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RESUMEN

Se realizo la comparacion del comportamiento cinético de dos inoculos
de Bacterias Acido Lacticas (BAL) desarrollados a partir de Lactobacillus
plantarum A6 y de yogurt comercial. Se incubaron a 35°C durante 48 horas
y se repicaron tras 24 horas de fermentacion en medio liquido para su
posible aplicacion en la fermentacion de residuos pesqueros. Para cada
cepa se midio la biomasa mediante conteo en placa segun la NTC 5034
de 2002, el consumo de azlcares totales por el método de antrona y la
produccion de écido lactico por titulacion bajo la NTC 4978 de 2001, durante
el tiempo de incubacion. Los resultados mostraron un mejor desarrollo para
Lactobacillus plantarum A6 con diferencias significativas (o = 0,05) en los
rendimientos Yx/s y Yp/s de 0,401 y 0,34 respectivamente para la primera
etapa, y de Yx/s= 0,39 y Yp/s = 0,36 en la segunda etapa, a diferencia
de las BAL del yogurt las cuales presentaron rendimientos menores. Otros
parametros cinéticos como la velocidad maxima de crecimiento y tiempo
de duplicacion para ambas cepas no presentan diferencias significativas
(o = 0,05).

ABSTRACT

A comparison was made of the kinetic behavior of two inoculums of lactic
acid bacteria (LAB) developed from Lactobacillus plantarum A6 and com-
mercial yogurt. They were incubated at 35 °C during 48 hours and were
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replicated after 24 hours of fermentation in liquid medium for its possible application in the fermentation of fishing
residues. For each strain was measured the biomass through plate count according to the NTC 5034 of 2002, the
total sugars consumption by the antrona method and the lactic acid by titulation under the NTC 4978 of 2001 dur-
ing the incubation time. The results showed a better development for Lactobacillus plantarum A6 with meaningful
differences (a = 0,05) in the performances Yx/s y Yp/s of 0,401 and 0,34 respectively to the first stage, and of
Yx/s= 0,39 and Yp/s = 0,36 in the second stage unlike those of LAB of the yogurt which displayed lower perfor-
mances. Other kinetic parameters like maximum speed growth and duplication time for both strains do not show
meaningful differences (o« = 0,05).

RESUMO

Foram comparados o comportamento cinético de dois in6culos de Bactérias de Acido Lactico (BAL) desenvolvido a
partir de Lactobacillus plantarum A6 e de iogurte comercial. Incubados a 35 ° C por 48 horas e se repicaram apos
de 24 horas de fermentagdo em meio liquido, para possivel aplicagao na fermentagdo de residuos de peixe. Para
cada amostra se mediu a biomassa mediante contagem em placa acordo com a NTC 5034 de 2002, o consumo
de acucares totais pelo método de antrona e na produgao de acido lactico por titulagao sob o NTC 4978 de 2001,
durante 0 tempo de incubagdo. Os resultados mostraram um melhor desenvolvimento de Lactobacillus plantarum
A6 com diferengas significativas (o = 0,05) nos rendimentos Yx /s, Yp / s de 0,401 e 0,34 respectivamente para
a primeira fase, e Yx /s = 0,39 e Yp / s = 0,36 na segunda etapa, em contraste com as BAL do iogurte, que
tiveram rendimentos inferiores. Qutros parametros cinéticos como a velocidade maxima de crescimento e tempo
de duplicagéo para as duas cepas nao apresentaram diferencias significativas (o« = 0,05).

INTRODUCCION procesos fermentativos. De igual forma ha sido evaluada

la inoculacion de ensilajes con las bacterias lacticas
del yogurt [Lactobacillus delbrueckii, y Streptococcus
thermophilus [5], las cuales constituyen una buena al-
ternativa como fermento o indculo debido a la simbiosis
que ambos microorganismos presentan.

Las bacterias 4cido lacticas (BAL) son un importante
grupo de microorganismos gram positivos los cuales
producen dcido lactico como el principal producto me-
tabolico a partir de carbohidratos a través del proceso
de fermentacion [1].

No obstante la eficiencia del proceso de produccion y

En las fermentaciones lacticas, los cultivos de BAL son
comunmente usados en las industrias como iniciado-
res para la produccion de gran variedad de alimentos
fermentados [2]. Un ejemplo de ello es el sector de la
pesca, en donde las BAL son utilizadas para la produc-
cion de ensilado de pescado mediante la bioconversion
de los residuos pesqueros, siendo esta una ruta que
ofrece numerosas ventajas como método de preserva-
cion, permitiendo la recuperacion del valor agregado de
subproductos tales como, quitina, proteinas y pigmen-
tos los cuales tienen un extenso mercado [3].

Dentro de los estudios alrededor del tema, se encuen-
tran desarrollos de ensilajes de pescado que utilizan
bacterias lacticas propias de la materia prima. Asi
mismo se ha utilizado el Lactobacillus plantarum,
una bacteria acido lactica, amilolitica, facultativa y
heterofermentativa, [4] para llevar a cabo este tipo de

la posible aplicacion en estas fermentaciones estan
sujetas al conocimiento de la cinética de crecimiento
de las cepas utilizadas. Por tanto el objetivo de esta
investigacion fue evaluar los parametros cinéticos de
crecimiento tanto de Lactobacillus plantarum A6 como
de las BAL del yogurt, adicionadas a un medio liquido
de cultivo, determinando la capacidad de ambas cepas
para llevar a cabo el proceso fermentativo.

MATERIALES Y METODO
Cepas de bacterias acido lacticas

Los microorganismos de trabajo usados fueron L.
plantarum A6 (proporcionado por Cristina Ramirez
Ph.D. Grupo de investigacion GIPAB de la escuela de
Ingenieria de Alimentos de la Universidad del Valle
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Grupo de investigacion en Microbiologia y Biotecnologia
Aplicada - MIBIA -, del Dpto. de Biologia, Seccion
Biologia Marina) y las BAL del yogurt fueron aisladas
de un yogurt comercial.

Activacion de cepas

Ambas cepas fueron activadas previamente en agar
MRS, realizando verificacion con azul de anilina y luego
repicadas en un medio de cultivo liquido alternativo [6],
e incubadas a 35°C durante 48 horas (primera siembra)
de fermentacion en una incubadora E&Q serie IDEN-6V.
Tras este tiempo se realizd una segunda siembra por
24 horas de fermentacion bajo las mismas condiciones
de incubacion. La realizacion del segundo repique a
partir del primer indculo para las dos cepas tuvo por
objetivo evaluar el escalamiento del proceso, ademas de
obtener un inoculo joven en fase exponencial para ser
adicionado posteriormente a los ensilajes de pescado
y obtener de esta forma una fermentacion mas rapida
en un tiempo menor.

Métodos analiticos

Durante el tiempo de fermentacion fueron medidas las
variables de crecimiento de biomasa mediante conteo
en placa segun la NTC 5034 de 2002, el consumo de
sustrato se evalu6 mediante la determinacion de az(-
cares totales por el método de Antrona a 625nm, en un
espectofotometro SHIMADZU UV-1800, y la produccion
de 4cido lactico mediante la determinacion de acidez
titulable bajo la NTC 4978 de 2001.

Analisis estadistico

Se emple6 un disefio completamente al azar, con dos
tratamientos y dos réplicas.

RESULTADOS
Primera siembra L. plantarum A6

Los resultados mostraron diferencias significativas
(2=0,05) entre los tratamientos de la primera siembra,
siendo mas influyente la cepa de L. plantarum A6, la
cual tuvo un mejor desarrollo en el medio en cuanto a
parametros de crecimiento (19,6 g/L de biomasa), con-
sumo de sustrato (97,6%) y generacion de &cido lactico
(18 g/L) en comparacion con las bacterias lacticas del

yogurt. Aunque L. Plantarum A6 es una bacteria hete-
rofermentativa, a diferencia de las bacterias del yogurt
que presentan un comportamiento homofermentativo,
esta bacteria tiene una gran capacidad biosintética y
una perfecta adaptacion en medios abundantes en
nutrientes y fuentes energéticas [7], gracias al tamarno
de su genoma, el cual es 50% mas grande que la ma-
yoria de bacterias acido lacticas presentando una gran
capacidad metabdlica [8] razon por la cual puede tener
rendimientos mayores.

En la figura 1, se puede observar que el crecimiento de L.
plantarum A6 describe dos fases. Una primera fase que
va desde las 0 horas hasta las 24 horas de fermentacion
correspondiente a la fase exponencial en donde las célu-
las se reproducen sin limitacion de sustancias nutritivas
a velocidad maxima [9], seguida de una fase estacio-
naria hasta las 48 horas en donde no se diferencia un
aumento significativo en la densidad celular. En la gréafica
no es posible observar una fase clara de adaptacion del
microorganismo al medio, sin embargo es probable que
sea una fase corta producida en las primeras horas de
fermentacion debido a la capacidad de L. plantarum A6
de establecerse y crecer rapidamente. Algunos autores
reportan  que a concentraciones bajas de lactosa en
el medio (20g/L), las células presentan una fase corta
de adaptacion, mientras que ha concentraciones altas
de lactosa (60g/L), la fase de adaptacion incrementa
en 5 horas. A una concentracion de 50g/L de sustrato,
valor que concuerda con la cantidad inicial obtenida
en esta investigacion, se muestra como resuftado una
fase de adaptacion entre las segunda y tercer hora de
fermentacion [10]. De igual forma la cantidad de inoculo
del 10% utilizada en esta investigacion reduce el tiempo
de latencia [11].

Figura 1. Curva de crecimiento de las bacterias lacticas para la primera
siembra
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La velocidad especifica de crecimiento (u) para la fase
exponencial fue de 0,53 h. Esta velocidad depende de la
concentracion de nutrientes, asi a altas concentraciones
la velocidad especifica alcanza valores maximos fijados
por la cinética intrinseca de las reacciones intracelula-
res, las cuales estan relacionadas en la trascripcion y
traduccion del DNA [12]. Por su parte L. plantarum es
un microorganismo que bajo Optimas condiciones de
crecimiento puede llegar a tener una velocidad maxima
especifica de crecimiento mayor a 0,5h-' [10], depen-
diendo de variables como la temperatura, pH, y de la
concentracion del sustrato y del producto.

Con la curva de crecimiento también se logré determinar
el tiempo de duplicacion para L. plantarum A6 el cual
fue de 1,28 h lo cual indica que es el tiempo necesario
para que la poblacion doble su tamario. Para esta misma
cepa se ha encontrado un tiempo de generacion de
de 1,1 h en un medio con almidon [13], mientras que
otros autores han encontrado un tiempo de duplicacion
de 1,98 horas [14].

En cuanto al consumo del sustrato, en la figura 2, se
esquematiza el agotamiento sucesivo de la fuente de
carbono durante el transcurso de la fermentacion para
las dos cepas. Cabe destacar que L. plantarum permite el
empleo de una gran cantidad de fuentes de carbono,
propiedad que resulta de un buen nimero de genes
involucrados en el transporte y utilizacion del azdcar, y
un versatil metabolismo del piruvato, el cual tiene el
potencial de producir D y L-lactato, formato, acetato,
etanol, acetoina, y 2,3-Butanodiol [13].

Se puede observar que en las primeras 12 horas, las
bacterias de L. plantarum A6 consumieron alrededor

Figura 2. Consumo de azicares totales (g/L) de las bacterias lacticas
para la primera siembra
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del 77% de los azucares totales disponibles, y a las 36
horas donde se finaliza |a fase exponencial queda solo el
3,2% de azucar total. Sin embargo cabe destacar que L.
plantarum A6, una vez agotada la fuente energética, es
capaz de aprovechar otros nutrientes como proteinas y
grasas presentes en el medio [16], por lo que se reco-
mienda que la fermentacion no sea prolongada mas alla
de las 48 horas en donde se ha agotado practicamente
todo el sustrato.

El rendimiento de biomasa versus sustrato Yx/s para
L. plantarum A6 en la primera siembra, fue de 0,401,
lo cual indica una buena eficiencia del nutriente para
soportar biosintesis al ser comparada con rendimientos
obtenidos por otros investigadores quienes reportan un
rendimiento de biomasa respecto a glucosa de 0,143
para L. plantarum en medio MRS tras 48 horas de
fermentacion [7].

Sin embargo cabe destacar que no todas las cepas de
L. plantarum presentan la misma capacidad, en especial
L. plantarum A, se caracteriza por una mayor habilidad
dentro de su categoria para convertir mas rapidamente
la fuente de carbono en lactato [17]. Se encuentran
reportes de rendimientos de biomasa versus glucosa
de 0,21 para L. plantarum A6 en caldo MRS [14]. Sin
embargo otros estudios reportan un rendimiento de 0,49
para L. plantarum en un medio con almidon de yuca
[18]. Este rendimiento depende de igual forma del tipo
de sustrato utilizado como se reportd anteriormente.
Con relacion a la lactosa, los rendimientos de Yx/s
varian desde 0,27 hasta 0,45 dependiendo del pH [10].

En La Figura 3, se muestra la produccion de acido lac-
tico durante el proceso fermentativo para ambas cepas.

Segun los datos experimentales obtenidos, durante las
primeras doce horas se produce el 35% de la cantidad
total de acido lactico, después de este tiempo la pro-
duccion se ve afectada por el crecimiento del micro-
organismo y el bajo consumo del sustrato, logrando
estabilizarse a las 48 horas de fermentacion con una
produccion total de (18 g/L).

Bajo estos resultados se obtiene un rendimiento de
producto versus sustrato Yp/s para L. plantarum A6 en
la primera siembra de 0,34. Este rendimiento es menor
al reportado por algunos autores [7, 10, 14], quienes
obtuvieron valores entre 0,7 y 0,9. Sin embargo cabe
destacar que este parametro esta sujeto a factores



12

Facultad de Ciencias Agropecuarias
Vol8 No.2  Julio - Diciembre 2010

Figura 3. Produccion de acido lactico (g/L) de las bacterias lacticas
para la primera siembra
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importantes como la temperatura y pH 6ptimos, los
cuales influyen en las caracteristicas de crecimiento
del microorganismo e inciden notablemente en la velo-
cidad y rendimientos asociados [19]. En este caso, la
temperatura de trabajo fue de 35°C, mientras que el pH
fue cambiando a lo largo del tiempo de fermentacion
comenzando con un valor de 6,25 en la hora 0 y fina-
lizando en 4,05 a las 48 horas. Estas condiciones de
trabajo probablemente afectaron el desarrollo del micro-
organismo, ya que los valores se encuentran por debajo
de los optimos reportados en algunas investigaciones
las cuales establecen una temperatura dptima de 37°C
y un pH optimo entre 6 y 7 para L. plantarum [20]. Por
tanto bajo las condiciones del ensayo el metabolismo
celular tiende a volverse mas lento.

Otras variables secundarias que pueden afectar los
rendimientos son Ila inhibicion del microorganismo por
producto o0 por la limitacion de nutrientes. No obstante
cabe destacar que L. plantarum A6 es bacteria lactica
capaz de mantener el gradiente de pH entre el interior
y el exterior de la célula en presencia de grandes can-
tidades de lactato, por lo que puede soportar medios
acidificados y terminar completamente su proceso de
fermentacion [13, 16].

Un factor importante a tener en cuenta dentro del Yp/s
es que cuando las bacterias crecen sobre, lactato,
piruvato, acetato u otro compuesto, se desarrollan
rutas adicionales o rutas anapleroticas para mantener
funcionando el ciclo de los acidos tricarboxilicos y
proveer moléculas intermediarias para la sintesis de los
azicares [21], por lo cual es probable que L. plantarum
A6 haya utilizado el acido lactico para convertirlo en

piruvato y consecuentemente como fuente energética
para su desarrollo, reduciendo de esta forma la cantidad
de producto generado.

Este rendimiento también pudo verse afectado ya que
la especie L. plantarum, no solo utiliza el carbono dis-
ponible para producir acido lactico, sino también en la
generacion de otros productos importantes tales como
metabolitos, exopolisacéridos, enzimas y bacteriocinas
[8], las cuales inhiben la presencia de bacterias, entre
ellas las gran negativas y microorganismos patogenos.

Primera siembra BAL del yogurt

Los resultados del proceso fermentativo para las BAL
del yogurt, registraron un crecimiento de bacterias
lacticas de 7,22 g/L, un consumo de azlcares totales al
final de las 48 horas de fermentacion del 58,5% y una
generacion de acido lactico de 10,08g/L.

En la figura 1, se observa que el crecimiento de BAL,
describe tres fases. Una primera fase de adaptacion
en las primeras doce horas de fermentacion, en la cual
estos microorganismos, adaptan su metabolismo a
las nuevas condiciones ambientales (abundancia de
nutrientes y condiciones de cultivo), para iniciar la fase
exponencial que va desde las 12 horas hasta las 36
horas de fermentacion, en la cual las BAL, consumen
a velocidad maxima los nutrientes del medio, y una fase
final estacionaria de las 36 a 48 horas, en donde no se
ve un aumento significativo de bacterias ni de consumo
de nutrientes.

De la curva de crecimiento se encontro la velocidad
especifica de crecimiento obteniendo un resultado
0,579 h'. Esta velocidad muestra un valor menor a las
reportadas en otras investigaciones en donde se alcanza
una velocidad especifica de crecimiento de 1 h-', bajo
procesos de fermentacion en batch en continuo y con
bacterias inmovilizadas [22]. Otros estudios reportan para
L. delbrueckii, una velocidad especifica de crecimiento
de 1,14 h" [23], mientras que para S. thermophilus, se
ha encontrado una velocidad de 0.83h"[24].

En cuanto al consumo de sustrato en la figura 2, se
observa una disminucion de los aziicares totales durante
el tiempo de fermentacion. En las primeras doce horas
de fermentacion los microorganismos consumieron el
20% de la fuente energética disponible. Ya en la fase
exponencial las BAL del yogurt, aprovecharon alrededor
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del 43% de los azucares totales y al finalizar el proceso
fermentativo hubo un consumo total de 58,53%. Cabe
destacar que la mayor parte del consumo del sustrato
esta dirigido al crecimiento celular consecuentemente
con la produccion de acido lactico, sin embargo tanto
S. thermophilus como L. delbrueckii, utilizan la fuente
de carbono para sintetizar otro tipo de productos
como exopolisacaridos durante la fase estacionaria
y de crecimiento, los cuales contribuyen a la visco-
sidad, textura y propiedades reologicas deseables de
la leche fermentada [25,26]. Otro producto asociado
al crecimiento celular es la generacion de enzimas,
especificamente las BAL del yogurt producen altas
cantidades B-galactosidasas las cuales hidrolizan 1a lac-
tosa [27]. También esta asociado a S. thermophilus, la
produccion de ciertas bacteriocinas las cuales inactivan
microorganismos patogenos tales como Clostridium
sporogenes, Clostridium botulinum, Bacillus cereus y
Listeria monocytogenes [28].

El rendimiento de biomasa respecto a sustrato Yx/s
para este caso fue de 0,179 este rendimiento obtenido
es muy cercano a los reportados por algunos autores
quienes obtuvieron en siete experimentos rendimientos
desde 0,061 hasta 0,164 bajo temperaturas y caudales
de alimentacion, diferentes [22]. Aunque cabe destacar,
que estos rendimientos dependen de las condiciones
del proceso las cuales pueden variar a lo largo de la
fermentacion. Dentro de estos valores se engloba el
uso de sustrato que no esta directamente asociado a la
produccion de biomasa, por tanto la variacion total de
la concentracion del sustrato sera debida a la asimila-
cion de la fuente como material celular, la provision de
energia para la sintesis celular y la provision de energia
para el mantenimiento del cultivo [29].

En cuanto a la generacion de producto, el acido lactico
al final del proceso fermentativo fue del 1%, valor que
Sse encuentra dentro de los requisitos para productos
fermentados establecidos por la Norma Técnica Andina
PNA 16 007:2007 la cual estipula un porcentaje de aci-
dez minimo para bebidas lacteas de 0,6% y maximo de
1,5 %. Sin embargo bajo las condiciones de consumo
de fuente de carbono obtenidas en esta investigacion
se esperaba obtener un mayor porcentaje de acido lac-
tico, debido a que ambas cepas S. thermophilus y L..
delbrueckii,, son bacterias del tipo homofermentativas.
No obstante los 40g/L de carbono consumido generaron
tnicamente 10g/L de acido lactico. Lo cual se puede
explicar debido a la generacion de otro tipo de productos

por parte de S. thermophilus, tales como &cido formico

y dioxido de carbono, los cuales estimulan posterior-
mente a L. delbrueckii, al que se le asocia de igual forma la
produccion de acetaldehido [30].

Bajo estos resultados se obtuvo un rendimiento de
producto versus sustrato Yp/s de 0,25. Este valor
resulto significativamente menor al obtenido por otro
autor quien a diferencia del presente estudio, mantuvo
el pH del medio constante a lo largo del experimento
en un valor proximo al 6ptimo para el desarrollo de las
cepas [31],probablemente la inhibicion causada por la
disminucion del pH, que ocurre durante el proceso fer-
mentativo explique en parte las diferencias encontradas.
Aunque cabe destacar que otro factor que posiblemente
pudo haber influenciado fue la temperatura de 35°C
a la cual se llevo a cabo el proceso, debido a que es
un valor menor al dptimo. Lactobacillus bulgaricus se
desarrolla optimamente entre 45 y 50°C acidificando
fuertemente el medio, y puede llegar a formar hasta un
2,7% de acido lactico, mientras que S. thermophilus
se multiplica bien entre 37 y 40°C y es una especie
menos acidificante que la anterior [8]. Es claro que estos
valores dependen también de factores tales como, las
condiciones del medio de cultivo, y el método llevado
a cabo para realizar el proceso fermentativo pudiendo
obtener de esta forma rendimientos mayores.

Segunda siembra para L. plantarum A6 y BAL del
yogurt

Los resultados mostraron en general para L. plantarum
A6 y para las BAL de yogurt en la segunda siembra, que
las células ya se han adaptado a las nuevas condiciones
de crecimiento, alterando el medio constantemente,
tomando los sustratos y excretando los productos
metabolizados.

Al comparar los resultados obtenidos con la prime-
ra siembra, se observan diferencias significativas
(a=0,05) en ambos casos logrando un mayor creci-
miento celular, un mayor consumo de sustrato, y una
mayor produccion de dcido lactico en menor tiempo
de fermentacion (24 horas) en comparacion con la
primera siembra. Los parametros obtenidos para la
cepa de L. plantarum fueron de Yx/s de 0,39; Yp/s de
0,36, y una velocidad especifica de crecimiento de 0,39.
Mientras que para las BAL de yogurt se obtuvo un Yx/s
de 0,172, un Yp/s de 0,28 y una velocidad especifica
de crecimiento de 0,48 h™
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En Las figuras 4, 5 y 6 se puede observar que L. plan-
tarum A6 presenta un mayor desarrollo cinético en el
medio en comparacion con las BAL del yogurt, sin
embargo ambas cepas pueden ser consideradas viables
para el proceso de fermentacion de visceras y residuos.

Figura 4. Curva de crecimiento de las bacterias lacticas para la segunda
siembra
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Figura 5. Consumo de azicares totales (g/L) de las bacterias lacticas
para la segunda siembra.
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Figura 6. Produccion de é&cido lactico (g/L) de las bacterias lacticas
para la segunda siembra

5

20
15
0
=] plostone AS
5 w— AL G0 yORUT

u —
10 2 0
Tiempo de fermentaciin en horas

Acido Mctico (g/L)

CONCLUSIONES

Ambas cepas mostraron un buen desarrollo en el medio
en cuanto a parametros de crecimiento celular, consumo
de azlicares y produccion de acido lactico. Sin embargo
Lactobacillus plantarum A6 presentdé mayor capacidad
metabdlica y de adaptacion al medio, lo cual le permite
obtener rendimientos mayores. Las BAL del yogurt
por su parte son una buena alternativa en el proceso
de fermentacion, si se requiere de un indculo de facil
acceso para el piscicultor.
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