion que existe se da por el tipo de sustrato utilizado,
por el tiempo empleado para su evaluacion (96 h) y por la capacidad que cada microorganismo
tiene para convertir con mayor rapidez los hidratos de carbono en &cido lactico ya que no todas
las cepas tienen la misma capacidad. Cabe recalcar que estos rendimientos dependen de las

condiciones del proceso las cuales pueden cambiar a lo largo de toda la fermentacion.

32



CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos al evaluar los pardmetros fisico-quimicos del extracto soluble de
malta de quinua fueron los siguientes: de 0.14 a 0.18 % de acidez titulable y un pH que vade
5.1a5.7. Enlo que se refiere a azUcares fermentables una concentracion de maltosa de 1.56
a2.26 g/L. Teniendo en cuenta los resultados arrojados se considera que el extracto de malta
es un medio iddneo para el crecimiento de las bacterias L. malefermentansy L. parakefiri

empleadas en el estudio.

Las cepas inoculadas en malta de quinua entre las 24 y 72 horas en la fase de crecimiento
logaritmico presentaron una relacion directamente proporcional en funcion del tiempo es
decirelnimero de UFC/ml aumentabacon unatendencianormal. Siendo T1 que corresponde
a L. malefermentansa las 96 h el mejortratamiento ya que alcanza el mayor crecimiento con

un nimero de células viables <3000 UFC/ ml.

Lavelocidadespecificadecrecimiento (1) de las bacteriasacido lacticas enla malta de quinua
presento valores que no difieren mucho entre si. Estableciéndose que la bacteria que crece
con mayor rapidez y la que obtiene el mejor resultado de velocidad especifica de crecimiento
es L. malefermentans con un valor de 0.50 h* ya que el tiempo empleado para su desarrollo

y crecimiento es menor en comparacion con L. parakefiri y el cultivo mixto.

En cuanto al rendimiento de biomasa Yy,s de los microorganismos en el sustrato soluble a
base de malta de quinua los valores obtenidos no fueron tan altos. Sim embargo el mejor
rendimiento de biomasa corresponde a la bacteria L. malefermentans siendo entonces el
microorganismoqueposee la habilidad paraconvertir conmayor rapidez la fuentede carbono
en acido lactico.
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RECOMENDACIONES

Utilizar otra especie de bacterias acido lacticas u otro tipo de microorganismos, aislados a

partir del suelo de bosque.

Realizar nuevos estudios de viabilidad utilizando sustratos diferentes como malta de otros

cereales, leche, suero de leche, extracto de came o vegetales, etc.

Emplear L. malefermentans como probidticoen la elaboracionde bebidas (funcionales, vinos,
cerveza, etc.) yaque tiene el mejor crecimiento bacteriano y el recuento viable es mayor a 107
UFC/ml, y analizar la vida de anaquel mediante un estudio de viabilidad del microorganismo

dentro del producto.
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ANEXOS

ANEXO A: ESQUEMA DE ANALISIS DE VARIANZA

Fuente de Variacion Formula Grados de Libertad
Total (n-1) 14
Tratamiento (t-1) 2
Error (n-1) - (t-1) 12
ANEXO B: CARACTERIZACION FISICO-QUIMICA DE LA MALTA DE QUINUA
Muestra Resultado Resultado Promedio
R1 R2 R3
pH
5.1 54 57 5.4
Acidez titulable R1 R2 R3 Resultado Promedio
0.16 0.14 0.18 0.16
Resultado Promedio
Azucares fermentables R1 R2 R3
1.57 2.26 1.91 1.91

ANEXO C: DATOS PARA LA ELABORACION DE LA CURVAPATRON DE MALTOSA

Longitud de Onda (nm)

Concentracion (g/L)

Absorbancia

540

0.354
0.980
1.519
1.985
2.338

2.849




ANEXO D:CURVA PATRON DE MALTOSA

Curva de calibracionde la maltosa
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............ y = 0,4861x + 0,4555
R2=0,9927

Absorbancia
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ANEXO E: ANALISIS DE VARIANZA (24 HORAS)

F.V. S.C. gl. CM F P-valor
Tratamientos 0.05 2 0.03 1,29 0,31

Error 0.25 12 0.02

Total 0.30 14

ANEXO F: MEDIAS Y ASIGNAACION DE RANGOS DE ACUERDO CON LA PRUEBA
DE TUKEY (P< 0.05)

Tratamiento Medias n E.E. Rango
Lactobacillus malefermentans 3.6x108 5 0.06 a
Lentilactobacillus parakefiri 3.1x10° 5 0.06 a
Lactobacillus malefermentans + 3.3%10° 5 0.06 a

Lentilactobacillus parakefiri
Medias con una letra comun no son significativos diferentes (p>0,05)

ANEXO G: ANALISIS DE VARIANZA (48 HORAS)

F.V. S.C. gl. CM F P-valor
Tratamientos 1.12 2 0.56 47.24 0,001
Error 0.14 12 0.01

Total 1.26 14




ANEXO H: MEDIAS Y ASIGNAACION DE RANGOS DE ACUERDO CON LA PRUEBA
DE TUKEY (P< 0.05)

Tratamiento Medias n E.E. Rango
Lactobacillus malefermentans 8.7x108 5 0.05 a
Lentilactobacillus parakefiri 7.2x10° 5 0.05 b

Lactobacillus malefermentans +

9
Lentilactobacillus parakefiri 1.4x10 S 0.05 ¢

Medias con una letra comln no son significativos diferentes (p>0,05)

ANEXO I: ANALISIS DE VARIANZA DE LAS (72 HORAS)

F.V. S.C. al. CM F P-valor
Tratamientos 0.27 2 0.13 3.18 0,07

Error 0.51 12 0.4

Total 0.77 14

ANEXO J: MEDIAS Y ASIGNAACION DE RANGOS DE ACUERDO CON LA PRUEBA
DE TUKEY (P< 0.05)

Tratamiento Medias n E.E. Rango
Lactobacillus malefermentans 2.9 x10° 5 0.09 a
Lentilactobacillus parakefiri 2.1 x10° 5 0.09 a

Lactobacillus malefermentans +

9
Lentilactobacillus parakefiri 2.4x10 5 0.09 a

Medias con una letra comln no son significativos diferentes (p>0,05)

ANEXO K: ANALISIS DE VARIANZA DE LAS (96 HORAS)

F.V. S.C. gl. CM F P-valor
Tratamientos 0.10 2 0.05 3.70 0,06
Error 0.17 12 0.1

Total 0.27 14




Anexo L: MEDIAS Y ASIGNAACION DE RANGOS DE ACUERDO CON LA PRUEBA DE
TUKEY (P<0.05)

Tratamiento Medias n E.E. Rango
Lactobacillus malefermentans 3 x10° 5 0.09 a
Lentilactobacillus parakefiri 2.5 x10° 5 0.09 ab

Lactobacillus malefermentans +
Lentilactobacillus parakefiri

Medias con una letra comln no son significativos diferentes (p>0,05)

2.7 x10° 5 0.09 b

ANEXO M: RESULTADOS DE SUSTRATO INICIAL-FINAL DE L. malefermentans

] Maltosa al tiempo 0 h Maltosa al tiempo 96 h
Repeticion Absorbancia Conc(egr}'lc_r)acién Absorbancia Conc(egr}f_r)acién
LM1 1.218 1.5686 0.8250 0.7601
LM2 1.375 1.8916 0.8200 0.7498
LM3 1.478 2.1035 0.8900 0.8938
LM4 1.501 2.1508 0.8670 0.8465
LM5 1.364 1.8690 0.8160 0.7416

ANEXO N: RESULTADOS DEL SUSTRATO INICIAL-FINAL DE L. parakefiri

o Maltosa al tiempo 0 h Maltosa al tiempo 96 h
Repeticion Absorbancia Conc(%r/]tl_r)acién Absorbancia Conc(egr}f_r;lcién
LP1 1.336 1.8114 1.0190 1.1592
LP2 1.325 1.7887 0.9840 1.0872
LP3 1.468 2.0829 1.0670 1.2580
LP4 1.352 1.8443 0.9800 1.0790

LPS 1.184 1.4987 0.9750 1.0687




ANEXO O: RESULTADOS DEL SUSTRATO INICIAL-FINAL DE L. parakefiri + L.
malefermentans.

Maltosa al tiempo 0 h Maltosa al tiempo 96 h
Repeticion Absorbancia Conc(zr/]tl_r)acic’)n Absorbancia Conc(e gr}f_r)acién
LMP1 1.361 1.8628 0.9330 0.9823
LMP2 1.475 2.0973 1.0030 1.1263
LMP3 1.287 1.7106 0.9250 0.9659
LMP4 1.516 2.1816 0.9700 1.0584
LMP5 1.346 1.8319 0.9560 1.0296

ANEXO P: NUMERO DE COLONIAS DE LA BACTERIA Lentilactobacillus parakefiri

24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

Muestra Repeticion No No No No
Colonias Colonias Colonias colonias
LP1 282 780 1733 2248
LP2 260 672 2383 2578
Lentilactobacillus LP3 265 715 1798 2166
parakefiri
LP4 368 693 1993 2340
LP5 368 737 2535 >3000

ANEXO Q: UFC/mIPRESENTES EN LA VIAVILIDAD (Lentilactobacillus parakefiri)

Muestra Repeticion 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

LP1 2,8x10"8 7,8x10M8  1,7x10M9 2,2x10M9

LP2 2,6x10"8 6,7x10"8  2,4x10"9 2,6x10M9

Lentilactobacillus LP3 27x10°8  7.2x10°8  1,8x109  2,2x10M9
parakefiri

LP4 3,7x10"8 6,9x10"8 2x101"9  2,3x10M9

LPS5 3,7x10"8 7,4x10"8 2,5x10M9 >3000




ANEXO R: NUMERO DE COLONIAS DE LA BACTERIA Lactobacillus malefermentans

24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
Muestra Repeticiéon No. NO. NoO. NoO

Colonias Colonias Colonias colonias

LM1 347 866 >3000 >3000

LM2 325 852 2600 >3000

Lactobacillus LM3 390 932 >3000  >3000

malefermentans

LM4 412 912 2925 >3000

LM5 303 802 2773 >3000

ANEXO S: UFC/mI PRESENTES EN LA VIABILIDAD (Lactobacillus malefermentans)

Muestra Repeticion 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
LM1 3,5x10"8 8,7x10"8 3x1019 >3000

LM?2 3,3x10"8 8,5x10"8 2,6x10M9 53000

malfermentans LM 39408 930 3x10%9 53000
LM4 4,1x10"8 9,1x10"8 2,9x10M9 >3000

LM5 3x10"8 8x1078 2,8x10M9 >3000

ANEXO T: NUMERO DE COLONIAS DEL CULTIVO MIXTO de Lentilactobacillus
parakefiri + Lactobacillus malefermentans)

24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

Muestra Repeticion NG, NG, NG, No
Colonias Colonias Colonias colonias
LMP1 282 1126 1993 2318
] ] LMP2 303 1300 2643 2903
Lentilactobacillus
parakefiri +
Lactobacillus LMP3 347 1365 1473 2145
malefermentans
LMP4 390 1386 >3000 >3000

LMPS 325 1798 2990 >3000




ANEXO U: UFC/ml PRESENTES EN LA VIABILIDAD (Lentilactobacillus parakefiri +
Lactobacillus malefermentans)

Muestra Repeticién 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
LMP1 2,8x10"8 1,1x10M9 2x10"9  2,3x10M9
LMP2 3x1078 1,3x10"9  2,6x10"9  2,9x10M9

Lentilactobacillus

parakefiri+ 3,5x10"8 1,4x10"9  1.5x10%9  2,1x10"9
Lactobacillus LMP3 ' ' ' 1

malefermentans
L MP4 3.9x10"8 1,4x10M9 3x1079 >3000

LMP5 3.3x10%8  1,8x1009  3x1079 >3000

ANEXO V: RESULTADOS DE UFC/mI DEBACTERIASACIDO LACTICASEN 24 HORAS

_ Lactobacillus Lentllactobac_lllus Cultivo Mixto
Tiempo malefermentans parakefiri
(h) N® UEC/mI N° UFC/ml N° UFC/ml
Colonias Colonias Colonias
0 1.5 1,50E+06 1.5 1,50E+06 1.5 1,50E+06
1 35 3,50E+07 32 3,20E+07 42 4,20E+07
2 62 6,20E+07 45 4 50E+07 64 6,40E+07
3 97 9,70E+07 62 6,20E+07 83 8,36E+07
5 125 1,25E+08 85 8,50E+07 96 9,61E+07
5 140 1,40E+08 98 9,80E+07 101 1,01E+08
6 151 1,51E+08 102 1,02E+08 116 1,16E+08
7 161 1,61E+08 105 1,05E+08 137 1,37E+08
8 170 1,70E+08 110 1,10E+08 151 1,51E+08
9 180 1,80E+08 118 1,18E+08 170 1,70E+08
10 191 1,91E+08 125 1,25E+08 188 1,88E+08
11 199 1,99E+08 133 1,33E+08 210 2,10E+08
12 206 2,06E+08 150 1,50E+08 228 2,28E+08
13 216 2,16E+08 159 1,59E+08 246 2,46E+08
14 225 2,25E+08 164 1,64E+08 250 2,50E+08
15 230 2,30E+08 178 1,78E+08 264 2,64E+08
16 251 2,51E+08 185 1,85E+08 276 2,76E+08
17 261 2,61E+08 192 1,92E+08 281 2,81E+08
18 280 2,80E+08 198 1,98E+08 286 2,86E+08
19 301 3,01E+08 205 2,05E+08 291 2,91E+08
20 303 3,03E+08 210 2,10E+08 300 3,00E+08
21 312 3,12E+08 223 2,23E+08 320 3,20E+08
22 315 3,15E+08 238 2,38E+08 322 3,22E+08
23 321 3,21E+408 249 2,49E+08 325 3,25E+08
24 325 3,25E+08 265 2,65E+08 329 3,29E+08




ANEXO W: VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO DE LA BACTERIA
Lentilactobacillus parakefiri
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ANEXO X: VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO DE LA BACTERIA
Lactobacillus malefermentans
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ANEXO Y:VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMEINTO DEL CULTIVO MIXTO DE
L. malefermentansy L. parakefiri.
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ANEXO Z: RESULTADOS DE BIOMASA EN ¢g/L DE LA BACTERIA Lactobacillus
malefermentans

Repeticion Caja Filtro Caja Filtro Biomasa Biomasa
inicial inicial final final g/ml g/L
LM1 101,6103 1,0037 102,028 1,0076 92,77 0,093
LM2 98,3614 0,9986 99,6925 1,0076 90,76 0,091
LM3 98,1133 0,9982 99,9639 1,0085 91,06 0,091
LM4 98,2861 0,9989 99,4167 1,0074 90,50 0,090
LM5 101,7431 1,0034 102,8787 1,0118 93,62 0,094

ANEXO AA: RESULTADOS DE BIOMASA EN g/L DE LA BACTERIA
Lentilactobacillus parakefiri

Repeticion Caja Filtro Caja Filtro final Biomasa Biomasa
inicial inicial final g/ml g/L

LP1 82,5115 0,9994 83,5485 1,0053 76,20271 0,076

LP2 89,3614 0,9987 90,4984 1,0049 82,46729 0,082

LP3 90,2363 0,9985 91,3743 1,0051 83,25592 0,083

LP4 83,3691 1,0036 84,0810 1,0056 76,64933 0,077

LP5 91,6324 0,9989 92,76% 1,0048 84,51107 0,085

ANEXOBB: RESULTADOSDEBIOMASAEN g/L DELABACTERIA Lactobacillus

malefermentans + Lentilactobacillus parakefiri

Repeticion Caja Filtro Caja Filtro Biomasa Biomasag/L
inicial inicial final final g/mi

LMP1 97,1124 0,9985 98,54658 1,0068 89,74229 0,090

LMP2 84,5431 0,9988 85,6778 1,0067 78,13031 0,078

LMP3 96,1364 0,9997 97,2711 1,0073 88,56479 0,089

LMP4 97,1863 1,0036 98,221 1,0610 89,46301 0,089

LMPS 85,5681 0,9978 86,5028 1,0069 78,85311 0,079
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