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PROLOGO

En la actualidad se han incrementado los esfuerzos destinados a la
investigacion en el area de produccion de compuestos de uso comun, lo que ha
generado un conjunto de innovaciones tecnologicas que se basan en la utilizacion de
microorganismos y procesos microbioldgicos para la obtencion de bienes y servicios
(CIBIOGEN, 2008) y que apuntan al desarrollo de la biotecnologia, éarea
multidisciplinar que emplea sistemas bioldgicos, organismos vivos o sus derivados
para crear productos o procesos de usos especificos, que permitan obtener altos
rendimientos con menos recursos, al utilizar sustratos de muy bajo costo que
proporcionen las condiciones adecuadas para generar productos a servicios de interés
biotecnologico e industrial (CBUC, 2013; Panesso et al., 2015).

Con referencia a lo anterior, un sustrato representa el material que contiene
una adecuada combinacion de nutrientes, ademas de ser rico en azucares fermentables
que colaboran en el crecimiento o el incremento del nimero de células de una

poblacion microbiana (De Aulacio et al.; 2008), como las de lactobacillus casei.

En ese sentido esta investigacion pretende otorgarle un mejor
aprovechamiento a un fruto de origen silvestre como el Garcinia madruno, poco
explotado a nivel industrial (Chavez, 2012), con gran cantidad de nutrientes que son
facilmente utilizables por microorganismos como el Lactobacillus casei, de tal forma
que sintetizan las macromoléculas y conservan los gradientes quimicos esenciales a

través de sus membranas para garantizar su desarrollo (Junco y Rodriguez, 2001).

En lo que respecta a este microorganismo, es una especie de gran importancia
que ofrece grandes beneficios al ser humano al equilibrar la microflora intestinal,
prevenir los trastornos intestinales, regular el sistema inmune especificamente de la
respuesta inmune celular (Todd y Martin, 1999; Velasquez et al., 2015) y ejercer una

potente accion sobre enfermedades comunes como las evacuaciones liquidas
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infantiles (Dubey et al., 2008), las asociadas con antibioticos (Hempel et al., 2012) y
las del viajero (Sanchez et al., 2015), intolerancia a la lactosa (Montalto et al.; 2006),

entre otras.

Sobre la base de las consideraciones anteriores a través de la presente
investigacion se busca determinar la eficiencia del Garcinia madruno como sustrato

en la produccidn efectiva de biomasa de Lactobacillus casei.

El estudio tedrico y experimental utilizado para la investigacion esta

constituido por:

Capitulo I, El Problema. Este engloba todo lo concerniente al planteamiento
del problema, su formulacion, objetivos generales y especificos, justificacion, y los

alcances y limitaciones de la investigacion.

Capitulo I, Marco Tedrico. En este capitulo se presenta la informacion
basada en trabajos previos relacionado con la investigacion, articulos de revistas,
entre otros, que proporcionan las bases teéricas que daran conocimiento al problema.
El mismo estd dividido en: antecedentes, aspectos tedricos basicos y aspectos

relacionados con el problema.

Capitulo 111, Metodologia. En este capitulo se aborda el tipo, el disefio, las
técnicas y los procedimientos utilizados para llevar a cabo la investigacion, de manera
clara y sencilla, con la finalidad de que pueda ser referencia para futuras

investigaciones.

Capitulo IV. Presentacion y Discusién de Resultados. En este apartado de
la investigacion se presentan los resultados y la discusion de los mismos a fin de

validar el estudio.

Eficiencia del Garcinia madruno como sustrato en la produccidn efectivade Wi
biomasa de Lactobacillus casei




Capitulo V. Conclusiones y Recomendaciones: Este capitulo sintetiza las
consideraciones mas importantes que dan respuesta a los objetivos planteados.

Finalmente se presentan las referencias bibliograficas utilizadas, que

representan un indicador directo del grado de profundidad de la investigacion.

Eficiencia del Garcinia madruno como sustrato en la produccidn efectivade ]
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Capitulo |

EL PROBLEMA

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los microorganismos han sido investigados activamente a nivel mundial
desde tiempos inmemoriales, debido a sus efectos benéficos para la salud, la
agricultura, la industria alimentaria, entre otros campos (Garcia, 2018) y
Venezuela no escapa de esa realidad, por el contrario hace un énfasis particular en su
estudio con fines farmacéuticos, especificamente en el area de probioticos, donde
estos microorganismos vivos actlan disminuyendo las enfermedades de tipo
gastrointestinal (CONVITE, 2018), que desencadenan cuadros patol6gicos
importantes en humanos como: gastritis, evacuaciones liquidas, colon irritable e

incluso cancer.

Con referencia a lo anterior, la desnutricion y las enfermedades
gastrointestinales son dos de las principales causas de muerte infantil en el mundo.
Recientemente la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publicé que cerca del 22
por ciento de las defunciones anuales de nifios menores de cinco afios son causadas
por evacuacion liquida cronica y enfermedades gastrointestinales, particularmente en
paises en vias de desarrollo (Balam et al., 2002 y Forsberg et al., 2007). La medicina
tradicional y moderna hace del uso de alimentos fermentados como una alternativa
para la prevencion y tratamiento de estos y otros padecimientos (Gonzélez et al,
2008; Holzapfel, 2002; Vandenplas et al., 2002), ya que Su consumo proporciona
una ruta de entrada comdn para agentes bioldgicos que conforman la flora intestinal
benéfica, este tipo de microorganismos son conocidos como agentes probioéticos
(Arguelles et al., 2000 y Fitzgerald et al., 2006)

En ese sentido estudios han demostrado que una de las soluciones menos
agresivas y mas efectivas a este tipo de patologias recae en el consumo de productos
que contengan probioticos, esto se debe a que dichos microorganismos tienen la

habilidad de reconstruir la flora intestinal mejorando asi el proceso de digestion
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(James et al., 2017), expresando de esta manera su importante aplicabilidad en la

industria farmacéutica, de alimentos, entre otras (Tomasini, 2011).

En este proposito, los probiodticos son definidos como microorganismos vivos
presentes en los alimentos los cuales al ser ingeridos, en cantidades suficientes,
pueden ejercer una actividad fisiolégica especifica, beneficiando a la salud del
individuo (Ramirez et al.; 2011). Asi, un alimento que contiene especies probidticas

es capaz de proteger al individuo de diferentes maneras:

1) Compitiendo por espacio fisico y nutrientes.

2) Produciendo substancias antibioticas (bacteriocinas) activas frente a
patdgenos.

3) Estimulando el sistema inmune del intestino y contribuyendo a la
acidificacion de contenido del colon, lo cual es desfavorable para el
crecimiento de patogenos (Roberfroid, 2000).

El Lactobacillus casei es un microorganismo considerado de tipo probidtico,
muy eficaz para equilibrar la microflora intestinal y prevenir los trastornos
intestinales, es productor de &cido lactico que se emplea también en la industria lactea
y que es capaz de regular el sistema inmune, especificamente de la respuesta inmune
celular (Veladsquez et al., 2015). Asimismo, esta especie de lactobacilo es
particularmente resistente a rangos amplios de pH (Yuki et al., 1999; Brink y
Todorov, 2006). Adicionalmente, se ha referido que Lactobacillus casei mejora la
capacidad de digestion, la tolerancia a la leche y evita las evacuaciones liquidas
(Isolauri, 1991; Manzano, 2012). Una larga lista de contribuciones ha documentado
las propiedades funcionales probidticas de Lactobacillus casei: efecto antimicrobiano
(Brink y Todorov, 2006), disminucion de los niveles de colesterol y de las
evacuaciones liquidas por infecciones gastrointestinales y coadyuvante en la digestion

de la lactosa.
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Como puede observarse, los beneficios que aporta la produccion de
Lactobacillus casei, son indiscutibles al mejorar la flora intestinal humana y de los
animales, y juega un papel importante en el estado de salud y en la presencia de
enfermedades (Ramirez et al., 2011), registrando ventajas que despiertan el interés en

su reproduccion.

En relacion con el punto anterior, se necesita que ciertas variables (tales como
concentracion de nutrientes, pH y temperatura) sean cuidadosamente mantenidas en
valores especificos o rangos pre-establecidos, denotando de esta forma el importante
papel que desempefia el uso de un biorreactor en el cultivo de microorganismos. Este
dispositivo  biotecnolégico (recipiente o sistema) mantiene un ambiente
bioldgicamente activo (Hemson, 2006), es decir que provee internamente un
ambiente controlado que garantiza y maximiza la produccion o crecimiento de un
cultivo vivo, al establecer una frontera que protege el cultivo del ambiente externo:
contaminado y no controlado. Se corresponde con los sistemas multivariables, debido
a que durante su operacion, sustratos son consumidos, productos y metabolitos
intermediarios son generados en presencia de células vivas con alto rendimiento

(productividad) y en el menor tiempo posible (Sanchez, 2015).

Resulta oportuno establecer el modo de operacion del biorreactor, debido a
que éste define el sistema de cultivo y delimita la clasificacion procesal-productiva
del bioproceso (cultivo); en atencién a ello, los biorreactores se clasifican, de acuerdo
al modo de operacion, en discontinuo, semicontinuo y continuo, lo que permite que
automaticamente quede determinado el modo de cultivo al mismo tiempo que se
definen los parametros, las caracteristicas operativas y de disefio que intervienen en el

proceso productivo del sistema (Escalada, 2010).

En lo que se refiere al modo de cultivo semicontinuo, Cravo (2012) evalud el
crecimiento en un proceso biotecnoldgico de cultivo para produccion a escala de
laboratorio de cepas de la especie Lactobacillus casei, permitiendo afirmar que este

tipo de proceso es el mas apropiado, debido a que la alimentacion del cultivo se inicia
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cuando el sustrato limitante se ha agotado controlando de esta forma la velocidad de
crecimiento, regulando la velocidad de alimentacion (caudal); para ello se debe
alimentar el cultivo con medio fresco, a fin de que el sistema de cultivo tenga un
producto (biomasa) con maximo crecimiento (exponencial) y aumente la

productividad.

En relacion con esto Gltimo, se debe tener presente que los microorganismos,
aunque son los seres vivos mas abundantes de la tierra, y pueden vivir en condiciones
extremas de pH, temperatura, tensién de oxigeno, colonizando una amplia diversidad
de nichos ecoldgicos, no solo necesitan de un ambiente controlado que garantice y
maximice la produccién o crecimiento del cultivo, sino que requieren de aportes
nutricionales importantes para su desarrollo, entre los que se encuentran el carbono,
el oxigeno, nitrogeno, dioxido de carbono e hidrogeno. En el caso de los
lactobacilos, presentan particularidades para cada especie como aminoacidos,
péptidos, derivados de acidos nucleicos, vitaminas, sales, acidos grasos o ésteres de
acidos grasos y carbohidratos fermentables. Generalmente estos requerimientos
suelen suplirse con el medio de cultivo (Panesso, 2015); asimismo, necesitan de
micronutrientes como el manganeso, el cual funciona como cofactor y sirve de
estructura para varias enzimas, como es el caso de la enzima lactosa deshidrogenasa
(Madigan et al, 2004).

Ante la situacion planteada, los medios de cultivo o sustratos naturales,
sintéticos o semisintéticos representan la alternativa que permite suplir dichos
requerimientos (LOpez y Torres, 2006); en el caso de Lactobacillus casei, a nivel
industrial, se utiliza una solucion de nutrientes compleja, comercialmente
denominada caldo de MRS (Man Rogosa Sharpe), la que se considera un medio de
cultivo especifico para el crecimiento de lactobacilos, porque contiene macro y
microelementos, tales como extracto enzimaticamente digerido de carne y
concentraciones de sales como el citrato de amonio. Sin embargo, aunque contiene la

composicion apropiada para la produccion de los lactobacilos, el medio MRS no
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resulta rentable debido a su alto costo, y para ilustrar esta desventaja algunos autores
establecen una comparacion sencilla: 500 g del medio MRS tienen un valor
aproximado en el mercado de 108,46 USD, y la elaboracién de un litro de este medio
comercial es de 14,02 USD (Jurado, 2009; Jurado et al., 2014) y si se considera que
el costo de los nutrientes representa entre el 10 y 60 por ciento del costo total de
muchos productos obtenidos por fermentacion (OCT, 2006) y que la disponibilidad
del mismo en el mercado venezolano cada vez es mas estrecha por el tema de las
importaciones, se hace prioritario disminuir el costo de los medios de cultivo para

este microorganismo.

Es evidente entonces que existe un marcado interés en la busqueda de nuevos
sustratos o medios de cultivo para el desarrollo del microorganismo (Leon et al.,
2013), que puedan cumplir con la composicién nutricional, con la economia (Junco y
Rodriguez, 2001) y al mismo tiempo coloquen de manifiesto el criterio de eficiencia,
que se asocia a la capacidad para seleccionar y usar los insumos (sustratos) mas
efectivos y de menor desperdicio con el fin de llevar a cabo una tarea o lograr un
propdsito (produccion de Lactobacillus casei) (Mokate, 1999). En ese sentido, los
residuos organicos, los subproductos de la agroindustria, las sustancias de origen
animal y vegetal que resulten de facil adquisicién, proporcionen un buen desarrollo y
una elevada produccion, se vislumbran como la mejor eleccion (Arévalo et al., 2017).

Hecha la observacion anterior, la evaluacion de la eficiencia de sustratos no
convencionales como es el caso del Garcinia madruno, permite otorgarle un buen
aprovechamiento a un producto de origen vegetal, de facil acceso, que se distribuye
desde América Central (Costa Rica y Panama) hasta Suramérica, en Venezuela, Guyana,
Guyana Francesa, Suriname, Ecuador, Bolivia, Per(, Bolivia, Brasil, Colombia (Rivero y
Brunner, 2006; Medellin, 2015) y que se cosecha en Venezuela en la zona del alto
Apure, por lo que ha sido poco explotado a nivel industrial, es relativamente

econdémico y con excelentes condiciones nutricionales (aminoacidos, vitaminas,
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minerales, carbohidratos) (Chavez et al., 2012), apropiadas para el desarrollo de este

tipo de microorganismo.

En lo que se refiere a la composicion quimica del Garcinia madruno, algunos
autores como Tardio et al., (2002) y Ruiz (2014) afirman que este fruto se consume
principalmente al natural, tiene un sabor agridulce agradable, y en Colombia se ubica
en las zonas de Bogota, Medellin y Popayan. Asimismo, Castillo (2008) reflejo que el
porcentaje de grasa que se encuentra en la pulpa, indica la presencia de otras
sustancias de igual polaridad como pueden ser las vitaminas liposolubles (A, D, E,
K); ademas es rico en carbohidratos (Tabla 1) lo que favorece el crecimiento de los
Lactobacillus del genero casei.

Tabla 1. Caracteristicas fitoquimicas de la pulpa del Madrofio segln su procedencia.

Anadlisis Bogota Medellin Popayan
% m/m 1992 1990 2007
Ceniza 0,2 0,1 0
Grasa 0,1 0,1 0,6
Fibra 1 1 0
Carbohidratos 9,9 5,7 13,3
Agua 88,3 88,3 84,3
Proteina 0,5 0,5 15
Kcal/100g 38,3 38,3 65,8
Muestra
mg éacido
Ascorbico 10 10 3,12
/100g Muestra

No No 503
pH referenciado  referenciado ’

Fuente: Castillo, (2008).

En ese mismo sentido, la evaluacion de la eficiencia del Garcinia madruno
representa un aporte significativo a la calidad de vida del ser humano visto desde el
enfoque de la biotecnologia, ciencia multidisciplinaria que ha hecho posible que por

medio del cultivos de microorganismos, se generen sustancias benéficas para el
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organismo que puedan ser utilizadas para obtener alimentos mas saludables, mejores
medicamentos, materiales mas resistentes 0 menos contaminantes, cultivos mas
productivos, fuentes de energia renovables e incluso sistemas para eliminar la
contaminacion; siempre y cuando se utilicen técnicas para su desarrollo que le
brinden las condiciones adecuadas para el ptimo crecimiento de microorganismos

(Cravo et al., 2015). La Figura 1 muestra un esquema de como se efectta el abordaje

del problema.
o N El biorreactor
/ \\\ BIORREACTOR proporciona un
ambiente

controlado para
el desarrollo del
Lactobacillus

[/
1
1
1
1
1
1
1
1
1
I Elementos que
I serviran de insumo Lactobacillus
1 Microorganismo que
'. representa el objeto de estudio
1 sobre el cual incide el sustrato
1
1
1
\
\
\

no convencional

para el desarrollo
del estudio.

La eficiencia del Garcinia
madruno serd el producto
final de la investigacion y
con la cual se pretende
\ ) llenar un vacio de
conocimiento.

-
\-h-_- /

Figura 1. Representacion Esquematica: Abordaje del Problema
Fuente: Autor, 2020

En este sentido se plantean las siguientes preguntas de investigacion:
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¢Es posible evaluar la eficiencia del Garcinia madruno como contribucion en

la produccion efectiva de biomasa de lactobacillus casei?

¢Es posible caracterizar fisica, quimica y microbioldégicamente el sustrato

Garcinia madruno?

¢Es posible disefiar el arreglo de tratamientos dptimos de hipercubo latino

escalable para el proceso de produccién de Lactobacillus casei?

¢Es posible optimizar via simulacion las condiciones operativas del proceso

de produccion del Lactobacillus casei empleando como sustrato Garcinia madruno?

OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la eficiencia del Garcinia madruno como contribucion en la

produccion efectiva de biomasa de Lactobacillus casei.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar fisica, quimica y microbioldégicamente el sustrato Garcinia

madruno.

e Disefiar el arreglo de tratamientos 6ptimos de hipercubo latino escalable para

el proceso de produccion de Lactobacillus casei

e Optimizar via simulacion las condiciones operativas del proceso de
produccion del Lactobacillus casei empleando como sustrato Garcinia

madruno.
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e Determinar la eficiencia productiva empleando el método no paramétrico

DEA (Data envelopment analysis).

DEFINICION DE VARIABLES

Dentro del marco de la investigacion es imprescindible definir los términos o
variables que se estan estudiando; resultando la operacionalizacién la herramienta
mas apropiada, debido a que se emplea para designar al proceso mediante el cual se
transforma la variable de conceptos abstractos a términos concretos, observables y
medibles, es decir, dimensiones e indicadores (Arias, 2012). Al respecto, se debe
clarificar lo que son definiciones conceptuales representadas por las teorias

(literaturas cientificas) y operacionales descritas por las actividades que un

observador debe registrar para poder medir la variable (Tabla 2).

Tabla 2. Definicion conceptual y operacional de las variables

OPERACIONAL

TIPO DE -
VARIABLE CONCEPTUAL L . :
VARIABLE Definicion Unidad Técnicas e
Instrumentos
Cantidad de azlcar
Es la cantidad de (formada por
: disacarido o azlcar glucosa + Observacion
Cantidad de Independiente (formado  por la galactosa) g/l directa y guia de
lactosa glucosa y la galactosa) expresada en peso observacion
que dispone la leche. por unidad de
volumen.
Es una escala
Es una magnitud fisica relat!va para  la i
- - medida del calor o Observacion
que refleja la cantidad PR . P
Temperatura . energia térmica de o directa y guia de
R Independiente  de calor, ya sea de un . C -
del cultivo cuerno. de un obieto o las particulas del observacion,
del aﬁnbiente ! cultivo que se termocupla
desarrolla en el
biorreactor
Cantidad del material ~ Cantidad expresada
Concentracién _ de soporte del cultivo  en peso por unidad _Observacién
Independiente que se encuentraenel de volumen del g/l directa y guia de
de sustrato biorreactor en un material de soporte observacion
momento dado del cultivo.
Es la cantidad de aire : -
comprimido, medido Esel ﬂujo de aire 0 L
Aireacion . como volumen, burbujeo, Obsarvacion
. Independiente suministrado por el expresado en cfm directa y guia de
(flujo) OMDIeSOr orpunidad unidad de volumen observacién
P P por tiempo

de tiempo.

Fuente: Autor, 2020
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Tabla 2. (Continuacion) Definicion conceptual y operacional de las variables

OPERACIONAL

VARIABLE TIPO DE CONCEPTUAL
VARIABLE Técnicas e
Definicion Unidad
Instrumentos
Es una medida de
la velocidad de
. Es la variacion de la  rotacion de un Ob ion direct
Velocidad de Independient posicién angular o  dispositivo agitador servampnd recta
Agitacion NAEPENCIENe  recuento de impulsos  con aspas para el rpm ogsgelrj\llgcign
en funcién del tiempo  mezclado de
particulas que estan
en el biorreactor
Concentracion de Es la medida de la
iones hidrogeno  concentracion  de Observacion directa
. . [H30+] presentes en iones de hidrégeno + y guia de
pH del cultivo Dependiente determinadas dentro del (] observacion,
sustancias biorreactor electrodos de pH
Periodo determinado  Periodo medido en
Tiempo de durante el que se horas en que el Observacion directa
. Dependiente realiza una acciéon o  microorganismo y guia de
fermentacion se desarrolla  un alcanzé su maximo observacion
acontecimiento. crecimiento.
Cantidad de Cantidad de
microorga_nismos ) materia viva, Observacion directa
Concentracién (Lactobacillus casei) expresada en peso y guia de
. Dependiente que viven en un lugar o unidades Ufc b -
de Biomasa determinado formadoras de (: gerv;cmln,
(biorreactor) colonia (Ufc) por contador de placas.
unidad de volumen
Cantidad de etanol Cantidad de etanol o
Concentracién - que se encuentraen el  expresada en peso Observampn directa
Dependiente - ; g/l y guia de
de etanol biorreactor en un por unidad de observacion
momento dado volumen
Es una escala
Es una magnitud relativa para la
Sélid fisica que refleja la medida del calor o Observacion directa
olidos . cantidad de calor, ya energia térmica de 0 oy y guia de
Totales Dependiente sea de un cuerpo, de las particulas del Brix observacion,
un objeto o del cultivo que se termocupla

ambiente

desarrolla en el
biorreactor

Fuente: Autor, 2020

JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

La presente investigacion se encuentra enmarcada segun el Plan de la Patria

2013-2019 para Venezuela, en las politicas y programas del Sector Salud N° 10, que

buscan aumentar la produccion de medicamentos, vacunas e insumos médicos del
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Sistema Publico Nacional de Salud y la formacion de trabajadores para la satisfaccion
de su demanda. Asimismo se ubica en el programa de recursos cientificos, técnicos e

insumos para la Salud.

Hecha la observacion anterior y considerando la grave crisis que ha venido
enfrentando el sector salud en Venezuela, sobre todo en el tema relacionado con la
produccion de medicamentos, que se asocia directamente a la carencia de materia
prima que presentan los laboratorios al momento de elaborar los farmacos, donde los
reconstituyentes de la flora bacteriana no escapan de esa realidad, a tal grado que
durante los meses de marzo a mayo del 2018 el indice escasez para los medicamentos
indicados en caso de evacuaciones liquidas se ubico en el 85 por ciento (CONVITE,
2018), lo que lo convierte en un factor que afecta claramente la calidad de vida del ser

humano.

En relacion con esto Gltimo, es evidente que existe una imperiosa necesidad
de producir medicamentos que contrarresten patologias tan importantes como las
evacuaciones liquidas y trastornos gastrointestinales, en ese mismo sentido el
microorganismo Lactobacillus casei representa una alternativa, debido a que ha sido
ampliamente demostrada su accién probi6tica y su eficacia en el aligeramiento de
enfermedades bacterianas patogenas gastrointestinales (Marin et al., 2016).

En este proposito, en la actualidad se han aumentado los esfuerzos de
investigacion en la produccion de compuestos de uso comun, enfocados en disminuir
costos a partir de nuevos sustratos, nuevas técnicas y tecnologias que permitan tener
altas productividades y rendimientos (Panesso et al., 2015), evidencidndose entonces
que la evaluacion de la eficiencia de sustratos no convencionales como es el caso del
Garcinia madruno, rico en macro y micro nutrientes (Chavez et al., 2012), representa
una opcién para generar productos de interés biotecnoldgico capaces de conservar la
actividad bioldgica del Lactobacillus casei, microorganismo estimulador del sistema
inmune (Matsuzaki, 1998).
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En los marcos de las observaciones anteriores la investigacion refleja su

importancia en el aporte a los siguientes escenarios:

Aporte al conocimiento Universal

Con los resultados de la investigacion se realiza un aporte al conocimiento
universal al evaluar con base cientifica la eficiencia de un fruto poco conocido
como el Garcinia madruno, en la produccion de microorganismos probioticos

del tipo Lactobacillus casei.

Aporte a la sociedad y productividad

Mejora la calidad de vida del ser humano al presentar una alternativa para la
produccion de Lactobacillus casei a partir de Garcinia madruno, que permita
reducir los costos con la finalidad de que pueda llegar a todas las familias, en
especial las mas desprotegidas economicamente y asi combatir las

enfermedades como la evacuacion liquida y la intolerancia a la lactosa.

Aporte a la salud

Permite el fortalecimiento contra enfermedades gastrointestinales
manteniendo un equilibrio de la flora bacteriana en el intestino delgado y a su
vez del sistema inmunoldgico del ser humano, previniendo la evacuacion

liquida con una flora intestinal estable y bien equilibrada.

Aporte metodologico

Disefio de una nueva propuesta para el aprovechamiento de un fruto que
contiene gran cantidad de nutrientes que garantizan un medio de cultivo

apropiado para el desarrollo del Lactobacillus casei.
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ALCANCES

En esta investigacion se evalud la eficiencia del Garcinia madruno como
sustrato en la produccion efectiva de biomasa a escala de laboratorio de cepas del
género Lactobacillus casei. El tipo de equipo que se utilizd para llevar a cabo el
proceso es un biorreactor para producir en forma semicontinua (“fed-batch”). El
biorreactor semicontinuo se selecciond debido a que el mismo permite controlar la
velocidad de crecimiento, regulando la velocidad de alimentacion (caudal),
satisfaciendo ademas, la necesidad de alimentar el cultivo con medio fresco de forma

sencilla.

La investigacion centrd su atencion en la evaluacion de la eficiencia de un
sustrato no convencional como es el caso del Garcinia madruno, fruto de sabor
agridulce agradable, poco explotado a nivel nacional pero rico en nutrientes (Chavez
et al., 2012), que favorece la produccion de biomasa de Lactobacillus casei,
microorganismo perteneciente al grupo probiotico, que se caracteriza por ejercer una
accion protectora contra la adherencia, la colonizacion, la reproduccion y la accion
patdgena de agentes enteropatdgenos especificos, mediante distintos mecanismo de
accion (Amores et al., 2004). Es evidente entonces que la produccién de este
microorganismo contribuye en la salud manteniendo los sistemas de defensa del
intestino suficientemente activos en sus tres grandes lineas: flora intestinal, mucosa
intestinal - epitelio, y el sistema inmunitario, para que proporcionen una respuesta
eficaz a cualquier agresion externa, de tal forma de mejorar la salud intestinal y

estimular el sistema inmunoldgico (Salminen et al., 1998; Torres, 1999).

Hechas las observaciones anteriores y considerando los beneficios que este
tipo de microorganismo le provee a la industria alimenticia y farmacéutica, resulta de
gran interés emplear medios de cultivos diferentes a los convencionales (peptona,
extracto de carne y extracto de levadura, entre otros) a fin de abaratar los costos de

produccion sin que se vean afectados los requerimientos nutricionales del
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Lactobacillus casei, que son esenciales para garantizar el crecimiento celular como lo
son carbohidratos (fuentes de carbono y energia), amino&cidos, vitaminas y

nucleotidos (Bergey y Holt, 1994).

Asimismo, la validacion de los resultados de la investigacion propuesta se
realiz6 a través de la simulacion del proceso seleccionado, utilizando herramientas
computacionales como Analisis Frontier Banxia para la eficiencia y SAS JMP 8

(2014) para el analisis del experimento.
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MARCO TEORICO

Este apartado de la investigacion contempla los aspectos tedricos que
ayudan a precisar y organizar los elementos contenidos en la descripcion del
problema (Tamayo, 2004), de tal forma que puedan ser manejados y convertidos
en acciones completas, a fin de evaluar la eficiencia del Garcinia madruno como

contribucion en la produccion efectiva de biomasa de Lactobacillus casei.
ANTECEDENTES

Los antecedentes se refieren a los estudios previos relacionados con el
problema planteado, investigaciones realizadas anteriormente y que guardan
alguna vinculacion con el problema en estudio (Guffante et al., 2016). Los
mismos reflejan los avances y el estado actual del conocimiento en un &rea
determinada y sirven de modelo o ejemplo para futuras investigaciones, son una
guia para el investigador y le permiten hacer comparaciones y tener ideas sobre
como se traté el problema en esa oportunidad. Hechas las consideraciones
anteriores algunos trabajos recientes de investigacion relacionados con el tema de

estudio se citan a continuacion:

Mustafa et al., (2019). Effects of Agitation Speed and Kinetic Studies on
Probiotication of Pomegranate Juice with Lactobacillus casei. En esta
investigacion el jugo de granada se fermentd con Lactobacillus casei a diferentes
velocidades de agitacion que varian desde 0 (microaerofilica) a 150 rpm a 37 °C.
Las propiedades funcionales del jugo de granada probioticada fueron evaluadas en
términos de crecimiento (biomasa), produccion de é&cido lactico, actividad
antioxidante, contenido fendlico total y metabolitos clave usando LC-MS / MS.
Se monitorizé la cinética de crecimiento de la fermentacion en la condicion
Optima usando un método de factor a tiempo. Se observé alto crecimiento celular
(3,58 10" ufc / ml o 7,9 gL™") para el jugo de granada probioticada de
Lactobacillus casei agitado a cero rpm. Los resultados de este estudio revelan el

potencial del jugo de granada como medio para el cultivo de Lactobacillus casei

Eficiencia del Garcinia madruno como sustrato en la produccién efectiva ke
de biomasa de Lactobacillus casei



Capitulo Il

sin suplementacion de nutrientes. La mejora de la actividad antioxidante en el
jugo probidtico podria ser debido al incremento de quercetina-3-glucésido. Por lo
tanto, Lactobacillus casei crecié bien en jugo de granada con una alta viabilidad
celular y actividad antioxidante en una condicion no agitada. El jugo de granada
es una bebida potencialmente funcional. Del enfoque presentado por estos autores,
se toma en consideracion los rangos de operacion para la velocidad de agitacion,
debido a que este es un parametro que permite garantizar una mezcla homogeénea

facilitando al microorganismo el acceso a los nutrientes.

Carrillo et al., (2019). Colombia. Chemometric classification of Garcinia
madruno raw material: impact of the regional origin and ripeness stage of a
neotropical exotic species. El objetivo de este estudio fue evaluar la expresion y la
variabilidad de los marcadores quimicos de Garcinia madruno de acuerdo con la
parte de la planta utilizada, el origen y la etapa de madurez, mediante la aplicacion
de herramientas quimiométricas. Se valoraron un total de 167 muestras y se
cuantificaron 27 compuestos por muestra. La expresion de amentoflavona,
biflavonoides de tipo morelloflavona y benzofenonas poliisopreniladas (PIB)
promovié la diferenciacion intergrupal, mientras que la expresion de
biflavonoides de tipo GB-2a promovié la generacion de grupos intragrupo. El
epicarpio fue la principal fuente de biflavonoides y la fuente secundaria de PIB,
con valores de hasta el 25 por ciento en algunos individuos. El origen de la fruta
impact6 significativamente la expresion de metabolitos, mientras que la etapa de
madurez no. Los resultados indican que el epicarpio es una buena fuente de
compuestos funcionales y, con un desarrollo agronémico apropiado, podria
mejorarse alin mas. Se toma en cuenta esta investigacion, porque permite obtener
informacién de interés relacionada con la caracterizacién quimica del Garcinia

madruno.

Resvani et al., (2017). Iran. Growth kinetic models of five species of Lactobacilli
and lactose consumption in batch submerged culture. Se investigaron los
comportamientos cinéticos de cinco cepas de Lactobacillus con modelos Contois

y exponenciales. El conocimiento del comportamiento cinético de los
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microorganismos es esencial para el disefio y la ampliacion de sus procesos
industriales. Lactobacillus bulgaricus se introdujo como la cepa mas eficiente con
el mayor rendimiento de biomasa y &cido lactico de 0,119 y 0,602 gg ™' de lactosa
consumida, respectivamente. El rendimiento de biomasa y carbohidratos de
Lactobacillus fermentum y Lactobacillus lactis fue ligeramente menor y cercano a
Lactobacillus bulgaricus. Lactobacillus casei y Lactobacillus delbrueckii tuvieron
el menor rendimiento de biomasa, casi 11,8 y 22,7 por ciento menos que
Lactobacillus bulgaricus, respectivamente. Lactobacillus bulgaricus (R? = 0,9500
y 0,9156) y Lactobacillus casei (R> = 0,9552 y 0,8401) mostraron una
consistencia aceptable con ambos modelos. La investigacion reveld que el modelo
Contois es mejor que el exponencial para describir el crecimiento celular y el
comportamiento de consumo de lactosa de las cepas de Lactobacillus. Las ideas
expuestas por los autores han sido tomadas en consideracion, debido a que
proponen opciones para establecer el modelo de crecimiento del Lactobacillus

casei.

Jaime (2016). Espafia. Formulaciones en el andlisis envolvente de datos (DEA).
Esta investigacion permitio la medicion de la eficiencia a través del analisis
envolvente de datos (DEA) y en particular se centr6 en el modelo DEA-CCR. En
este propdsito contempléd la implementacion del software libre R para la
resolucion del modelo DEA-CCR en todas sus variantes. El conocimiento
aportado por esta investigacion se toma en cuenta para el estudio, porque se

exponen los fundamentos tedricos de la metodologia basada en DEA.

Veldsquez et al., (2015). Colombia. Crecimiento de Lactobacillus casei ssp casei
atcc 393 en suero clarificado. En este trabajo se evalud el efecto del pH y la
temperatura sobre el crecimiento de Lactobacillus casei ssp casei ATCC 393,
cultivado en suero de leche clarificado en fermentacion por lotes. Se observo el
efecto de los factores sobre la velocidad especifica de crecimiento y la produccion
de biomasa, utilizando para cada parametro evaluado la metodologia de superficie
de respuesta, empleando un disefio central compuesto rotable. Los resultados

obtenidos del modelo para maximizar la velocidad de crecimiento especifica a
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0,061 h™* el proceso debe ser realizado a pH cercano de 7,1 y temperatura de 36,9
°C, y para maximizar la produccion de biomasa a 11,58 g/L debe realizarse a pH
de 7,0 y temperatura de 35,7 °C, estos resultados ratifican el efecto del pH y la
temperatura sobre el crecimiento de Lactobacillus casei. Los aportes realizados
por los autores han sido tomados en consideracion, debido a que muestran los
valores de pH y temperatura en el que el microorganismo ha demostrado gran
capacidad para adaptarse y maximizar la produccion de biomasa.

Cravo (2013), Venezuela. Esta investigacion centra su atencion en el disefio de un
plan de calidad para la produccién de biomasa de Lactobacillus casei usando
como sustrato Garcinia madruno, con la finalidad de sistematizar de forma
sencilla los procedimientos que garantizan la minimizacion de las no
conformidades. Para ello se utilizaron materiales biologicos, vegetales, reactivos y
aditivos acondicionados de acuerdo con las concentraciones de glucosa y con una
temperatura controlada de 33 °C, pH de 4,5 por un periodo de 24 horas, para luego
incubarse a 37 °C. El plan de calidad desarrollado permitio ofrecer una biomasa
de Lactobacillus casei de excelente calidad (obtencion cepas puras) que satisface
las expectativas de los clientes aplicando en todas las acciones la filosofia de
mejora continua y acentuando la importancia del microorganismo en las industrias
farmacéuticas y de alimentos, debido a que al ser ingeridos, en cantidades
suficientes, pueden ejercer una actividad fisiologica especifica, beneficiando a la
salud del individuo. Esta investigacion ha sido considerada para el estudio, debido
a que las ideas expuestas permiten precisar de forma clara y sencilla informacion

de interés durante el proceso de produccién del microorganismo.

Cravo (2012). Venezuela. Estrategias para el disefio de un control adaptativo en
produccién de bacterias acido lacticas. Esta investigacion centrd su atencién en
primer lugar en el estudio de las caracteristicas que poseen los cultivos
semicontinuos a fin de identificar algunas de las variables que son prioridad para
el control, debido a que influyen directamente en el crecimiento del Lactobacillus
casei, aumentando o disminuyendo su productividad. Entre dichas variables se

encuentran la velocidad de crecimiento y la velocidad de alimentacion (caudal).
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Asimismo, en este caso el modelo estd formado por dos lazos: un lazo interno de
realimentacion ordinaria compuesta por la planta y el regulador y un lazo externo
que ajusta los parametros del regulador de tal forma que el error entre la salida de
la planta y la referencia sea pequefio, convirtiendo al lazo externo en un lazo
regulador. El conocimiento aportado en esta investigacion se utiliza, para
seleccionar las variables a ser consideradas en el modelado del proceso de
produccion del Lactobacillus casei a partir de Garcinia madruno.

Cravo y Crespo (2012). Venezuela. Evaluacion del crecimiento de Lactobacillus
casei en un cultivo semicontinuo, a traves de esta investigacion se comprobé que
el crecimiento del Lactobacillus casei en presencia del sustrato lactosuero produce
una mejor respuesta (1,18 x 10° Ufc/ml en 9 horas) que el sustrato agua de avena
(1 x 10° Ufc/ml en 7 horas), para la validacion se utilizé el Simulink de
MATLAB, a fin de simular el comportamiento del modelo de crecimiento para el
proceso de cultivo. Los conocimientos aportados por esta investigacion, se
emplean para establecer el modo de cultivo més eficiente en el proceso de

produccién del microorganismo.

Chavez et al., (2012). Bolivia. Estudio del fruto comestible de la especie vegetal
Garcinia madruno. En esta investigacion se realiz6 un estudio de frutos de la
especie vegetal Garcinia madruno, conocido en la parte amazonica del
departamento de La Paz con el nombre de Camururu y en otras regiones con el
nombre de Ocord. En lo que se refiere a la parte comestible del fruto, se realiz6 un
estudio bromatoldgico preliminar para la determinaciébn de macro y micro
nutrientes, también la degustacion del fruto y del producto elaborado
artesanalmente a partir de éste. Ademas se realizO un estudio fitoquimico
preliminar. De acuerdo a los resultados expuestos y segun las recomendaciones de
energia y de nutrientes para la poblacion boliviana que publicé el Ministerio de
salud y Deportes el afio 2007, se llego a la conclusion que esta especie, es un fruto
agradable rico en nutrientes que puede ser de mucha importancia para la dieta
humana. Una forma de consumir este fruto, seria ingiriendo la pulpa, en

preparaciones tipo refresco, que segun los resultados de la prueba hedonica tienen
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un grado de aceptabilidad alto (15). Se podria industrializar un concentrado de
jugo, conserva de la pulpa y refresco elaborados con pulpa de este fruto. El
procedimiento y resultados de esta investigacion proveen de informacion de

interés para la caracterizacion quimica del Garcinia madruno.

Lozano (2011). Chile. Estudio de la viabilidad de Lactobacillus casei shirota en
una gelatina de pitaya (Stenocereus griseus H.). En esta investigacion se probd la
viabilidad de una cepa probio6tica muy conocida, con efectos positivos en la salud
comprobados cientificamente, en una gelatina preparada con pitaya. La gelatina se
utilizé como un vehiculo para que los probioticos lleguen al consumidor en un
producto no lacteo. La pitaya aportd propiedades sensoriales a la gelatina, ademas,
por su composicion quimica es una excelente fuente de fibra y de compuestos
antioxidantes. En ese mismo sentido se logré aislar a Lactobacillus casei shirota a
partir de una alicuota de Yakult en agar MRS, se identificé al observar bacilos en
cadena gram-positivos catalasa (-). Ademas se realizd el conteo microbioldgico
observando que Lactobacillus casei shirota microorganismo probidtico es capaz
de sobrevivir sin descender su cuenta del intervalo aceptado para productos
probidticos. El conocimiento aportado en esta tesis se utiliza para mejorar la

metodologia empleada para el proceso de produccion del Lactobacillus casei.

Escobar et al., (2010). Colombia. Esta investigacion se enfoco en la evaluacion de
la produccién de Lactobacillus casei y acido lactico, adaptando como sustrato un
subproducto de la industria lactea (lactosuero) enriquecido con diferentes
cantidades de glucosa. Asimismo, estandarizaron las curvas de crecimiento
bacteriano en lactosuero con una produccién celular de 5,9 x 10'° Ufc/ml en 75 h,
y de &cido lactico de 70,39 y 76,24 g/L en 93 h, con cero por ciento y cinco por
ciento de glucosa respectivamente. lgualmente estandarizaron un proceso de
liofilizacién para conservar el Lactobacillus casei producido durante la
investigacion. Finalmente, se verificd la pureza de la cepa a través del kit API
50CH. Del enfoque presentado por estos autores, se toma en cuenta la forma de
acondicionamiento (enriquecimiento) de los sustratos a fin de mejorar la

eficiencia del proceso de produccion del microorganismo.
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BASES TEORICAS

Segln Arias (2012), las bases teoricas constituyen un conjunto de
conceptos y proposiciones desde un punto de vista o enfoque determinado,
dirigido a explicar el fenébmeno o problema planteado. En ese mismo sentido su
desarrollo se inicia con los conceptos basicos y la mencién de las teorias que
permitiran evaluar la eficiencia del Garcinia madruno como contribucion en la

produccion efectiva de biomasa de Lactobacillus casei.
MADRONO

El madrofio (Arbutus unedo L., fam. Ericacea) es una especie arborea que
cuenta con un bajo grado de esclerofilia (Gratani y Ghia, 2002). Crece en el norte
de Africa, Oriente Medio, y el oeste y sur de Europa; también se encuentra
ampliamente distribuido por la Peninsula Ibérica y las Islas Baleares. Retofia
vigorosamente después de las perturbaciones (como el corte o el fuego) y tiene
una baja tasa de crecimiento. Aunque normalmente se encuentra como especie
acompafante en los bosques mediterraneos, puede dar lugar a la formacion de
monte bajo dominado por esta especie despues de fuegos recurrentes (Arnan et
al., 2013).

El madrofio florece en otofio y tiene paniculas colgantes, con 40-50 flores
blancas cada una (Sealy y Webb, 1950), que son polinizadas por abejas
relativamente grandes (Herrera, 2004). Produce frutos rojos esféricos de 7 a 30
mm de diametro, que pueden contener mas de 40 semillas. Observaciones
preliminares en la zona de estudio sugieren que estos frutos tardan un afio en
madurar, y por ello, flores y frutos estan presentes al mismo tiempo en el arbol en
otofio e invierno. El madrofio presenta cierta variacion interanual en la produccién
de frutos (Herrera, 1998), aunque no muestra una clara veceria. También presenta
una elevada variacion interindividual en la produccion de frutos, entre 2,6 y 10 kg

de frutos al afio por individuo. Sus frutos son una fuente de alimento para
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animales, especialmente aves y mamiferos (Arianoutsou y Diamantopoulos,
1985; Quevedo et al., 2017).

.CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

El madrofio es un arbol de tradicién en la ciudad de Madrid y su especie
pertenece a la Familia Ericaceas, su nombre latino Arbutus unedo (Arbutus,
nombre romano del "madrofio”, unedo significa comer uno solo) (Lopez, 2001).
Este arbol dioico, es de tamafio mediano, que alcanza de los 30 a los 45 pies de
altura, tronco recto, corteza grisacea, copa simétrica. Hojas opuestas, de color
verde oscuro, elipticas a oblongas, de 2 a 8 pulgadas de largo y 1 a 3 de ancho,
que contienen un latex amarillo. Flores amarillentas, producidas en grupos de 1 a
15 en los nudos de las ramas. Fruta esférica, ovoide o elipsoide, de 2 a 3 pulgadas
de largo, con céscara gruesa, amarilla y cubierta de protuberancias; pulpa blanca,
aromatica, jugosa, de sabor agridulce, y que contiene de 1 a 3 semillas (Rivero y
Brunner, 2006).

Hechas las consideraciones anteriores entre las caracteristicas

morfologicas destacan:

e Habito de crecimiento: arbusto de follaje siempre-verde.

e Hojas: simples, alternas, lanceoladas, finamente aserradas en el borde, de
color verde algo brillante en la cara superior, verde palido en la inferior,

con corto peciolo.

e Flores: blanco amarillentas, con forma de recipiente de abertura estrecha,

dispuestas en panojas péndulas.

e Fruto: globoso, tuberculado, rojo (baya).

e Observaciones: florece en otofio (a partir de abril) al mismo tiempo que

maduran los frutos del afio anterior.
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Adicionalmente, el madrofio se distribuye por casi toda la Peninsula
Ibérica y Baleares, de preferencia en las provincias del litoral, en tierra baja y en
las montafias poco elevadas. También en la Espafia atlantica, suroeste de Francia,
en algunas localidades del oeste de Irlanda, norte de Africa (excepto Egipto y
Libia), Palestina y Macaronesia (region que comprende cinco archipiélagos del
Atlantico Norte: Azores, Canarias, Cabo Verde, Madeira e Islas Salvajes) (Ruiz,
2014; Tardio et al., 2002).

GARCINIA MADRUNO

Su nombre comdn proviene del inglés Madrono y lleva por nombre
cientifico Garcinia madruno de la familia Clusiaceae (Guttiferae), se propaga por
semilla. El crecimiento de los arbolitos es relativamente lento por los primeros dos
a tres afos, pero después crecen mas rapidamente. Es facil de cultivar, y se adapta
bien a diferentes suelos y condiciones ambientales. Se ha informado que tiene

tolerancia a suelos salinos. Fructifica de mayo a agosto.

En ese mismo sentido, los arboles son de 3-25 m de altura y 4-20 cm de
DAP; tronco cilindrico; corteza con lenticelas verticales; madera amarilla; latex
amarillo o anaranjado. Hojas elipticas de 7-25 x 3-10 c¢cm, haz brillante color
verde oscuro y envés verde claro, apice acuminado, base angostamente
redondeada a aguda, nervios laterales secundarios e intersecundarios dificilmente
diferenciables, 2-3 secundarios por cm y 4-5 intersecundarios por cm; nervio
submarginal inconspicuo o evidente (Fig. 14); canales de resina evidentes en el
envés; peciolos finos de 8-20 x 1,5-3 mm (Fig. 15). Inflorescencia masculina en
fasciculos axilares con varias flores. Flor estaminada con mas de 20 estambres
libres de 1,5-5 x 0,2-1 mm, mas anchos en la base, insertos debajo de un disco de
15-2 cm de didmetro; anteras amarillas de 0,2-0,5 mm de diametro.
Inflorescencia femenina axilar con dos flores por nudo; botones florales color
verde claro. Flor pistilada con ovario cubierto por un estigma achatado y
pedicelos de aprox. 2 cm de largo. Caliz con 2 sépalos redondeados hacia el apice,

de 2-3 mm de longitud, intercalados con los pétalos. Corola con 4 pétalos de 4-8
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x 3-4 mm, membranéceos, aromaticos, color verde claro a blanco. Fruto en drupa
0 baya ovoide a redonda, epidermis rugosa y dura, amarilla al madurar y marrén
al secar, de 2-4,5 cm de didmetro, pedicelo de 1-3 x 0,2 cm, a veces con céliz y
estambres persistentes (Figura 2). Semillas 1-3, ovoides, color marrén claro a
oscuro, de 1-3 cm de longitud, envueltas en una pulpa carnosa, blanca (Figura 3) y
dulce (Medellin, 2015).

El Garcinia madruno se encuentra en bosques primarios 0 riparios,
planicies inundables, sobre suelos arenosos 0 en bosques humedos tropicales con
precipitaciones medias anuales entre 1000 y 3000 mm. También se puede
encontrar en relictos de bosque, rastrojos bajos, bordes de camino y suelos
drenados. Se distribuye desde América Central (Costa Rica y Panamd) hasta
Suramérica en Venezuela, Guyana, Guyana Francesa, Suriname, Ecuador,
Bolivia, Per(, Bolivia, Brasil y Colombia. En Colombia tiene una amplia
distribucion y se encuentra entre los cero y 2200 m de altitud (Rivero y Brunner,
2006; Medellin, 2015).

Figura 2. Caracteres diagnosticos de Garcinia madruno. Hojas, peciolos,
flores y fruto.
Fuente: Zamora et al., 2004.
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Figura 3. Fruto en drupa con epicarpio rugoso.

Fuente: Medellin, 2015.

CARACTERISTICAS QUIMICAS DEL FRUTO EN BOLIVIA

Los frutos de la especie vegetal Garcinia madruno, se conocen en la parte
amazonica del departamento de La Paz con el nombre de camururu que significa
amarillo en el dialecto Tacana y en otras regiones con el nombre de Ocor6 que en
el dialecto Chiquitano significa &cido o agrio. Esta especie es un arbol silvestre de
10 a 15 metros de alto, propio de los bosques hiumedos, que crece en una altitud
que no sea superior a los 600 m; estd ampliamente distribuido desde el sur de
Meéxico hasta Bolivia (Vasquez y Coimbra, 2002). El fruto se consume
principalmente al natural, tiene un sabor agridulce agradable muy parecido al de
Garcinia brasiliensis, ademas de ser rico en nutrientes (Tabla 3). También se
utiliza en la elaboracion de jaleas y jugos.
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Tabla 3. Caracteristicas quimicas del Garcinia madruno de Bolivia en la
localidad de Ixiamas (A), carretera hacia Pando (B), Rio Undumo por la carretera
Ixiamas-Pando (C)

Caracteristica Localidad | Localidad | Localidad
A B C
pH — — 2,9
Acidez_(g de acido citrico _ 13.2
monohidratado /100 ml de jugo) E— — '
Vitamina A (ug/100 g)) 448 | —
Vitamina C (mg/100 g) 0 - 24,74
Valor energético (Kcal) 399,1 397,1 395,7
Agua (%) 75,7 82,1 85
Nitrégeno (%) 0,6 0,68 0,59
Proteina (%) 3,8 4,2 3,7
Lipidos (%) 0,97 0,34 0,1
Carbohidratos (%) 93,8 94,3 95
Ceniza (%) 1,39 1,18 1,25
Silice (%) <0,11 <0,11 <0,11
Ca (mg/100 g MS) 77,8 49,5 24,1
Mg (mg/100 g MS) 39,5 104,9 62,7
Na (mg/100 g MS) 8,6 1,9 2,1
K (mg/100 g MS) 511,9 4174 546,4
P (mg/100 g MS) 85,7 105,7 108,3
Fe (mg/100 g MS) 27,3 18,7 31,1
Zn (mg/100 g MS) 8,7 9,8 9
Cu (mg/100 g MS) 10,5 7,8 9,3
Mn (mg/100 g MS) 51 3,4 4

Fuente: Chavez et al., (2012).

ATRIBUTOS FARMACOLOGICOS

El mesocarpio del fruto maduro es acido y comestible. La infusion de la
corteza se emplea para combatir la fiebre. El arbol es ornamental. Algunas
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personas lo cultivan en las chagras y es comunmente cultivado en sabanas. Se usa
para conformar barreras contra el ruido y elementos contaminantes, controlar
vientos, en corredores viales, separadores amplios, parques y plazoletas. La
madera es moderadamente dura y pesada, de color amarillo, se emplea en la

construccioén y postes (Morales y Varon, 2006).

La fraccion biflavonoide encontrada en el fruto de Garcinia madruno
presenta actividad antioxidante. También se ha demostrado que los extractos de
esta especie exhiben una moderada actividad contra bacterias Gram-negativas
(Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa) y Gram-positivas (Staphylococcus

aureus y Enterococcus faecalis) (Lim, 2012).

ESPECIES RELACIONADAS

Esta relacionado con el mangostdn (Garcinia mangostana) y mas
cercanamente con las especies americanas de Garcinia, como G. macrophylla, G.
brasiliensis y G. magnifolia (a la que también se la Ilama madrofio). No se
conocen variedades del madrofio; sin embargo, existe variabilidad para
caracteristicas de interés, como el tamafio y la calidad de la fruta, y la
productividad de los arboles. Esta especie también se ha conocido como Rheedia
madruno, Rheedia acuminata y Calophyllum madruno. Anteriormente se
consideraba que el género Garcinia existia en el Viejo Mundo y Rheedia en el
Nuevo, pero hoy estd generalmente aceptado que no hay una distincion
taxondémica verdadera entre las especies de estos dos grupos, y todas se

consideran dentro del género Garcinia (Rivero y Brunner, 2006).

LACTOBACILLUS

Los microorganismos entre ellos las bacterias, han sido claves en el
enfrentamiento y solucion de problemas en la agricultura, alimentacion, salud, y
como nuevas fuentes de energia y conservacion del medio ambiente (Gonzélez et

al., 2002). Dentro de este grupo, se encuentran las “bacterias lacticas” que
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producen lactato por la fermentacion de azucares simples a un pH &cido y a un
tiempo definido, liberando productos que dan sabor a algunos alimentos.

Los Lactobacillus son organismos Gram positivos (+), inmdviles, no
esporulados, microaerofilos, mejorando su crecimiento en anaerobiosis 0 bajo
reducidas presiones de oxigeno y entre cinco y 10 por ciento de diéxido de
carbono. Su temperatura éptima de crecimiento se sitla entre 30 y 40 °C. Su
tolerancia al acido varia desde 0,3 por ciento hasta 1,9 por ciento de acidez
titulable (Gomes y Malcata, 1999). ElI pH 6ptimo para su crecimiento se ubica
entre 5,5 y 6,2, pudiendo desarrollarse a pH menores de 5,0 (Kandler y Weiss,
1986). Segun estos Gltimos autores, tal microorganismo presenta extremos
redondeados, con dimensiones generalmente entre 0,6 - 0,9 por 1,5 - 6 um y se
encuentran en forma individual o asociados en pares o en cadenas cortas. De
acuerdo a Shah (2001) produce una mezcla racémica de acido lactico L (+) y D (-
), precisando de una vez, que el género Lactobacillus esta distribuido en varios
nichos ecoldgicos a través del tracto gastrointestinal y genital y constituye una

fraccion importante de la microflora indigena del hombre.

Adicionalmente, las bacterias acido lacticas como es el caso de los
Lactobacillus se clasifican como anaerdbicas facultativas con un metabolismo
estrictamente fermentativo que comprende una serie de procesos, que interacttan
entre si, en una serie de reacciones complejas en ausencia de oxigeno, haciendo
parte importante de los ciclos biogeoquimicos del carbono, nitrégeno y azufre,
entre otros., ofreciendo &cido lactico como producto principal de la fermentacion
de azucares (Corrales et al., 2015). Estas bacterias obtienen su energia solo del
metabolismo de los azucares y compuestos relacionados fermentables, crecen
anaer6bicamente. En ese mismo sentido la capacidad biosintética de dichas
bacterias es limitada y sus complejos requerimientos nutritivos incluyen
aminoacidos, vitaminas, purinas y pirimidinas (Madigan et al., 2004). Ademas es
importante mencionar que tienen alta tolerancia de pH por debajo de 5 la cual le

da ventajas competitivas frente a otras bacterias (Ramirez et al., 2011).
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Las bacterias acido lacticas se pueden dividir en géneros principales como
se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Géneros de las bacterias acido lacticas

Géneros Especies
Acidophilus, casei,
fermentum, gasseri,

johnsonii, lactis,
paracasei, plantarum,
reuteri, rhamnosus,
salivarius, bulgaricus

Lactobacillus

Stretococcus .
Therrmophilus
Lactococcus . .
Cremoris, lactis
Enterococcus

Faecium

Bifidum, breve, lactis,
Bifidobacterium longum, imfantis,
adolescentes

Fuente: Macfarlane y Commings (1999)

LACTOBACILLUS CASEI

Lactobacillus casei forma bacilos cortos en cadenas cortas o largas, con
temperatura 6ptima de 30 °C; méaxima entre 37 — 40 °C, en algunos casos incluso
hasta 45 °C; minima aproximadamente 10 °C. Esta especie puede formar hasta un
15 % de acido en leche, pero debido al crecimiento bastante lento del
microorganismo, solo coagula leche después de tres a cinco dias. De los
disacéridos prefiere la lactosa. En ausencia de azucar puede utilizar los lactatos
como fuente de carbono. Lactobacillus casei contiene muchas endozimas, que
después de la muerte de la bacteria atacan la caseina y la pueden degradar en

combinaciones solubles (Yuki et al., 1999; Brink y Todorov, 2006).
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Asimismo el Lactobacillus casei es un microorganismo que habita en la
boca, vagina y en los intestinos, no afecta al organismo, genera &cido l4ctico lo
que colabora en la inhibicion del desarrollo de bacterias dafiinas y contribuyen en
la proliferacion de las benéficas. Al ser favorable la digestion, merma la
intolerancia a la lactosa, ayuda a que el intestino funcione adecuadamente y evita
las evacuaciones liquidas infecciosas, y enfermedades gastrointestinales, las
industrias alimenticias, industrias farmacéuticas y en especial las lacteas,
determinaron la utilidad rentable y lo incorporaron en sus alimentos funcionales
(Ramirez et al., 2011).

En general los Lactobacillus producen acido lactico de la fermentacion de
determinados azucares, lo que da como resultado el yogur a partir de la leche, se
ha comprobado que el Lactobacillus casei tiene efecto beneficioso sobre el
sistema defensivo del cuerpo pero no existen pruebas suficientes que determine su
eficacia en la proteccion ante determinada enfermedades como la gripe, los
resfriados, una larga lista de contribuciones ha documentado propiedades
funcionales probidticas de Lactobacillus casei: efecto antimicrobiano (Brink y
Todorov, 2006).

Lactobacillus casei es considerado como un microorganismo probiotico,
anaerobico facultativo del género Lactobacillus; son microorganismos de
metabolismo degradativo (catabdlico) generalmente unicelulares. Estos m.o son
autonomos y nutricionalmente independiente (autotrofo), sus células no utilizan la
glucolisis para respirar en cambio utiliza vias alternas, donde una molécula
organica durante el proceso metabélico (metabolismo) es utilizada como aceptor
de electrones, en un proceso bioquimico conocido como respiracién oxidativa,
esta molécula es reducida a producto organico en un proceso comunmente

denominado fermentacion (Gélvez et al., 2007).

Por su parte este microorganismo productor de &cido lactico se emplea en
la industria lactea en la elaboracion de alimentos probidticos (alimentos que

contienen microorganismos Vivos que ejercen importantes efectos fisioldgicos si
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se ingieren en cantidades adecuadas). En ese mismo sentido la mayoria de los
probidticos estudiados pertenecen a los géneros que conforman el grupo de las
bacterias lacticas (BAL), como Lactobacillus, Bifidobacterium, Lactococcus y
Streptococcus. A nivel general, el concepto de alimentos funcionales tiene su
origen en una mayor comprension de las bases moleculares de la relacion
existente entre alimentacion y salud y la posibilidad de contar con reguladores
bioldgicos, donde las bacterias lacticas juegan un papel protagbnico que
disminuyan el riesgo de contraer enfermedades. La demanda del mercado nacional
e internacional impulsé en los ultimos afios una nueva linea de alimentos
funcionales: los probidticos, éstos ademas de su valor nutritivo ayudan a mantener
el estado de salud general de organismo y a la vez pueden tener un efecto benéfico

adicional, terapéutico o preventivo.

En relacién con este ultimo la Food and Agriculture Administration (FAQO,
2002), define los probidticos como “microorganismos vivos que ejercen una
accion benéfica sobre la salud del huésped al ser administrados en cantidades
adecuadas”. Otra definicién posible es: “alimentos susceptibles de producir un
efecto benéfico sobre una o varias funciones especificas del organismo, mas alla
de los efectos nutricionales habituales, de mejorar el estado de salud y de

bienestar y/o de reducir el riesgo de una enfermedad”.

En ese mismo sentido para que un organismo sea considerado probidtico

debe cumplir los siguientes requisitos:

« Caracterizacion in vitro.

« Estabilidad fenotipica y genotipica, b) patrones de utilizacién de

carbohidratos y proteinas.

« Resistencia a la acidez gastrica.

« Resistencia a la bilis.
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« Adhesion al epitelio intestinal.

« Resistencia a lisozima (opcional).

« Capacidad de utilizar prebidticos (opcional).

« Ensayos in vivo e in vitro que demuestren el (los) efecto(s) probidtico(s)

adjudicado(s).

e Caracter GRAS (“Generally Regarded As Safe”: reconocido como seguro

para la salud).

« No presentar resistencia a antibioticos ni determinantes de patogenicidad.

En este mismo orden y direccién esta comprobado que las bacterias
probidticas, principalmente bifidobacterias y lactobacilos, ejercen efectos
benéficos en la salud mediante interacciones con el intestino y sus metabolitos.
Por eso, es fundamental la relacion existente entre la microflora intestinal y el
estado de salud de las personas (Ledn, 2012; Taranto et al., 2005). Una mala
alimentacion produce una elevada presencia de sustancias perjudiciales que, al ser
utilizadas por bacterias nocivas presentes en el intestino, afectan la salud del

receptor.

En el intestino, tanto los microorganismos beneficiosos como aquellos
potencialmente patdgenos pueden competir por los mismos nutrientes para crecer
y reproducirse. Por lo tanto, cuanto mayor es la poblacion de las bacterias
beneficiosas en el intestino, mayor sera la competencia con los microorganismos

patégenos.

Dentro de las bacterias lacticas, el mayor nimero de estudios y evidencias
documentadas sobre sus efectos beneficos para la salud humana corresponden a

Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium y principalmente Lactobacillus casei.
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Es evidente entonces que los probidticos ejercen acciones diversas sobre la
salud mediante diferentes mecanismos: acidificando el lumen intestinal,
segregando sustancias que inhiben el crecimiento de microorganismos patogenos,
consumiendo nutrientes especificos, interactuando o uniéndose competitivamente
a los receptores intestinales para mantener una microflora intestinal normal, o
evitando la accion de gérmenes patdgenos. También contribuyen segregando
enzimas y metabolitos especificos que confieren a estas bacterias benéficas otras
propiedades funcionales, como la capacidad de regular lipidos séricos, de proteger
la mucosa gastrica, de prevenir cuadros de vitaminosis B12 o de disminuir los

sintomas de intolerancia a la lactosa.

Asimismo, se ha propuesto el consumo de probidticos como la alternativa
mas eficaz para atacar los distintos problemas presentados (James et al., 2017)
cuando se administran antibidticos, para tratar enfermedades infecciosas
bacterianas, debido a que éstos al ser de amplio espectro eliminan a los patégenos
conjuntamente con la micro-flora intestinal benéfica; ademas de que los efectos de

los antibidticos son agresivos.

CICLO DE CRECIMIENTO DE CULTIVOS MICROBIANGQOS.

En un cultivo microbiano en medio liquido, se pueden diferenciar cuatro
fases en la evolucion de los pardmetros que miden el crecimiento microbiano
(Figura 4):

Fase
estacionaria

MA
celular

Fase
exponencial

Fase de
adaptacidn
(Lag)

Log numero de células viables —

Tiempo

Figura 4. Curva de Crecimiento Microbiano
Fuente: Dos Santos (2007)
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e Fase lag o de adaptacion: durante la que los microorganismos
adaptan su metabolismo a las nuevas condiciones ambientales (de

abundancia de nutrientes) para poder iniciar el crecimiento exponencial.

e Fase exponencial o logaritmica: en ella la velocidad de
crecimiento es maxima y el tiempo de generacion es minimo. Durante esta

fase los microbios consumen los nutrientes del medio a velocidad méaxima.

e Fase estacionaria: en ella no se incrementa el nimero de
microbios. Las células en fase estacionaria desarrollan un metabolismo
diferente al de la fase exponencial y durante ella se produce una
acumulacién y liberacion de metabolitos  secundarios.  Los
microorganismos entran en fase estacionaria bien porque se agota algln
nutriente esencial del medio, porque los productos de desecho que han
liberado durante la fase de crecimiento exponencial hacen que el medio
sea inhdspito para el crecimiento microbiano o por la presencia de

competidores u otras células que limiten su crecimiento.

e Fase de muerte: se produce una reduccion del namero de

microbios viables del cultivo.

SUSTRATO

Un sustrato es una sustancia, que colocada en un biorreactor a disposicion
de los microorganismos en forma pura o en mezcla, permite su crecimiento y
desarrollo, interviniendo en el complejo proceso de nutricion de los mismos. En
este propdésito cualquier actividad biol6gica sobre los sustratos origina la
degradacion del mismo, los microorganismos compiten por oxigeno, y nutrientes
disminuyendo las condiciones fisico-quimicas iniciales de partida (Canovas,
1993).
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En ese mismo sentido, los medios de cultivo utilizados para multiplicar la
biomasa microbiana, durante la elaboracion de inoculantes biologicos, deben
desarrollarse a partir de sustratos que sean preferiblemente economicos,
residuales, de amplia disposicion a fin de garantizar la conservacion de la
actividad bioldgica por la que el organismo fue seleccionado (Angulo et al.,
2012). De esta forma, resulta muy util el aprovechamiento de residuos agricolas o
agroindustriales, para la  produccion  biotecnoldégica de  productos
biotransformados, con alto valor agregado, tales como metabolitos y biomasa

microbiana (Dominguez et al., 2002; Pantoja et al., 2018).
BIORREACTOR

El biorreactor es un dispositivo o sistema empleado para hacer crecer
células o tejidos en operaciones controladas de cultivo. Estos se encuentran en
desarrollo para su uso en ingenieria de tejidos. En términos generales, un
biorreactor busca mantener ciertas condiciones ambientales propicias (pH,
temperatura, concentracién de oxigeno, entre otros) al organismo o sustancia
quimica que se cultiva (Hemson, 2006). El disefio de los biorreactores es una tarea
de ingenieria relativamente compleja y dificil, debido a que debe proveer a los
microorganismos o células las condiciones Optimas para que sean capaces de
realizar su funcion con gran eficiencia. Las condiciones ambientales de un
biorreactor tales como flujo de gases (nitrégeno, diéxido de carbono, entre otros),
temperatura, pH, oxigeno disuelto y velocidad de agitacion o circulacion, deben

ser cuidadosamente monitoreadas y controladas.

En este propdsito el biorreactor es sin duda, uno de los equipos
fundamentales de la microbiologia industrial es el recipiente donde se realiza el
cultivo, es un sistema que mantiene un ambiente biolégicamente activo
(Escalada, 2010), y su disefio debe ser tal que asegure un ambiente uniforme y
adecuado para los microorganismos (Koshkin y Shirkevich, 1975), es por ello que

entre sus objetivos figuran:
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e Mantener el material biolégico (microorganismos) distribuidas

uniformemente en todo el volumen del cultivo.

e Mantener la temperatura constante en el cultivo.

e Minimizar la sedimentacion y la floculacion.

e Permitir la difusion de gases nutrientes a la velocidad requerida por el

cultivo.

e Mantener el cultivo puro.

e Mantener el cultivo en un ambiente aséptico.

e Maximizar el rendimiento y la produccion.

Sobre la base de las consideraciones anteriores los biorreactores se clasifican
de diversas maneras, de acuerdo con el criterio que se utilice para ello: tipo y
forma del biocatalizador, configuracion del biorreactor, modos de operacion,
forma en la que se suministra la energia para la agitacion, entre otros. Con base en
las similitudes en el modelamiento matematico, los biorreactores pueden
agruparse de la siguiente forma: biorreactores de tanque agitado, biorreactores de
columna de burbujeo, biorreactores con biocatalizador inmovilizado y
biorreactores con separacion integrada de producto. Este criterio de clasificacion
tiene en cuenta, principalmente, la configuracion del biorreactor y la disposicion
del biocatalizador (Rangel et al., 2001).

CLASIFICACION DE LOS BIORREACTORES

Los biorreactores se clasifican de diversas maneras, en funcién a los
criterios de utilizacién, configuracion o caracteristicas propias (tipo, modos de

operacion, forma en la que se suministra la energia para la agitacion, entre otros)
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(Rangel et al., 2001), que lo definen como un recipiente o sistema que mantiene

un ambiente bioldgicamente activo, se derivan las siguientes clasificaciones:

Clasificacion operativa: tanto biorreactores como fermentadores se
clasifican en primer lugar de acuerdo al modo de operacidn: discontinuo,
semicontinuo, continuo. Esta es una clasificacion operativa y se aplica a
cualquier reactor, sea quimico o bioldgico (biorreactor). En los reactores
bioldgicos el modo de operacion define el sistema de cultivo que es el
mismo y delimita la clasificacion procesal-productiva del bioproceso
(cultivo). Al operar un biorreactor en una determinada categoria
(discontinua,  semicontinua, continua), automaticamente  queda
determinado el modo de cultivo del sistema y se definen los parametros y
las caracteristicas operativas y de disefio que intervienen en el proceso

productivo del sistema.

Clasificacion bioldgica: los sistemas bioldgicos deben interaccionar con
el ambiente externo para poder crecer y desarrollarse; es por eso que los
biorreactores se clasifican biolégicamente de acuerdo al metabolismo
procesal del sistema de cultivo: anaerobico, facultativo, aerébico.

Los bioprocesos de cultivo y las fermentaciones estan basados en el
metabolismo celular del cultivo. EI metabolismo define los parametros y
caracteristicas operativas - biologicas de disefio y de operacion del
biorreactor.

Estas caracteristicas son las que intervienen en la parte biologica del
sistema y tienen que ver con el crecimiento, productividad y rendimiento
del cultivo; por lo que, definen la clasificacion bioldgica- procesal del

sistema de cultivo.

Clasificacion bioldgica — operativa: ambas clasificaciones; la bioldgica y
la operativa, son procesalmente interdependientes y en su conjunto afectan
el disefio final del biorreactor. Al unir ambas clasificaciones, se mezclan

también la funcion operativa y la bioldgica para establecer entre ellas un
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proposito de utilizacion, el modo de cultivo y el bioproceso, es decir su
intencion es el destino de cultivo del biorreactor; en pocas palabras para
qué tipo de cultivo va a ser utilizado el biorreactor; el modo de cultivo es

sinénimo de sistema de cultivo y el bioproceso es en si todo el proceso.

FACTORES AMBIENTALES QUE AFECTAN EL CRECIMIENTO
MICROBIANO

El crecimiento microbiano puede estar influido por una variedad de
factores, tanto fisicos como nutricionales. Los factores fisicos incluyen: la
concentracion de iones hidrogeno (pH), la temperatura, la concentracion de
oxigeno, la humedad, la presién hidrostatica, la presion osmética y la radiacion.
Los factores nutricionales comprenden: la disponibilidad de carbono, nitrégeno,
azufre, fésforo y otros minerales, y en algunos casos vitaminas (Junco y
Rodriguez, 2001).

En referencia a la clasificacion anterior los factores fisicos estan

compuestos por:

e Temperatura Optima: la temperatura es un factor ambiental que influye
en el crecimiento del cultivo microbiano y celular, poniendo en juego la
propia supervivencia de la célula o microorganismo, este factor afecta a las
células microbianas cultivadas de dos formas: conforme aumenta la
temperatura aumenta también la velocidad de las reacciones enzimaticas
induciendo un rapido crecimiento, por encima de un méaximo de
temperatura se produce la desnaturalizacion de las proteinas celulares y la
descomposicion de los componentes celulares esenciales para mantener la

vida, causando la muerte de las células o microorganismos en cultivo.

e pH Optimo: Todo organismo vivo (microorganismo) posee un rango de
pH dentro del cual es posible su crecimiento con normalidad; dentro de ese

rango existe un pH 6ptimo en el cual el crecimiento es maximo y muy bien
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definido. Al crecer el microorganismo en ambientes naturales, su rango de
pH se acerca a los valores de hébitat en que se desarrolla, el rango normal
de acidez en que pueden sobrevivir la mayoria de los microorganismos

estd comprendido entre pH 2,0 y 10,0.

La mayoria de los habitats tienen valores de pH de 5,9 por lo que los
microorganismos que Se encuentran en estos ambientes tienen un pH
Optimo equivalente a 5,9. Algunos rangos de pH &ptimos son: para
levadura entre 3,5 y 5,5; para bacterias entre 6,0 y 7,5; para mohos segun
la cepa se extiende entre 3 y 7; para células en cultivo entre 6,0 y 7,5. La
forma exacta de la curva de acidez es muy variada y depende del

metabolismo propio de cada microorganismo o célula.

e Nivel de Oxigeno: la presencia de oxigeno en el ambiente interno del
biorreactor ocasiona que los productos de desechos del catabolismo
celular de los microorganismos facultativos sean oxidados por lo que las
espumas se tornan densas y jabonosas ocasionando serios problemas

funcionales y contaminando el cultivo.

e Sistema de Agitacion: el sistema de agitacion tiene la funcion de generar
la potencia adecuada para producir una mezcla homogénea dentro del
recipiente, que maximice la difusién de gases en el liquido, minimice la
produccion de esfuerzos cortantes y la presion hidrodinamica local y
global, para promover el acceso de nutrientes a los microorganismo,

optimizar los fendmenos de transferencia de calor y masa.

MEDIO DE CULTIVO

El material alimenticio en el que crecen los microorganismos es el medio
de cultivo y el crecimiento de los microorganismos es el cultivo. Se han preparado
mas de 10.000 medios de cultivo diferentes. Para que los microorganismos

crezcan adecuadamente en un medio de cultivo artificial debe reunir una serie de
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condiciones como son: temperatura, grado de humedad y presion de oxigeno
adecuado, asi como un grado correcto de acidez o alcalinidad. Un medio de
cultivo debe contener los nutrientes y factores de crecimiento necesarios, ademas
tiene que estar exento de todo microorganismo contaminante (Casado et al.,
2012). Hecha la observacion anterior se distinguen algunos tipos basicos de

medios de cultivo atendiendo a:

a) Su estado fisico: liquidos, semisélidos, sélidos.

b) Su utilidad practica: Nutritivos, de enriquecimiento, selectivos y

diferenciales.

c) Usos generales: no selectivos, para cultivo de una amplia variedad de
organismos dificiles de hacer crecer. A menudo estdn enriquecidos con
materiales como: sangre, suero, Hemoglobina, glutamina, u otros factores
accesorios para el crecimiento de las bacterias (Agar Sangre, Schaeadler,

etc.).

COMPONENTES DE UN MEDIO DE CULTIVO

Los medios de cultivo son una mezcla de nutrientes que, en concentraciones
adecuadas y en condiciones fisicas Optimas, permiten el crecimiento de los
microorganismos (Lépez y Torres, 2006). En ese sentido de una forma muy

general, los medios de cultivo se componen de (Tortora et al., 2007):

e Una fuente de carbono. Normalmente son azlcares sencillos como, por
ejemplo, glucosa, lactosa, etc., pero existen también algunos organismos

que usan CO; (en este caso serian autotrofos, al igual que las plantas).

e Una fuente de nitrégeno. Se suelen usar proteinas parcialmente

hidrolizadas, peptonas.

e Otros componentes, como Na+, K+, vitaminas, entre otros.
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e Amortiguadores de pH (soluciones tampén o buffer). Son sustancias que
ayudan a mantener el pH del medio de cultivo dentro de un rango
adecuado para el crecimiento de los microorganismos. Por ejemplo,
suelen usarse como tampones los fosfatos disddicos (Na,HPO,) o
monosddicos (NaH,PO,). Existen preparados comerciales (infusiones o
extractos) obtenidos a partir de tejidos animales como cerebro, corazon o
higado. Y a veces se usan también fluidos corporales como la sangre
animal. Todos estos productos contienen los componentes bésicos

necesarios para el crecimiento de microorganismos.

Es importante tener en cuenta que hay ciertos tipos de microorganismos con
requerimientos especiales para su desarrollo, que se afadiran al medio en caso
necesario. Un componente importante que permite elaborar medios de cultivo
solidos es el agar, un polisacarido procedente de algas marinas que tiene la
particularidad de fundirse en torno a 100 °C y gelificar alrededor de 40 °C. Si se
tiene en cuenta que los microorganismos cultivados en clinica crecen en torno a
37 °C, es necesario que el agente gelificante se mantenga sélido a esa temperatura.
Otra ventaja que ha hecho del agar el gelificante méas adecuado en el cultivo de
microorganismos es el escaso nimero de organismos que tienen capacidad para
degradarlo (Barrero, 2016).

M.R.S. AGAR.

Es un medio de cultivo solido selectivo, utilizado para el aislamiento y
recuento de bacterias &cido lacticas, especialmente del género Lactobacillus. Este
agar fue creado en 1960 por Man, Rogosa y Sharpe, llevando el medio el mismo
nombre. Estd compuesto por proteosa peptona, extracto de carne, extracto de
levadura, glucosa, monoleato de sorbitan, fosfato dipotasico, acetato de sodio,

citrato de amonio, sulfato de magnesio, sulfato de manganeso y agar.

Asimismo las placas de agar M.R.S. pueden ser sembradas en superficie
(agotamiento o con espatula de Drigalski), también puede ser sembrada por
profundidad. Las placas deben ser incubadas a 37 °C en microaerofilia (4 por
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ciento de O, y 5-10 porciento de CO,) durante 24 a 72 horas. En este sentido el
método de sembrado se elige de acuerdo a la finalidad que se persigue

(aislamiento o recuento) (Britania, s/f).

M.R.S. CALDO.

Es utilizado para el cultivo y enriquecimiento de Lactobacillus a partir de
muestras clinicas y alimentos especialmente lacteos, el medio de cultivo por su
composicion (Tabla 5) permite un abundante desarrollo de todas las especies de

Lactobacillus (Britania, s/f).

Tabla 5. Contenido y composicion del caldo M.R.S

CONTENIDO EN g/l
Digerido enzimético de tejido animal 10 ¢
Extracto de carne de res 109
Extracto de levadura 59
Dextrosa 209
Acetato de sodio 59
Polisorbato 80 1g
Fosfato de potasio 29
Citrato de amonio 29
Sulfato de magnesio 0.1g
Sulfato de manganeso 0.05¢g

Fuente: Britania, (s/f)

ANALISIS ENVOLVENTE DE DATOS (DEA)

El Analisis Envolvente de Datos (DEA) es una técnica no-paramétrica,
determinista, que recurre a la programacion matematica y surge a raiz de la tesis
doctoral de Rhodes (1978) y puede considerarse como una extension del trabajo

de Farrell (1957), que permite la construccion de una superficie envolvente,
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frontera eficiente o funcion de produccion empirica, a partir de los datos
disponibles del conjunto de unidades objeto de estudio, de forma que las unidades
que determinan la envolvente son denominadas unidades eficientes y aquellas que
no permanecen sobre la misma son consideradas unidades ineficientes. EI DEA
admite la evaluacion de la eficiencia relativa de cada una de las unidades (Rincon
etal., 2016).

En este proposito se trata de un método para la estimacion de fronteras de
produccién y evaluacién de la eficiencia de una muestra de unidades de
produccion (DMU’s o decision making units, en la terminologia habitual). En este
tipo de analisis se calcula la eficiencia relativa para cada DMU comparando sus
inputs y outputs respecto a todas las demas DMUs. Es un método de frontera, es
decir que se evalla la produccion respecto a las funciones de produccién, donde
por funcion de produccion se entiende el maximo nivel de output alcanzable con
una cierta combinacion de inputs, o bien, el minimo nivel de inputs necesario en
la produccion de un cierto nivel de outputs. Por tratarse de un metodo no
paramétrico, no requiere ninguna hipotesis sobre la frontera de produccion, siendo
la eficiencia de una unidad definida con respecto a las unidades “observadas” con
mejor comportamiento. Este analisis se detiene en la identificacion del “mejor
comportamiento”, dando lugar a la posibilidad de benchmarking, en lugar de en el

“comportamiento medio”, como hace el analisis de regresion (Bonilla, 1996).

Ademas de medir la eficiencia relativa, usando un DEA se obtiene:

e Una superficie envolvente empirica, que representa el comportamiento de

los mejores.

e Una métrica eficiente para comparar resultados.

e Proyecciones eficientes sobre la frontera, para cada DMU ineficiente.
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e Un conjunto de referencia eficiente para cada DMU, definida por las

unidades eficientes mas proximas a ella.

Sobre la base de las consideraciones anteriores existen varios modelos DEA,
segln sea requerida la optimizacion de los inputs para los outputs generados.
Estos modelos matematicos tienen dos versiones: rendimientos constantes a escala
(CCR) y rendimientos variables a escala (BCC) (Rescala et al., 2012). Las
expresiones matematicas de las dos versiones del modelo DEA se muestran en la
Tabla 6.

Tabla 6. Modelos DEA

Modelo CCR: Modelo BCC:
m m
Funcion . ]
objetivo Miny,, Wo = Z UiXio Miny,yc, Wo = Z u;x;; — ko
i=1 i=1
m S m S
. UjX;; = vy, comj u;x;i — k sz i comj
Restricciones z vy Z rVrj J Z i*ij — o rYrj J
i=1 r=1 i=1 r=1
=12,..,n =12,..,n
S s
Restriccion de —1 _q
normalizacién: UrYro = VYo =
r=1 r=1
Variables de
decision u;v;=2€>0 u;v; =2€e>0 kyesnorestringida
(pesos)

Fuente: Rescala et al., 2012

Si la unidad de negocios es eficiente sera (100%) y existira al menos un
valor Optimo para cada una de las variables de decision “u” y “v” positivos. El
modelo BCC formulado arroja el valor de la constante “ko”, el que indica los
rendimientos a escala de la unidad bajo analisis. La “escala” es la dimension de la
produccién de una empresa determinada segun la variacién proporcional y

simultanea de los factores inputs y outputs. Los valores que puede asumir “kg”
(Tabla 7) son:

Eficiencia del Garcinia madruno como sustrato en la produccion efectiva il
de biomasa de Lactobacillus casei



Capitulo Il

Tabla 7. Valores de kg

ko>0 ko=0 ko<O

Rendimientos Rendimientos Rendimientos
crecientes a escala constantes a escala | decrecientes a escala

Fuente: Rescala et al., 2012

Hechas las consideraciones anteriores el abordaje de la eficiencia implica
establecer, dada una referencia, el grado de relacion entre la produccion de uno o
mas resultados y el o los recursos que se consumen para ello. En ese sentido, el
analisis envolvente de datos se presenta como una herramienta Util y poderosa
para el estudio de los niveles de eficiencia relativa de las unidades capaz de
manejar modelos de multiples insumos o recursos y multiples productos, con la
ventaja de que las unidades que se evallan se comparan directamente con una
unidad semejante 0 con una combinacién unidades semejantes y tanto los recursos
como los resultados puede ser medidos en diferentes unidades entre si (Garcia,
2009).

Eficiencia del Garcinia madruno como sustrato en la produccién efectiva kg
de biomasa de Lactobacillus casei



Capitulo Il

MARCO METODOLOGICO

En el presente capitulo se describen las metodologias utilizadas en el
desarrollo de la investigacion, asi como las técnicas e instrumentos aplicados; en
tal sentido, Balestrini indica que “esta referida a los métodos, las diversas reglas,
registros, técnicas y protocolos con los cuales una teoria y su método calculan las

magnitudes de lo real” (Balestrini, 2006, p. 125).

ENFOQUE EPISTEMOLOGICO

La “epistemologia” o filosofia de la ciencia, que se consolida a principios
del siglo XX como una rama independiente de la teoria del conocimiento, se
apoya en estos supuestos modernos e incluye en su objeto de estudio a cuestiones
metodolodgicas. Estas cuestiones hacen referencia tanto a los procedimientos
realizados para obtener un conocimiento que adn no se tiene, como a los
procedimientos destinados a validar o justificar un conocimiento ya adquirido. A
partir de aqui se institucionaliza una distincion, que pronto se torna clasica, entre
dos contextos que pretenden agotar las dimensiones metodoldgicas de la ciencia:

el contexto de descubrimiento y el contexto de justificacion.

Sin embargo, el contexto de descubrimiento pronto resulta postergado, en
tanto se advierte que no es posible formalizar las normas que conducen a los
hombres a nuevos hallazgos cognoscitivos. En la situacion de descubrimiento
intervienen ademas de razonamientos logicos, la inspiracion y el azar. En este
sentido afirma (Reichembach, 1953, p. 210, 211), responsable de la

institucionalizacion de la citada distincion entre contextos:

El acto de descubrimiento escapa al analisis 16gico; no existen reglas
logicas segln las cuales pudiera construirse una “mdaquina descubridora” que
asumiera la funcion creadora del genio. Pero la tarea del 16gico no es explicar los
descubrimientos cientificos; todo lo que él puede hacer es analizar la relacion que
existe entre los hechos dados y la teoria que se le presente con la pretension de
que explica esos hechos. En otras palabras, a la l6gica sélo le importa el contexto

de justificacion.
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En este sentido, la investigacion se realizd bajo el paradigma de la
modernidad, enfocado en el positivismo segin (Delgado, 1991); éste se establece

como una relacién precisa entre observacion y teoria.

TIPO Y DISENO DE LA INVESTIGACION

TIPO DE INVESTIGACION

En atencion a las caracteristicas que presenta esta investigacion y a sus
objetivos, la misma se encuentra enmarcada dentro de la modalidad exploratoria,
que es aquella que se dedica al estudio de fendmenos relativamente desconocidos,
a fin de obtener informacion sobre la posibilidad de llevar a cabo una
investigacién mas completa respecto de un contexto particular, indagar nuevos
problemas, identificar conceptos o variables promisorias, establecer prioridades
para investigaciones futuras, o sugerir afirmaciones y postulados (Hernandez et
al., 2014).

En este proposito los estudios exploratorios se realizan cuando el objetivo
es examinar un tema o problema de investigacion poco estudiado (Hurtado, 2012),
del cual se tienen muchas dudas o no se ha abordado antes, como es el caso del
empleo del Garcinia madruno como sustrato, para la produccion de biomasa de
Lactobacillus casei. En ese mismo sentido, la investigacion hace éenfasis en la
recoleccion de datos en el contexto, porque permiten generar un conocimiento

nuevo Yy para ello se vale de instrumentos como la observacién directa.

DISENO DE LA INVESTIGACION

Es el conjunto de decisiones estratégicas que toma el investigador,
relacionadas con el donde, el cuando, el como recoger los datos, y con el tipo de
datos a recolectar, para garantizar la validez interna de su investigacion. Esto

significa que para tomar tales decisiones, ya se debe haber cubierto una serie de
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fases previas, por lo que el investigador debe tener la investigacion delimitada,
haber identificado sus eventos y sus unidades de estudio, su contexto y haberse

aproximado a algunas técnicas de recoleccion de informacion. (Hurtado, 2012)

En ese mismo sentido, se asume como el plan global en cual se implican
tanto los aspectos metodologicos de caracter estratégico y tactico, asi como
aspectos administrativos de la investigacion, desde donde se intenta dar de una
manera clara respuestas a las interrogantes planteadas. Vista asi, constituye un
marco de decisiones coherentes, integrativas e interactivas que determinay revela
el propdsito en términos de objetivos, las estrategias de accion y asignacion de los

recursos necesarios. (Puerta, 2011)

Hecha la observacién anterior, esta investigacion concentrd su atencion en
un disefio de investigacion experimental, el cual es concebido como una
metodologia matematica que define (crea) un conjunto éptimo de experimentos
(tratamientos) en el espacio de disefio, con el fin de obtener la informacion mas
relevante posible con la méxima precision y al menor costo. Esta exploracion
cientifica del espacio de disefio, requiere que la distribucion de puntos en el
espacio exploratorio de disefio, sea lo mas homogénea posible, que estén a la
misma distancia minima; pero sin afectar los costos de experimentacion; de tal
manera de ajustar entre sus puntos cualquier modelo que un investigador desee,
por muy complejo que sea; que cree conocimientos y descubra conexiones
aparentemente no obvias 0 no evidentes, ya que esto es la base de la construccién

de relaciones de causalidad novedosas (JMP, 2013; Avila y Rivas, 2018) .

En este proposito, en la investigacion se empled un disefio de muestreo

“space filling”, debido a que presenta siguientes ventajas:

e El disefio de muestreo forma una nube de puntos experimentales, que son a

la vez un conjunto de nubes vecinos muy cercanos.

e El disefio de muestreo es optimal.
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¢ No requiere repeticiones, ya que los puntos experimentales vecinos estan a

la minima distancia posible entre dos puntos.

e Los puntos experimentales estdn uniformemente distribuidos, o sea los

puntos maltiples estan a una minima distancia entre ellos.

Las ventajas anteriores, es lo que permite, trazar casi cualquier linea o
superficie (modelo) a través de esta nube de puntos; bien una funcién lineal, no

lineal e inclusive una funcién de paso o una funcion mixta (Avila y Rivas, 2018).

Asimismo, entre los disefios de muestreo “space filling” se empled el
disefio de muestreo Hipercubo Latino (Latin Hypercube), debido a que es un
compromiso entre la propagacion de puntos y el espaciamiento uniforme. Maximiza
la distancia minima entre los puntos de disefio, sino que requiere incluso
espaciamiento de los niveles de cada factor. Este método produce disefios que imitan
la distribucion uniforme. EI método Latin Hypercube es un compromiso entre el

método Sphere-Packing y el método de construccién homogéneo.

El Disefio Latin Hypercube Designs (LHD), se recomienda implementar: A.
Si se espera que la produccién dependa solo de algunos de los insumos (factor de
escasez); los puntos deben estar espaciados de manera uniforme cuando se proyecta
en la region experimental en estos factores. B. Si se asume un modelo aditivo
(aproximadamente), también se quiere un disefio cuyos puntos se proyectan de
manera uniforme sobre los valores de entradas individuales se puede demostrar que
(al menos en algunos supuestos), LHD son mejores que disefios de igual tamafio,
obtenidos de un muestreo aleatorio simple (SAS JMP 8, 2012; MathWorks, 2014;
Phoenix Integration, 2014; Avila y Rivas, 2018).

Por las consideraciones anteriores y tomando como referencia que el
disefio de la investigacion es el planteamiento de una serie de actividades
sucesivas y organizadas que deben adaptarse a las particularidades de cada
investigacion (Tamayo, 2004), donde se manipularan las variables independientes

o factores (ver Tabla 8), a fin observar directamente los cambios que provocara en
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el evento de estudio (Garcinia madruno ), se tomé la decision de utilizar como
herramienta en la investigacion el disefio de muestreo Hipercubo Latino, a fin de
evaluar la eficiencia de este sustrato como contribucion en la produccion efectiva

de biomasa de Lactobacillus casei.

Tabla 8. Niveles (Variables de entrada) para los Factores

Experimentales

Factor l\fi\./el l\fi\{el
minimo | maximo

Xy pH ([+]) 4,30 5,40
X,. Temperatura (2C) 30 38
X3. Concentracidn de sustrato (%) 72 90
X4. Concentracion de lactosa (%) 11 27
Xs. Velocidad de agitacion (rpm) 192 275
Xe. Velocidad de aereacion (cfm) 1,2 2,3
X;. Tiempo de fermentacion (h) 8,3 11

Al mismo tiempo, la investigacion empleé el disefio de laboratorio a partir
de fuentes vivas o directas, debido a que permite aislar los eventos de estudio y
ejercer un mayor control sobre ellos (Tabla 9), facilitando la manipulacion,
aleatorizacion y el control de las variables extrafias (Hurtado, 2012).
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Tabla 9. Matriz “D” de diseiio de tratamientos codificada, Hipercubo
Latino con 7 factores experimentales, para las respuestas Concentracion de
Biomasa, Concentracion de Etanol y Sélidos Solubles Totales (SSt).

Factores Experimentales Respuesta
X2 X3sustrato | X4lactosa Y1 Y2 3
ft XL pH T() ( (%) agitacion (RPh Aereacion (cff X7 Tiempo (h)|  (Ufe/ml) Etanol  [Sol. Tot. (‘Brix)
(¢/1)

1 48 36 7 16 262 22 83

2 46 36 8 19 261 14 1

3 48 RX] 74 Al 246 2 1

4 44 37 8 % 37 15 14

5 49 34 81 il 267 18 91

b 53 3 8 pAl 24 19 12

1 54 3 90 15 13 14 12

8 5 3 8 pAl 192 12 98

9 49 B 75 16 15 16 1

10 46 3 84 P} 254 16 10

1 48 B} 79 1 24 18 12

1 43 36 7 % 255 2 12

3 51 3% 88 2 263 15 1

14 48 37 80 15 25 19 3

15 52 34 8 19 240 19 12

16 48 38 7 17 35 15 92

17 49 3 81 1 258 16 1

18 45 34 78 19 229 16 1

19 49 3% 7 2 28 21 1

2 49 3 n 3 YLy 16 1

i 48 3% 86 Al 25 19 1

2 53 R 71 16 275 23 93

P} 53 EX] 78 2 236 17 1

L 5 3 8 3 up 15 96

25 47 3% 86 16 226 21 3

26 51 30 82 o) 236 16 12

7 51 37 7 18 201 19 86

28 52 35 7 20 265 17 99
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UNIDAD DE INVESTIGACION, POBLACION Y MUESTRA

UNIDAD DE INVESTIGACION

Es por lo general la unidad organizativa en donde tiene lugar el problema;
pudiendo sin embargo, hacerse extensiva a cualquier situacion a mejorar dentro de
la realidad organizacional: Proyectos, programas, entre otras, (Mendoza, 2015).
Después de la consideracién anterior, esta investigacion se llevara a cabo en el
laboratorio de investigacion (Ingenieria y tecnologia de alimento LITA), de la
UNELLEZ del Vicerrectorado de Infraestructura y Procesos Industriales (VIPI),
en la ciudad de San Carlos del Estado Cojedes- VENEZUELA.

Asimismo, con referencia a la unidad de anélisis esta puede ser definida
como los elementos en los que recae la obtencion de informacion y que deben de
ser delimitados con propiedad, es decir precisar, a quien 0 a quienes se va a
aplicar la muestra para efectos de obtener la informacion (Centty, s/f), en tal

sentido en la investigacion se corresponde con los Lactobacillus del genero casei.

POBLACION

La poblacion de una investigacion estd constituida por el conjunto de
seres en los cuales se va a estudiar el evento, y que ademas comparten como
caracteristicas comunes, los criterios de inclusion; es a la poblacién a quien

estaran referidas las conclusiones del estudio (Hurtado, 2012).

En este proposito, en una investigacion desde el punto de vista estadistico
la poblacién o universo puede estar referido a cualquier conjunto de elementos de
los cuales pretendemos indagar y conocer sus caracteristicas o una de ellas y para
el cual seran validadas las conclusiones obtenidas en la investigacion (Balestrini,
2006). Sobre la base de las consideraciones anteriores, en la investigacion la
poblacion estuvo referida a 42000 ml, desglosada en la capacidad del biorreactor
(1500 ml) por un total de 28 tratamientos.
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MUESTRA

La muestra es una porcidn de la poblacién que se toma para realizar el

estudio, la cual se considera representativa de la poblacion.

Una muestra estadistica segin Balestrini (2006), es una parte de la
poblacién, o sea, un numero de individuos u objetos seleccionados
cientificamente, cada uno de los cuales es un elemento del universo; es decir, la
muestra es obtenida con el fin de investigar, a partir del conocimiento de sus

caracteristicas particulares, las propiedades de una poblacion.

Basandose en la definicion anterior, la muestra de la investigacion la
conformaron un total de 1500 ml y para cada tratamiento la constituyeron 25 ml
del sustrato inoculado cada hora por un lapso de 11 a 15 horas por corrida, a fin
de que el subconjunto sea representativo de la poblacion de microorganismos de
Lactobacillus casei, como lo establece en las normas COVENIN 1337-90,
utilizando las técnicas microbioldgicas en el laboratorio de microbiologia
Aplicada.

TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

La técnica es el procedimiento o forma utilizada por el investigador para
obtener datos o informacion requerida (Arias, 2006). Asimismo, puede ser
definida como un conjunto de saberes practicos o procedimientos para obtener el
resultado deseado. Una técnica puede ser aplicada en cualquier ambito de la
ciencia: arte, educacién, comunicacién, entre otras. Por tanto, la técnica para la
recoleccion de informacion se entiende como el medio practico que se aplica en la

obtencion de informacion en una determinada investigacion.

Partiendo de estas premisas se utilizd6 como técnica la observacion directa
es aquella en que el investigador observa directamente los casos o individuos en
los cuales se produce el fendmeno, entrando en contacto con ellos; sus resultados

se consideran datos estadisticos originales, por esto se llama también a esta
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investigacion primaria (Guffante, 2016). Al mismo tiempo, esta observacién fue
de tipo estructurada debido a que se realiz6 con la ayuda de elementos técnicos
apropiados como lo son: tablas, donde se registraran variables importantes para la
produccién de Lactobacillus casei como lo son: solidos solubles totales, la
concentracion de biomasa y concentracion etanol, de alli que se le denomine
observacion sistematica. A su vez, la observacion también es de tipo laboratorio,
porque se realiza con grupos humanos previamente determinados, para observar el
comportamiento (crecimiento) de los microorganismos en el biorreactor y es de
equipo o de grupo, debido a que se realiza por parte de un grupo de trabajo que
efectlia una misma investigacion (anexo 1). Todo esto define una observacion
directa de fuente primaria, debido a que se recoge a través de un contacto
inmediato con el objeto de analisis (Hernandez et al., 2014); también se utilizé la
observacién directa de fuentes secundarias que es aquella que el investigador
recoge a partir de investigaciones hechas por otros investigadores con propésitos
diferentes o provenientes de libros, estadisticas, entre otros.; (Herndndez et al.,
2014). En base a lo descrito anteriormente, se empled la lectura de la bibliografia
que describe el proceso de cultivo de Lactobacillus de la especie casei, la
relacionada con el estado del arte sobre el modelado y simulacion por

computadora para biorreactores semicontinuos.

Por su parte, un instrumento de recoleccion de datos es en principio
cualquier recurso de que pueda valerse el investigador para acercarse a los
fendmenos y extraer de ellos informacion. De este modo el instrumento es un
conjunto de medios tangibles que permiten registrar, conservar y plasmar todo lo
investigado a través de las técnicas utilizadas (Cuauro, 2014), en este sentido
sintetiza en si toda la labor previa de la investigacion, resume los aportes del
marco teorico al seleccionar datos que corresponden a los indicadores y, por lo
tanto a las variables o conceptos utilizados (Sabino, 1992). Tomando como base
lo anterior y partiendo de que los instrumentos son un mecanismo recopilador de
datos amplio, variado, representan los soportes que justifican y de alguna manera
le dan validez a la investigacion, se utilizo la guia de observacion para el proceso

de medicion de los sdlidos solubles totales (consumo de azucares), pH,
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concentracion de etanol, tiempo de fermentacion y temperatura, los cuales se
realizaron en intervalos de tiempo de 1 hora, desde la hora de inicio (ho) hasta la
hora final (h;2), también se emplearon para el contaje de la biomasa de
Lactobacillus casei como se especifica en los formatos del plan de calidad FPC-
001 (Plan de la calidad para la produccion de biomasa de Lactobacillus casei)
mostrados en el anexo 1, a fin de registrar la ocurrencia o frecuencia de
comportamientos 0 eventos y sus caracteristicas. En este plan de calidad también
se especifican los instrumentos de medicion para dichas variables de control como

lo son termocupla, contador de placas, electrodo de pH, entre otros.

VALIDEZ Y CONFIABILIDAD DE LOS INSTRUMENTOS

VALIDEZ

La validez y confiabilidad reflejan la manera en que el instrumento se
ajusta a las necesidades de la investigacion. La validez hace referencia a la
capacidad de un instrumento para cuantificar de forma significativa y adecuada el
rasgo para cuya medicién ha sido disefiado. Es decir, que mida la caracteristica (o
evento) para el cual fue disefiado y no otra similar (Hurtado, 2012), en términos
generales, se refiere al grado en que un instrumento realmente mide la variable
que quiere medir (Hernandez et al., 2014) se refiere al grado en que un

instrumento realmente mide la variable que pretende medir.

En este propdsito, los instrumentos de medicion registraron datos
observables que representan los conceptos o variables que intervienen en el

proceso de produccion de Lactobacillus casei.

CONFIABILIDAD

La confiabilidad de un instrumento de medicion se refiere al grado en que
su aplicacion repetida al mismo sujeto u objeto produce resultados iguales,

mientras que para Ander-Egg (2002, p. 44), el término confiabilidad se refiere a
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"la exactitud con que un instrumento mide lo que pretende medir”. Diaz et al.
(2003, p. 7) afirman que un instrumento “se considera fiable si las medidas que se
obtienen a partir de él no contienen errores o los errores son suficientemente
pequeiios”. Centrado en lo anterior, la confiabilidad muestra hasta dénde los
resultados obtenidos con la aplicacién del instrumento son verdaderamente Utiles,
solidos y consistentes, es decir que si se recogiera nuevamente, en la misma forma
y con ese instrumento, realmente serian los mismos resultados (Herndndez et al.,
2014).

TECNICAS DE PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE
INFORMACION

El procesamiento de la informacion tiene como fin generar datos
agrupados y ordenados que faciliten al investigador el andlisis de la informacion
segun los objetivos, hipétesis y preguntas de la investigacion construidas. Por
medio de los datos numéricos que ya estan procesados y analizados se llega a un
determinado resultado. En este proposito, el paso posterior al procesamiento de la
informacidn es el analisis, etapa en gue se determina como razonar y comparar los
datos, al mismo tiempo que se definiran las herramientas de analisis que seran
utilizadas. En ese sentido, el tipo de andlisis de los datos dependeréa de factores
como el nivel de medicién de las variables, el tipo de hipotesis formulada y el
disefio de investigacion, este ultimo indicara el tipo de andlisis requerido para la
comprobacion de la hip6tesis (Avila, 2006). De lo anteriormente expuesto, el
conjunto de datos obtenidos a través de las técnicas empleadas para el
levantamiento de informacion y uso de instrumentos de recoleccién de datos, fue
clasificado, verificado y cotejado. Se realiz6 el analisis bajo la aplicacion de los
conceptos teoricos y definiciones propias del sistema, a fin de conocer el

comportamiento y tendencias del proceso.

Al mismo tiempo el conjunto de datos obtenidos se proces6 mediante el
uso de métodos numéricos y el programa SAS JMP 8 del modulo de regresion de

superficie de respuesta para la obtencion del modelo probabilistico o poblacional
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de las unidades formadoras de colonias (concentraciébn de biomasa de
Lactobacillus casei), concentracion de etanol y sélidos solubles totales (grados
Brix). En este propoésito se empled en principio un disefio estadistico de superficie
de respuesta “Virtual Space Filling”, del tipo Hipercubo Latino Optimal debido a
gue maximiza la distancia minima entre los puntos de disefio (igual espaciamiento
de los niveles de cada factor) y produce disefios que imitan la distribucién

uniforme.

Para la optimizacidn operativa se utilizé el modulo de perfiles de respuesta
y de deseabilidad, junto con el simulador del programa SAS JMP, apoyado en los
modelos de regresion basados en Redes Neuronales de unidades de producto,
disefiadas y entrenadas mediante algoritmos de optimizacion hibrida, todo esto
motivado a que en la industria de alimentos, es de interés observar en tiempo real
la gréfica del comportamiento de calidad de todas las respuesta del proceso a la
vez, en funcion de cada factor; y que permita crear el sistema de control
estadistico de calidad en tiempo real; con el fin de contribuir en el aporte de estos
conocimientos (SAS JMP, 2014).

Por su parte, se empled para la medicion de la eficiencia el software
Anédlisis Frontier Banxia, con el fin de minimizar Input (entradas) y maximizar
Output (salidas), garantizando una alta calidad en la visualizacion de graficos de
todos los aspectos del andlisis y una interfaz de facil utilizacién por parte del

investigador.

PROCEDIMIENTO

En esta etapa de la investigacion se presentan de forma resumida cada uno
de los pasos realizados para la recoleccién de los datos, dando respuesta a las
interrogantes: Actividad, técnicas/instrumentos, y resultados parciales esperados
(Mendoza, 2015). En el orden de las ideas anteriores, la investigacion se

desarroll6 mediante las siguientes fases:
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Fase I: caracterizacion fisica, quimica y microbioldgica del sustrato Garcinia
madruno. Durante esta fase de la investigacion; se procedié a la determinacion de
las caracteristicas fisicas como densidad, asi como las quimicas proteinas, cenizas,
solidos solubles totales, entre otros. Por otra parte, se realizaron analisis
microbiologicos como coliformes totales siguiendo para ello lo establecido en la
norma COVENIN 1104:1996.

Fase Il: disefio del arreglo de tratamientos Optimos de Hipercubo Latino
Escalable para el proceso de produccion Lactobacillus casei. Esta fase de la
investigacion se inicié con diagndstico de los factores significativos que
intervienen en el proceso de produccion del microorganismo Lactobacillus casei.
Para ello, se realiz6 una revision bibliografica extensa que permitid cotejar y
codificar la informacion, a fin de identificar los factores (variables
independientes) que influyen en el desarrollo del microorganismo y las posibles
respuestas esperadas en todo lo relacionado con el crecimiento microbiano, etanol
y solidos totales. En este mismo sentido, se realizé la operacionalizacion de las
variables para dividirlas en variables dependiente e independientes y emplearlas
como insumo para la matriz “D” o del también llamado arreglo de tratamiento,
asimismo se utilizo el disefio método Hipercubo Latino (Latin Hypercube) debido
a gue maximiza la distancia minima entre los puntos de disefio (igual
espaciamiento de los niveles de cada factor). Este método produce disefios que
imitan la distribucion uniforme. EI método Latin Hypercube es un compromiso
entre el método Sphere-embalaje y el método de construccién homogéneo. En ese
mismo sentido, este tipo de disefio de arreglo de tratamientos permitira llevar a
cabo el complejo proceso de produccion del microorganismo, que requiere de una
experimentacién en laboratorio, con un montaje instrumental y unas medidas de
las respuestas que se hacen dificiles y costosas de realizar, justificando de esta
forma el uso de este tipo de disefio de muestreo que resulta econémico, pero
robusto (Avila, 2018).

En relacion con este Ultimo, se establecieron un total de 28 tratamientos,

con siete factores experimentales (variables dependientes), X;. pH en un intervalo
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entre 4,3 — 5,40; X,. Temperatura con un rango aproximado de 30 — 38 °C, Xa.
Concentracion de sustrato (Garcinia madruno) en un intervalo entre 72 — 90 por
ciento, X4 Concentracion de lactosa en un nivel comprendido entre 11 — 27 por
ciento, Xs. Velocidad de agitacion con un rango aproximado de 192 — 275 rpm,
Xe: Velocidad de aireacion en un intervalo entre 1,2 — 2,30 por ciento, X7. Tiempo
de fermentacion en un intervalo entre 8,3 — 11,00 por ciento, a fin de observar su
nivel de influencia en tres respuestas fundamentales como lo son Y.
Concentracion de biomasa medida en ufc/ml, Y,. Concentracion de etanol en g/l
Y3. Solidos solubles totales en ° Brix, Adicionalmente para lograr establecer los
minimos y los maximos de los factores experimentales se realizo previamente una
prueba piloto, a fin de constatar en el biorreactor los niveles de influencia de cada
uno de los factores en una de las respuestas mas importantes dentro de la

investigacion como lo es el crecimiento microbiano.

Una vez determinados los maximos y minimos de los factores
experimentales, y descrito el nimero de tratamientos se procedié a realizar los
siguientes pasos para cada uno de los tratamientos a fin de poder cuantificar cada

una de las respuestas experimentales:

e Paso 1: en esta etapa se clasificaron los materiales, reactivos y equipos
empleados en los procesos de acondicionamiento del sustrato (Garcinia

madruno) y de produccion del Lactobacillus casei.

MATERIAL BIOLOGICO: Lactobacillus casei variedad Rhamnosus,
fue adquirido en una conocida red farmacéutica a nivel nacional, su
nombre es Liolactil fabricado por laboratorios Elmor, pertenece a los
cultivo liofilizados en presentacién de 6 y 12 sobres de 1,5 gramos/sobre.
Luego de adquirido dicho material fue trasladado hacia el estado Cojedes
especificamente para el Laboratorio de Ingenieria y Tecnologia de los
Alimentos (LITA), de la Universidad Nacional Experimental de Los
Llanos Occidentales Ezequiel Zamora (UNELLEZ- SAN CARLOS),
Vicerrectorado de Infraestructura y Procesos Industriales San Carlos—

Estado Cojedes.
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MATERIAL VEGETAL: Garcinia madruno, este fue obtenido por
cosecha en la ciudad de Mantecal Estado Apure y luego llevado a la
Universidad Nacional Experimental de los Llanos Occidentales Ezequiel
Zamora, donde se sometio a un proceso de despulpado, tamizado, refinado

y esterilizado a 121°C por 15 minutos y un enriquecimiento con lactosa.

REACTIVOS Y ADITIVOS: se incorpor6 al medio de cultivo hidréxido
de sodio a una concentracion de 0,1 Normal y &cido citrico a una
concentracion de 20 por ciento, con el fin de regular y mantener las
condiciones de pH del medio en los rangos Optimos establecidos por el
investigador. Los reactivos fueron adquiridos en el Laboratorio de
Ingenieria y Tecnologia de los Alimentos (LITA), de la Universidad
Nacional Experimental de Los Llanos Occidentales Ezequiel Zamora
(UNELLEZ- SAN CARLOS), Vicerrectorado de Infraestructura y
Procesos Industriales San Carlos—Estado Cojedes. Asimismo se
adicionaron suplementos vitaminicos (vitamina A, vitnatal, ferrolivel,
complejo B, Metamax, clorhidrato de cisteina) y antibioticos
(Clorafenicol), adquiridos en una conocida red farmacéutica a nivel
nacional, con el fin de ofrecer mejores condiciones al medio de cultivo,
con la incorporacion de catalizadores quimicos que coadyuven a sintetizar
los compuestos incorporados en los diferentes sustratos y concentraciones
de los mismos. En igual forma se adicion6 etanol como sustancia

catalizadora.

MATERIAL DE VIDRIO: se realiz6 una seleccion de los materiales
empleados para el proceso de produccion del Lactobacillus casei (Tabla
10).
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Tabla 10. Materiales de vidrio

N° Materiales Cantidad
1 - Fiola de 250 ml. 3
2 - Fiola de 500 ml. 2
3 - Fiola de 1000 ml. 2
4 - Fiola de 200 ml. 3
5 - Fiola de 2000 ml. 1
6 - Beaker de 250 ml. 2
7 - Beaker de 1000 ml. 2
8 - Tubos de prueba de 15x 150 mm. 180
9 - Termdmetro de vidrio. 2
10 - Embudos. 2
11 - Pipetas de 1 ml. 18
12 - Pipetas de 25 ml. 36
13 - Cilindros graduado 10 ml. 4
14 - Cilindros graduado 50 ml. 4
15 - Cilindros graduado 250 ml.
16 - Frascos para diluyentes con capacidad de 48
350 ml.
17 - Matraz de 250 ml. 1
18 - Matraz de 500 ml. 1
19 - Matraz de1000ml. 1
20 - Placa de Petri (100 x 15 mm). 180
21 - Bureta de 50 ml y precision 0.1 ml. 12
22 - Varillas de vidrio. 1
23 - Recipiente del biorreactor. 1

EQUIPOS: durante esta fase se seleccionaron los equipos de acuerdo a su

capacidad a fin garantizar el proceso de produccién del Lactobacillus casei

(Tabla 11).
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Tabla 11. Equipos empleados en el proceso de produccién de
Lactobacillus casei

N° Equipos Cantidad
1 - Autoclave. Marca Anapesing, modelo FH100. 1
- Balanza digital de capacidad 100 gr maximo, con
2 sensibilidad 0,1gr. Marca Anapesing, modelo 1
FH100.
- Balanza digital de capacidad 320 gr maximo, con
3 sensibilidad 0,1gr. Marca Anapesing, modelo, 1

modelo FR320.
- Bafio de agua para templar y mantener el medio

4 fundido a 40- 100°C. Marca Witeg, modelo WB-6. 1
Biorreactor. Modelo New Brunswick Scientific
5 1
Co. INC.
- Campana de siembra de flujo laminar vertical.
6 1
Marca Lesco.
7 - Centrifuga. Marca Hettich, modelo universal. 1
8 Contador de colonias digital y manual. Marca 1
Suntex Instrument, modelo 570.
9 - Estufa de incubacion 35-37°C. Marca Akralab,
1
modelo 636.
10 - Microscopio. Marca Leica, modelo DM300. 1
11 - Nevera. Marca Lg, 12. 1
12 Plancha de Calentamiento. Marca Corning, 2
modelo 6795-2.
13 - Pro pipetas de 1-10ml. 3
14 pH metro. Marca Hanna Instruments, modelo 1
HI111.
15 . Refractometro. Marca Mettler Toledo, Serie 30. 1

MEDIOS DE CULTIVO: para el proceso de siembra en placas y contaje
del microorganismo se emplearon por tratamiento agar y caldo MRS
(Tabla 12).
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Tabla 12. Medios de cultivo

N° Medios de Cultivo Carzgt;)dad
1 - Agar DE MAN, ROGOSA Y SHARPE (MRS). 181
. Caldo DE MAN, ROGOSA Y SHARPE (MRS). 67,7

OBTENCION DE LA BIOMASA MICROBIANA

La produccion de biomasa se desarroll6 en el Laboratorio de Ingenieria y
Tecnologia de los Alimentos (LITA), de la Universidad Nacional
Experimental de Los Llanos Occidentales Ezequiel Zamora (UNELLEZ-
SAN CARLOS), Vicerrectorado de Infraestructura y Procesos Industriales
San Carlos—Estado Cojedes. Para ello se empleo un biorreactor con
capacidad de real de 2 litros y capacidad de operacion de 1,5 litros (Figura
5).

Figura 5. Biorreactor y sistemas auxiliares

Una vez seleccionado y esterilizado el biorreactor se adicionaron los
reactivos, aditivos, material vegetal y materiales biologicos (Lactobacillus
casei liofilizado), este ultimo se activo en bafio termostatico a 37° C de

operacion empleando la técnica de pie de cuba, posteriormente se
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ajustaron los factores experimentales para cada tratamiento (Tabla 9); cada
corrida tuvo una duracién de 12 horas continuas. Asimismo, durante cada
tratamiento se realizaron mediciones de los solidos solubles totales (°Brix)
cada 5 minutos, andlisis de crecimiento microbiano cada hora de las
corridas usando la técnica de diluciones, (107, 107%10°107)

respectivamente y siembra en placas por triplicado (Figura 6).
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Figura 6. Flujograma de obtencién de biomasa

e Paso 2: en esta etapa se establecieron los métodos empleados para el

proceso de produccién del Lactobacillus casei:
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METODO PARA LA PREPARACION DE LOS MEDIOS DE
CULTIVOS

Se prepararon los medios de cultivo agar De Man, Rogosa y Sharpe
(MRS) y caldo Den Man Rogosa y Sharpe (MRS), como se establece en
las normas COVENIN 1337-90, utilizando las técnicas microbioldgicas
para la siembra de Lactobacillus casei descritas en el plan de la calidad
(Anexo 1).

PREPARACION DE AGAR DE MAN, ROGOSA Y SHARPE
(MRS):

Para la siembra se utiliz6 agar (MRS), preparado en funcién a 180 placas
de Petri con 15 ml de agar, diluido por cada una, seguidamente se procedid
a la dilucién del agar (MRS) con agua destilada. Una vez mezclado el
agar con el agua destilada segun la proporcién (Tabla 13), se procedié al
calentamiento empleando para ello una plancha para facilitar la
transferencia de calor, esto hasta que se observd un cambio en el color de
la mezcla, indicando que el agar se ha disuelto totalmente en el volumen
de disolvente, luego se dejé reposar y para ser vertido a razon de 15ml /

tubo de ensayo.

Tabla 13. Materiales para preparacion de agar

Materiales Unid cantidad
Agar MRS
Rendimiento 67,15g/I 181
Agua destilada L 2.7

Posteriormente los tubos de ensayo fueron esterilizados empleando el
autoclave a 121" C y 15 Psi por 15 min. Luego de ser esterilizado dicho
medio se enfria hasta una temperatura aproximada de 45-50 °C,
seguidamente se procedidé a acondicionar y homogenizar cuidadosamente
el medio, se dejo enfriar para después agregar asépticamente el mismo en

las placas. Cuando se procede a sembrar en superficie se colocan los tubos
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de ensayo en bafio termostatico a 100 °C, y se dejan enfriar a una
temperatura de 37 °C para verterlos en las placas de Petri.

PREPARACION DEL CALDO DE MAN, ROGOSA Y SHARPE
(MRS)

El caldo de (MRS), fue utilizado para la preparacion de las diluciones de
las muestras a sembrar, con el objetivo de lograr cuantificar las unidades
formadoras de colonias (ufc) presentes para dicha muestra. Este medio se
empled a una concentracion de 1 % (1 gr / 100 ml) de acuerdo a lo
establecido en la norma COVENIN 1337-90.

Para cada concentracion de lactosa se preparé el caldo (MRS),
contabilizando un total de 45 frascos de vidrio con 90 ml caldo cada uno y
15 frascos de vidrio con 180 ml caldo (MRS) (Tabla 14).

Tabla 14. Materiales para preparacion de caldo

Materiales Unid cantidad
Caldo MRS
Rendimiento 10g/I 67,5
Agua destilada L 6,75

Una vez pesada la cantidad de caldo (MRS) a utilizar y el volumen de
solvente a emplear, al igual que para el agar se realizd un calentamiento a
través de una plancha para facilitar el intercambio calor, hasta observar un
color traslucido (amarillo), se dejo reposar y con la ayuda de un cilindro
graduado fue vertido en recipientes de vidrio, para asi ser introducidos en
el autoclave para su esterilizacion, luego de la esterilizacién tanto el agar
como el caldo se deben conservar bajo refrigeracién con el fin de mantener

la esterilidad en los medios hasta el momento de su utilizacion.
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PREPARACION DEL SUSTRATO (Garcinia madruno)

e Se realizé el proceso de obtencion de la pulpa del Garcinia madruno
(Figura 7) y el agua producto de la misma, se le aplicé un proceso de
filtrado, con la finalidad de que no contengan residuos o precipitados, se

envasa en recipientes de vidrio para pasar a la siguiente etapa.

Recepcion de
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Figura 7. Flujograma para la obtencion de la pulpa de Garcinia madruno

e Esterilizacion: aplicacion de 121 °C y presion de 151 Psi por 15 minutos

con la finalidad de eliminar microorganismos no deseados en el medio,

Eficiencia del Garcinia madruno como sustrato en la produccién efectiva /o]
de biomasa de Lactobacillus casei



Capitulo Il

luego de ello se dejo reposar hasta llegar a la temperatura ambiente, con el
fin de bajar la temperatura adquirida durante el proceso de esterilizacion y
aplicar un proceso de refrigeracion manteniendo los recipientes con el

contenido estéril.

e Reposo: durante esta etapa se produce una precipitacion de las particulas
no deseadas en el medio, para esto se realizd asépticamente un segundo
filtrado.

e Acondicionamiento final: asépticamente se midieron el volumen o “batch”
a utilizar (1500 ml), los solidos solubles totales (°Brix), posteriormente se
enriqueci6 y adicionaron los componentes vitaminicos, minerales,
porcentaje de lactosa y el resto de los componentes que forman parte de la
formulaciéon del sustrato, finalmente se procedié a la activacion del

microorganismo en el sustrato (pie de cuba).
PREPARACION DEL INOCULO (PIE DE CUBA)

Consistio en dar las condiciones necesarias de tal manera de activar el
microorganismo  (Lactobacillus casei) tomando en cuenta los
requerimiento (nutrientes) de las células por lo cual se deben adaptar a las
condiciones del sustrato antes de ser incorporadas en el recipiente del

equipo.

e Se tomd 250 ml del total del sustrato enriquecido en una fiola de 500 ml
de capacidad, se agregd el microorganismo liofilizado y se llevé la fiola a
bafio termostatico hasta alcanzar una temperatura de 37 °C, a partir de ese
momento se comenzd a registrar 15 minutos, luego de este lapso de
tiempo la cepa se activo y el inoculo posee las condiciones para

metabolizar los nutrientes suspendidos en el medio de cultivo.
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e Se agito durante los 15 minutos a bafio termostatico a 37 °C, esto con la
finalidad de que el microorganismo no se vea afectado por el cambio de
temperatura de un medio a otro basicamente, las temperaturas del in6culo

y el medio de cultivo deben ser relativamente iguales.

e Se agreg0 asépticamente al recipiente del equipo (bioreactor) empleando
un embudd de vidrio, a partir de ese momento se inicié la corrida y se
tomo todos los registros de las condiciones inicio (tiempo de inicio,
temperatura, pH, velocidad de agitacion (Rpm), velocidad de aireacion

(Cfm), solidos solubles totales (°Brix)).

Una vez preparados los medios de cultivo y la concentracion de lactosa, al
igual que todo el material de vidrio a utilizar se da inicio al proceso de

fermentacion. En los siguientes pasos:

e Se agrego el sustrato al recipiente de vidrio estéril del biorreactor, batch
1,5 litros, separando del volumen total del sustrato 250 ml para la

preparacion del indculo.

e Se encendio el equipo, con el fin de estabilizar la temperatura, pH,
agitacion y velocidad de aireacion, todos ellos factores dptimos para el

crecimiento y desarrollo del microorganismo (Lactobacillus casei).

e Simultaneamente se activd el microorganismo (pie de cuba) en una fiola
de 500 ml a una temperatura de 37 °C con agitacion antes de agregarla al

recipiente del equipo biorreactor.

e Una vez activado el microorganismo y estabilizadas las condiciones del

biorreactor, se incorporé el indculo al sustrato.
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e Las condiciones de operacion se encuentran descritas en la tabla 9. Estas
condiciones son variables, fijas, controladas de forma continua a lo largo

del proceso.

Al iniciarse el proceso se procedio a la toma de las muestras, realizadas en
intervalos de tiempo de 1 hora, desde la hora de inicio hasta la hora final.
Esta toma de muestra consistio en extraer 25 ml del sustrato acondicionado
inoculado con una pipeta de 25 ml estéril y agregando 20 ml en un frasco
con 180 ml de caldo (MRS) y de esta manera se obtiene la dilucién 10 ™
(v/v), debidamente homogenizada. Posteriormente se prepar6 la dilucién
103 (v/v), tomando 1 ml de la dilucién anterior para afiadirlo en un frasco
con 90 ml de agua caldo (MRS) previamente preparada y esterilizada. De
igual manera se continGian preparando las diluciones 105 (v/v) ,10 7 (v/v).

Luego de preparar todas las diluciones se continué con la siembra en
placas de Petri, la misma se realiz6 en profundidad y consistio en agregar
0.1 ml de la dilucién correspondiente para luego agregar el agar (MRS)
previamente fundido y enfriado. La siembra se realiz6 en el siguiente
orden: 10 " 10°, 10,10 * (v/v), y por triplicado. Finalmente se incubaron

las placas en una estufa de incubacion a 37 °C por 5 dias.
RECUENTO EN PLACAS

Es una técnica utilizada para estimar las unidades formadoras de colonias
(ufc) presentes en una muestra. El recuentro se efectud con la ayuda de un
contador de colonia digital y/o manual. Las unidades formadoras de
colonia presente en la muestra se determinaron mediante la aplicacion de

la siguiente férmula:
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UFC =N°Cx1/p,. (1)

Con la aplicacion de la ecuacion se determind el namero de colonias a un

tiempo determinado.
CALCULO DE CONCENTRACION DE ETANOL

Para este calculo se utilizo la ecuacion planteada por Gay — Lussac, basada
en el porcentaje de alcohol y gas carbénico presente en una molécula de

azucar:
1 molécula de azlcar es = a 0,54 de alcohol + 0,4816 gas carbonico (2)

De acuerdo a lo expuesto anteriormente, se estimé la produccion de etanol

por cada hora de proceso de la siguiente manera:

Etanol = (° Brix I - °Brix F) * 0.54 (3)

Fase I11: Optimizacién via simulacion de las condiciones operativas del proceso
de produccion del Lactobacillus casei empleando como sustrato Garcinia
madruno. Para ello, se aprovechd la versatilidad del programa SAS JMP 8 (2014),
teniendo como insumo el resultado de la fase anterior (matriz de disefio de
tratamientos, repeticiones v, las respectivas respuestas tecnolégicas medidas, para
cada tratamiento), seguidamente se realiz6 un analisis preliminar de bondad de
ajuste de los datos, para determinar los términos del modelo de alto orden maés
importantes que permiten explicar cada respuesta, empleando para ello el médulo
de regresion de superficie de respuesta y; para la optimizacion operativa el
modulo de perfiles de respuesta y de deseabilidad, junto con el simulador del
programa SAS JMP 8, con la finalidad de obtener un modelo para la produccion
de biomasa. En esta fase se us6 como técnica de recoleccion de la informacion el
modelado y la simulacion, por presentarse como herramientas Utiles en el
modelaje de sistemas naturales en areas como la fisica, quimica y biologia,

permitiendo reproducir un evento o situacion, mediante un modelo con la
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modificacion arbitraria de las variable que lo conforman y observar las

consecuencias de sus modificaciones (Bisquerra, 2000).

Fase 1V: Determinacion de la eficiencia productiva empleando el método no
paramétrico DEA (Data envelopment analysis). En esta etapa de la investigacion
se utiliz6 como herramienta DEA (Analisis Envolvente de Datos), y el conjunto
de datos obtenidos fue procesado mediante el uso de métodos numéricos con el
software Anélisis Frontier Banxia a fin de determinar la eficiencia relativa a
diferentes concentraciones del Garcinia madruno y aplicar los criterios
establecidos por Farrell (1957), que permiten establecer la eficiencia productiva
como funcidn del uso més adecuado de los recursos que generan una mayor
produccion. En este proposito, el software emplea médulos de comparacion de los
diferentes tratamientos del experimento, colocando las entradas y las salidas para
su rendimiento. Asimismo, para la seleccién de dichas entradas y salidas se tomo
en consideracion los supuestos descritos por Dyson et al., (2001) que contemplan
que las mismas cubran toda la gama de recursos utilizados, capturen todos los
niveles de actividad y medidas de rendimiento, que el conjunto de factores sean
comunes a todas las unidades, las variaciones del entorno sean evaluadas y
consideradas, si es necesario, a fin de que el DEA brinde resultados adecuados,
que reflejen el comportamiento de las unidades comparadas (tratamientos).

Fase V: Documentacion y presentacion de resultados. En esta fase de la
investigacion se procedio al analisis de los resultados a fin de establecer las

conclusiones del tema en estudio.
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RESULTADOS DE LA INVESTIGACION

En esta etapa de la investigacion se presenta el desarrollo del esquema
metodologico propuesto en el capitulo anterior, empleando para ello los principios
cientificos de forma ordenada, a fin de evaluar la eficiencia del Garcinia madruno
como contribucion en la produccion efectiva de biomasa de Lactobacillus casei.
En ese mismo sentido, en primer lugar se exhibe la caracterizacion fisica, quimica
y microbioldgica del sustrato Garcinia madruno. Seguidamente, se muestra el
disefio de arreglo de tratamientos optimos de Hipercubo Latino escalable para el
proceso de produccion Lactobacillus casei. Posteriormente se optimiza via
simulacion las condiciones operativas del proceso de produccién del Lactobacillus
casei empleando como sustrato Garcinia madruno. Luego, se presenta la
determinacion de la eficiencia productiva, centrada en el uso correcto de
determinados recursos (entradas) con el fin de obtener con ellos la méaxima

produccion de biomasa de Lactobacillus casei (salida).

Caracterizacion fisica, quimica y microbioldgica del sustrato Garcinia

madruno.

El fruto de Garcinia madruno tiene forma ovoidea, con pericarpio cubierto
de espinas, no punzantes, de color amarillo verdoso a amarillo, cuando esta
maduro, posee una (1) a dos (2) semillas grandes, cubiertas por una pulpa blanca,
de sabor agridulce muy agradable. La masa del fruto maduro oscila de 30 a 60 g.
La pulpa tiene aproximadamente entre 70 a 80 % en masa de jugo que tiene una

densidad aproximada de 1,04 g/ml.

Asimismo, se determind el porcentaje de proteina por medio del método de
Kjeldahl (COVENIN 1195-80), el cual consistié en digerir las proteinas y otros
componentes organicos de la pulpa del fruto en una mezcla con &cido sulfarico en
presencia de catalizadores, permitiendo obtener un valor en porcentaje de 6,66
(ver tabla 15) que para el desarrollo del microorganismo es importante porque

interviene en la formacion de su pared celular.
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En igual forma, en la tabla que se muestra a continuacion se observan los
resultados de los andlisis quimicos y microbioldgicos realizados a la pulpa de
Garcinia madruno en el LITA (Laboratorio de Investigacion y Tecnologia de
Alimentos de la UNELLEZ) evidenciando caracteristicas importantes para el

desarrollo del microorganismo Lactobacillus casei.

Tabla 15. Caracterizacion quimica y microbiologica de la pulpa de
Garcinia madruno

N Minimo Méaximo Media Desv.
Tipica.

Acidez (%) 3 19,071 19,072 19,072 +0,000577
Aw (%) 3 0,996 0,999 0,998 +0,001528
SST (*Brix) 3 7,900 8,000 8 +0,057735
Cenizas (%) 3 2,059 2,060 2,06 +0,000577
Grasa (%) 3 1,480 1,490 1,49 +0,005774
Humedad (%) 3 89,400 89,440 89,42 +0,020000
pH 3 3,860 3,870 3,86 +0,005774
Proteina (%) 3 6,660 6,670 6,66 +0,005774
Materia seca (%) 3 11,610 11,615 11,61 +0,002887
Nitrégeno total (%) 3 2,32 2,33 2,33 +0,005774
Coliformes total (ufc) 3 0 0 0 0
Coliformes fecal (ufc) 3 0 0 0 0
N valido (segun lista) 3

N=Numero de repeticiones

En la tabla 15, se observa que la pulpa de Garcinia madruno empleada es
acida; con un valor de pH de 3,86 el cual se considera aceptable para realizar la
experimentacion, sin embargo al momento de ser introducida en el biorreactor se
le agrego hidroxido de sodio con la finalidad de acondicionar el sustrato y

aumentar el pH.
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Por su parte, el contenido de azucares totales reportd un valor un poco bajo
(8 ° Brix) comparado con el obtenido por Ruiz (2014), esta discrepancia puede
deberse en gran medida al nivel de incidencia de la luz solar, la condicion
geografica (altitud menor a 300 m sobre el nivel del mar) y la acidez de los suelos
propias de la zona del Alto Apure (Region Llanera Venezolana), no obstante la
cantidad presente se considera suficiente para contribuir con el desarrollo del

microorganismo.

El valor de la humedad presente en la pulpa utilizada es muy similar al
reportado por Chavez et al, (2012) en su investigacion en la Amazonia de Bolivia
(82,1 por ciento) y ligeramente mayor comparado con el indicado por Ruiz (2014)
en frutos procedentes de Espafia (71,9 por ciento), sin embargo esta diferencia en
cuanto a su contenido acuoso, podria deberse al lugar y las distintas condiciones
ambientales en el momento de recoleccion, como la disponibilidad de agua, luz
solar y la exposicion al viento, lo que contribuye a la desecacion de los frutos; en
tal sentido, este pardmetro ha demostrado que su valor depende en gran medida de
las condiciones climaticas y que su presencia en el sustrato favorece el
crecimiento del Lactobacillus casei, debido a que la mayoria de los
microorganismos necesitan gran cantidad de agua libre para desarrollar en mejor

condicion sus actividades.

Con respecto al contenido de cenizas el estudio mostré un valor cercano al
obtenido por Chavez et al, (2012), de lo que se puede inferir que al realizar el
andlisis de macro y microelementos, la pulpa presente algunos contenidos de
minerales (K, Na, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn, Zn) propios de los frutos de su especie

(Ozcan y Haciseferogullari, 2007).

Asimismo, el estudio mostro que el porcentaje de proteina es cercano a los
valores encontrados por Chavez et al, (2012), alto con respecto a los obtenidos por
Ruiz (2014) y muy altos para una fruta considerando que la literatura indica que
las mismas son deficientes de proteinas (0,2 — 1,3 %) (Kirk et al., 1996), pero

podria justificarse teniendo presente que para determinar la cantidad de proteinas
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a partir del contenido de nitrégeno, se utilizé el factor 6,25 que supone que
muchas de la proteinas contienen ciertos porcentajes de nitrégeno, aun cuando la
realidad es que, segun la naturaleza del producto, una fraccién considerable del
nitrégeno procede de otros componentes nitrogenados y tendria que determinar en

cada caso el factor que se debe emplear (Adrian et al., 2000).

En lo que respecta, a los analisis microbioldgicos realizados a la pulpa, no
se encontrd presencia coliformes totales, fecales y aerobios mesofilos, de lo que se
infiere que el proceso de despulpado se ejecutd siguiendo las normas de buenas

practicas de manufactura.

Disefio de arreglo de tratamientos éptimos de hipercubo latino escalable para
el proceso de produccion Lactobacillus casei.

En la tabla 16, se observa la matriz “D” de disefio de muestreo utilizada
para la recoleccion de la informacion y modelacion del proceso de produccién del
microorganismo Lactobacillus casei en forma efectiva. Asimismo, el arreglo esta
formado por dos repeticiones para cada tratamiento, a fin de detectar los efectos
asociados o cambios significativos en las respectivas respuestas tecnoldgicas

medidas.

En relacion con este dltimo, el crecimiento del Lactobacillus casei se
puede ver afectado por diferentes factores, tanto nutricionales como fisicos
(medioambientales) entre los que se encuentran los niveles de sustrato (fuentes de
carbono y nitrégeno), el tipo de fermentacién, el pH, la temperatura, la formacion

de subproductos, entre otros.
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Tabla 16. Matriz de disefio de tratamientos y respuestas tecnoldgicas medidas

para concentracion de biomasa, concentracion de etanol y sélidos solubles totales:
Disefio Hipercubo Latino

Factores Experimentales Respuesta
N°Trat. Y1 Y2 13
X1 pH X2°T(°C) | X3%sustrato | X4 %lactosa [5agitacion RPI6 Aereacion cfy X7 Tiempo (h)

Ufe/ml Etanol *Brix

1 48 36 n 16 26 22 83 1176407 2717 8757
2 46 3 8 19 261 14 V) 1,27E+08 1,668 8,948
3 48 EX] 74 n 26 2 1 T19E407 1,976 8,491
4 44 37 8 u 37 15 14 214408 1,162 9,102
5 49 R 81 n 267 18 91 3,19E+07 2133 8,38
6 53 3 83 A 04 19 V] 1,08E+08 1612 8738
1 54 3 90 15 13 14 V) 123408 1,587 919
8 5 3 8 A 192 12 98 1,34E+08 1213 7532
9 49 3B 5 16 25 16 1 1,30E+08 231 9,379
10 46 3 8 3 254 16 10 5,89E+07 1337 7764
1 48 3 £ 1 24 18 2 5,50£407 177 889
0 43 3 7 u 255 2 V] 1,19E+08 1,693 8,863
13 51 3 88 2 263 15 1 1,17E+08 1,747 8907
14 48 37 80 15 25 19 3 1,30E+08 1818 9,685
15 52 34 83 19 240 19 1 9,03E+07 1791 9,031
16 48 38 75 17 235 15 92 858E407 2298 8,769
1 49 3 81 1 258 16 i 4,90E407 1825 8693
18 45 k7 8 19 29 16 1 1,11£+08 1553 8332
19 49 3 i 2 28 21 1 1,07E+08 1,799 8876
0 49 3 7 3 17 16 il 1,46E+08 1,855 8731
il 48 3% 86 n 25 19 1 8,36E+07 147 8,622
n 53 3 7 16 205 23 93 5,86E+06 2128 8978
3 53 3 78 7 236 17 1 1,46E+08 1844 8543
pl} 5 37 8 3 26 15 96 5,85E407 21% 895
) 47 3% 86 16 226 21 3 9,23+07 1381 9,345
2 51 30 8 25 236 16 12 1,35E+08 1,264 8,086
] 51 37 7 18 201 19 86 6,21£407 2302 8727
28 52 3 7 20 265 17 99 8 80E+07 230 8765

Por su parte en lo que respecta al crecimiento microbiano en la Figura 8, se

observo que al comparar los tratamientos 1, 3, 9y 16 en funcion a los parametros
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maxima concentracion de biomasa y tiempo maximo en alcanzar la misma, existe
evidencia significativa de que el tratamiento 9 (75 por ciento de sustrato
enriquecido con 16 por ciento de lactosa), es el que presenta mayor cantidad de
biomasa al ubicarse en un valor de 1,30 x 10® Ufc/ml, la cual fue lograda en un

tiempo de 6 h.

Asimismo, se pudo apreciar que para dicho tratamiento, la fase de
adaptacion se ubico entre la hora 0 y 2, para luego pasar a la fase de crecimiento
exponencial entre la hora 2 y 6 a fin de dar inicio a las actividades metabolicas
captando enseguida los nutrientes presentes en el Garcinia madruno, asi como el
oxigeno necesario para su reproduccion, a su vez entre la hora 6 y 7 se inicia la
fase estacionaria; en la hora 7 comenz0 la fase de declive que se prolongé hasta la
hora 12, en la misma el microorganismo consumié en su totalidad todos los

nutrientes presentes en el proceso de reproduccion de biomasa.

ufc/ml

1,40E+08
1,20E+08
1,00E+08

8,00E+07 —&—tratamiento 1

ufc/ml

6,00E+07 tratamiento 3

tratamiento 9

4,00E+07 tratamiento 16

2,00E+07

000400 0_—._/_._0"\*_‘\*_’_‘

0 2 4 6 8 10 12 14
t(h)

Figura 8. Concentracion de Biomasa de Lactobacillus casei (Ufc/ml) con
Garcinia madruno vs. Tiempo (h) para los tratamientos 1, 3,9y 16.

De igual manera en la Figura 9, se observa que al comparar los
tratamientos 22, 28, 27 y 12 en funcidn a los parametros maxima concentracion de
biomasa y tiempo méaximo en alcanzar la misma, que existe evidencia

significativa de que el tratamiento 12 (77 por ciento de sustrato enriquecido con
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24 por ciento de lactosa), es el que presenta mayor cantidad de biomasa al
ubicarse en 1,19 x 10° Ufc/ml, la cual fue lograda en un tiempo de 7 h.

Adicionalmente, se pudo apreciar que, la fase de adaptacion se ubico entre
la hora 0 y 3, para dar paso a la fase de crecimiento exponencial, entre la hora 3 'y
7, a fin de dar inicio a las actividades metabolicas captando enseguida los
nutrientes presentes en el Garcinia madruno, asi como el oxigeno necesario para
su reproduccion; a su vez entre la hora 7 y 7,5 se inicia la fase estacionaria, donde
se presencid ausencia del crecimiento por agotamiento de nutrientes y
acumulacion de sustancias toxicas. Posteriormente, en la hora 7,5 comenzo la fase
de declive que se prolong6 hasta la hora 12, en la misma el microorganismo
consumi6 en su totalidad todos los nutrientes presentes en el proceso de

reproduccion de biomasa.

ufc/ml

1,40E+08
1,20E+08
1,00E+08

8,00E+07 —&— tratamiento 22

ufc/ml

6,00E+07 tratamiento 28

tratamiento 27
4,00E+07

tratamiento 12
2,00E+07
0,00E+00

t(h)

Figura 9. Concentracion de Biomasa de Lactobacillus casei (Ufc/ml) con

Garcinia madruno vs. Tiempo (h) para los tratamientos 12, 22, 27 y 28.

Asimismo, en la Figura 10, se muestra que al comparar los tratamientos
18, 19, 20 y 23 en funcidn a los parametros maxima concentracion de biomasa y

tiempo méaximo en alcanzar la misma, el tratamiento 23 (78 por ciento de sustrato
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enriquecido con 27 por ciento de lactosa), es el que presenta mayor produccion de
biomasa al situarse en 1,47 x 10% Ufc/ml, la cual fue lograda en un tiempo de 8 h.

Ademas, se observa con certeza que para dicho tratamiento, la fase de
adaptacion se ubico entre la hora 0 y 2, para luego pasar a la fase de crecimiento
exponencial entre la hora 2 y 8 a fin de dar inicio a las actividades metabolicas
captando enseguida los nutrientes presentes en el Garcinia madruno, asi como el
oxigeno necesario para su reproduccion, a su vez entre la hora 8 y 8,5 se inicia la
fase estacionaria; en la hora 8,5 comenzd la fase de declive que se prolongé hasta
la hora 12, en la misma el microorganismo consumié en su totalidad todos los

nutrientes presentes en el proceso de reproduccion de biomasa.

ufc/ml

1,60E+08
1,40E+08

1,200408

&
1,00E+08 /
,/ —4— tratamiento 19
8,00E+07 \
™ tratamiento 20
6,00E+07 / \ tratamiento 23

4 00E+07 / R tratamiento 18

ufc/ml

2,00E+07 =

0,00E+00

Figura 10. Concentracién de Biomasa de Lactobacillus casei (Ufc/ml) con

Garcinia madruno vs. Tiempo (h) para los tratamientos 18, 19, 20 y 23.

En igual forma, en la Figura 11, se muestra que al comparar los
tratamientos 5, 11, 14 y 17 en funcion a los pardmetros maxima concentracion de
biomasa y tiempo méaximo en alcanzar la misma, el tratamiento 14 (80 por ciento

de sustrato enriquecido con 15 por ciento de lactosa), es el que presenta mayor
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produccion de biomasa al situarse en 1,30 x 10° Ufc/ml, la cual fue lograda en un
tiempo de 7 h.

Ademas, se observa con certeza que para dicho tratamiento, la fase de
adaptacion se ubico entre la hora 0 y 2, para luego pasar a la fase de crecimiento
exponencial entre la hora 2 y 7 a fin de dar inicio a las actividades metabolicas
captando enseguida los nutrientes presentes en el Garcinia madruno, asi como el
oxigeno necesario para su reproduccion, a su vez entre la hora 7 y 8 se inicia la
fase estacionaria; en la hora 8 se da comienzo a la fase de declive que se prolongo
hasta la hora 12, en la misma el microorganismo consumié en su totalidad todos

los nutrientes presentes en el proceso de reproduccién de biomasa.

ufc/ml
1,40F+08
1,20E+08
1,00E+08
= 8,00E+07 —&— tratamiento 11
.
ug £ 0EL07 tratamiento 14
tratamiento 17
4,00E+07 tratamiento 5
‘v
2,00E+07 _‘_/OJ/
0,00E+00 ¥
0 2 4 6 8 10 12 14
t(h)

Figura 11. Concentracién de Biomasa de Lactobacillus casei (Ufc/ml) con

Garcinia madruno vs. Tiempo (h) para los tratamientos 5, 11, 14 y 17.

Igualmente, en la Figura 12, se muestra que al comparar los tratamientos 4,
8, 24 y 26 en funcidon a los pardmetros maxima concentracion de biomasa y

tiempo maximo en alcanzar la misma, el tratamiento 4 (83 por ciento de sustrato
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enriquecido con 24 porciento de lactosa), es el que presenta mayor produccion de
biomasa al situarse en 2,14 x 10% Ufc/ml, la cual fue lograda en un tiempo de 7 h.

Ademas, se observa con certeza que para dicho tratamiento, la fase de
adaptacion se ubico entre la hora 0 y 2, para luego pasar a la fase de crecimiento
exponencial entre la hora 2 y 7 a fin de dar inicio a las actividades metabdlicas
captando enseguida los nutrientes presentes en el Garcinia madruno, asi como el
oxigeno necesario para su reproduccion, a su vez entre la hora 7 y 8 se inicia la
fase estacionaria; en la hora 8 se da comienzo a la fase de declive que se prolongo
hasta la hora 12, en la misma el microorganismo consumié en su totalidad todos

los nutrientes presentes en el proceso de reproduccién de biomasa.

ufc/ml
2,50E+08
2,00E+08
1,50E+08
E _— —4—tratamiento 26
) e N
= ” tratamiento 24
1,00E+08 y & _
/ o tratamiento 4
v tratamiento 8
5,00E+07 /
0,00E+00
0 2 4 6 8 10 12 14
t(h)

Figura 12. Concentracién de Biomasa de Lactobacillus casei (Ufc/ml) con

Garcinia madruno vs. Tiempo (h) para los tratamientos 4, 8, 24 y 26.

Igualmente, en lo que respecta al crecimiento microbiano en la Figura 13,
se observo que al comparar los tratamientos 2, 6, 10 y 15 en funcion a los
parametros maxima concentracion de biomasa y tiempo maximo en alcanzar la
misma, existe evidencia significativa de que el tratamiento 2 (84 por ciento de

sustrato enriquecido con 19 por ciento de lactosa), es el que presenta mayor
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cantidad de biomasa al ubicarse en 1,27 x 10° Ufc/ml, la cual fue lograda en un
tiempo de 7 h.

Asimismo, se pudo apreciar que para dicho tratamiento, la fase de
adaptacion se ubico entre la hora 0 y 2, para luego pasar a la fase de crecimiento
exponencial entre la hora 2 y 7 a fin de dar inicio a las actividades metabolicas
captando enseguida los nutrientes presentes en el Garcinia madruno, asi como el
oxigeno suministrado necesario para su reproduccion, a su vez entre lahora 7y 8
se inicia la fase estacionaria; en la hora 8 comenzo la fase de declive que se
prolongé hasta la hora 12, en la misma el microorganismo consumié en su

totalidad todos los nutrientes presentes en el proceso de reproduccién de biomasa.

ufc/ml

1,40E+08

1,20E+08

1,00E+08 \

E BO0Er07 \ —4—tratamiento 6
=
= cooesor / N tratamiento 15
/ \ tratamiento 2
4,00E+07 i

tratamiento 10

2,00E+07 [ ~‘/

0,00E+00

Figura 13. Concentracién de Biomasa de Lactobacillus casei (Ufc/ml) con

Garcinia madruno vs. Tiempo (h) para los tratamientos 2, 6, 10 y 15.

Adicionalmente, en la Figura 14, se muestra que al comparar los
tratamientos 7, 13, 21 y 25 en funcion a los pardmetros maxima concentracion de
biomasa y tiempo méaximo en alcanzar la misma, el tratamiento 7 (90 por ciento

de sustrato enriquecido con 15 por ciento de lactosa), es el que presenta mayor
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produccion de biomasa al situarse en 1,23 x 10° Ufc/ml, la cual fue lograda en un
tiempo de 9 h.

Ademas, se observa con certeza que para dicho tratamiento, la fase de
adaptacion se ubico entre la hora 0 y 2, para luego pasar a la fase de crecimiento
exponencial entre la hora 2 y 9 a fin de dar inicio a las actividades metabolicas
captando enseguida los nutrientes presentes en el Garcinia madruno, asi como el
oxigeno necesario para su reproduccion, a su vez entre la hora 9 y 10 se inicia la
fase estacionaria; en la hora 10 se da comienzo a la fase de declive que se
prolongé hasta la hora 12, en la misma el microorganismo consumid en su

totalidad todos los nutrientes presentes en el proceso de reproduccién de biomasa.

ufc/ml

1,40E+08
1,20E+08
1,00E+08

8,00E+07 —+—tratamiento 21

ufc/ml

6,00E+07 tratamiento 25

tratamiento13

.-\. tratamiento 7

4,00E+07 Ry
2,00E+07
0,00E+00

t(h)

Figura 14. Concentracién de Biomasa de Lactobacillus casei (Ufc/ml) con
Garcinia madruno vs. Tiempo (h) para los tratamientos 7, 13, 21 y 25.

En lineas generales el comportamiento de la biomasa evidencid que la
pulpa de Garcinia madruno enriquecida con lactosa, puede ser considerada un
excelente medio de cultivo para el Lactobacillus casei, debido a que permite

suplir sus requerimientos nutricionales, proporcionando grandes ventajas en
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cuanto a costos, al emplear un sustrato no convencional poco explotado a nivel
industrial, econébmico y que puede llegar a generar un elevado crecimiento
microbiano de 2,14 x 10% Ufc/ml. En este propésito, la composicién nutricional
que presenta el Garcinia madruno, lo potencian como un sustrato apto para el
desarrollo eficiente de dicho microorganismo, lo cual se debe en gran parte a su
riqueza en minerales, azUcares (fructosa) y proteinas que favorecen la formacion
de la pared celular del Lactobacillus casei, permitiéndole de esta forma ser tan

efectivo como un medio convencional.

Optimizacion via simulacién las condiciones operativas del proceso de
produccién del Lactobacillus casei empleando como sustrato Garcinia
madruno.

Para el modelamiento (ajuste de parametros de un modelo para cada
respuesta) se utilizé andlisis de regresion lineal multidimensional Screening para
cada respuesta, con el mddulo Screening del software SAS JMP 8, aplicando
andlisis de minimos cuadrados ordinarios matricial estandar (m.c.0.m.), creando y
ortogonalizando la matriz “X” de disefio poblacional con regresion Ridge, en la
busqueda de diagnosticar que términos del modelo lineal aditivo de alto orden son
los més importantes en explicar cada respuesta. Finalizando con la modelacion

definitiva y optimizacion operativa del proceso.

En lo siguiente, se muestra, una visualizacion de la bondad de ajuste de los

datos a modelos lineales aditivos cuadraticos, del tipo:
Y=L +35L8iX; +>L BijXiX; +>548iX5 +< (4

En ese mismo sentido, el modelo para 07 (siete) factores experimentales,
tendré la siguiente estructura (treinta y seis coeficientes regresores y un término

independiente fy:

Yi= fo+ BiXe + BoXo + PaXa + BaXa+ PsXst PeXet BrX7 + fraXa + PrXi
+ PasXa® + PuXs® + PssXs® + PesXe® + PriXs’+ PraXoXo +
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P13X1 X3 + P1aX1 Xy + B15X1 X5 + f16X1 X6 + f17X1X7 + f23XoX3 + fosXoXst
PosXoXst BosXoXet forXoX7+ B3aXaXat PasXaXs+ BX3Xet+ farXsX7+ BasXaXst
PasXaXet+ ParXaX7+ PssXsXet P57XsX7 + PerXeX7 +f1234567X1X2X3X4 X5 Xe X7 +
&i. (5)

Una vez ajustado los modelos (uno para cada respuesta), se comprobd sus

supuestos basicos de los errores de prediccion: ei~NID(0,67).

1. Normalidad: los datos obtenidos en cada nivel del factor se ajustaron

razonablemente a una distribuciéon Normal de Gauss.

2. Homocedasticidad: la variabilidad de los datos en cada nivel del factor es

similar (contraste de igualdad de varianzas)

3. Linealidad: los residuos (diferencia de los datos a su media, en cada nivel del

factor) se distribuyen alrededor del cero (grafico de residuos).

4. Independencia: las observaciones se realizaron de forma independiente unas de
otras

Asimismo se comprobaron los supuestos basicos, se realizd un analisis
screening, para modelacion lineal aditiva de alto orden, que utiliza regresion de
maxima verosimilitud, que agrega términos de interacciones de alto orden

posibles al modelo.

En las figuras 15, 16 y 17, se visualizan los términos importantes en el

modelo (términos destacados en franja oscura).
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¥ Screening
¥| ™ Screening for Ufc A
¥| Contrasts

Individual Simultaneous
T Contrast Lenth t-Ratio p-Value p-Value
20604452 2346 =,0001* =,0001*

20146618 | 15,97 =,0001* =,0001*

-18125467 | -14,36 =,0001* =,0001*

12448267 | 986  =0001* 0,0001*

-T474746 i:_ -5,92 0,0003* 0,0041*

-7586732 L -6,01 0,0003* 0,0037*

6381323 _’] 5,06 0,0008* 0,0118*

X7 Tiempo de fe Tiempo de ferm 2661938 * _ 211 0,0476* 0,5672

X7 Tiempo de ferm*X4 %lactosa 2024046 * L] 1,60 01164 0,8960

X4 %lactosa*X4 Ylactosa -1869063 * -1,48 0,1424 0,9450

X7 Tiempo d -1174918  * [ -0,93 0,3362 1,0000

X4 % i -3204384 ¢ il 254 00218* 0,3227

ion acion 4585788 * _:| 3,63 0,0050* 0,0759

X7 Tiempo de ferm*X2 °T 1960675 * i 155 01270 09174

X4 %lactosa*X2 °T -186123 * -0,15 0,8825 1,0000

X6 Aereacion®™x2 °T 47525 * 004 09710 1,0000

X2 T2 °T 470644 * 0,37 0,7201 1,0000

X7 Tiempo de ferm*X3 %sustrato -27834 ¢ -0,02 0,9828 1,0000

¥4 %lactosa*™ 3 Ysustrato 743692 * 059 05724 1,0000

X6 Aereacion*X3 %sustrato 390685 * 0,32 0,7601 1,0000

X2 "T*X3 %sustrato -840078 * -0,67 05184 1,0000

<

Figura 15. Contraste para la respuesta Y;: Concentracion de biomasa

En la figura 15, se observa el analisis screening para la variable
concentracion de biomasa (Ufc/ml), indicando que los Unicos términos que no son
capaces de explicar la variabilidad de la respuesta cantidad de biomasa debido a
su nivel de significancia, son: X7Xa, Xa?, X7Xs X7Xa XaXa XeXo Xo?, X7Xs,
XyX3, XXz X2X3, por lo que el modelo suficiente para la variable respuesta Y,

(concentracion de biomasa), contiene la siguiente estructura:
Y1= f(X7, X4, Xo, X2, X3, X5, X1, X7 XaXs, X67)  (6)

En la figura 16, que se muestra a continuacion para la variable
concentracion de etanol (g/l), se observa que los términos que no son capaces de
explicar la variabilidad de la respuesta debido a su nivel de significancia son: X7,
X7 X3, Xa%, X7Xs, XaXs, X7 X1, XaX1, XsX1 X12 X7Xa X3Xa XsXa X1 X, por lo que
el modelo suficiente para la variable respuesta Y, (concentracion de etanol),

contiene la siguiente estructura:

Y2= f(X7, X3, X5, Xl, Xzy Xey X4, X52) (7)

Eficiencia del Garcinia madruno como sustrato en la produccién efectiva
de biomasa de Lactobacillus casei



Capitulo IV

¥| Contrasts

* Screening for Etanol

Contrast
-0,278253
-0,172686

0,149844

0,115526

0,135002

0,066640
-0,058020

X7 Tiempo de ferm*X7 Tiempo de ferm  0,006051

X7 Tiempo de ferm*X3 %sustrato -0,008274
%3 Ysustrato*®3 %sustrato 0,000799
X7 Tiempo de ferm*X5 agitacion 0,002733
X3 %sustrato*®5 agitacion -0,010305
X5 agitacion 0,020477
X7 Tiempo de ferm*X1 pH -0,015056
X3 %sustrato*®1 pH 0,003413
X5 agitacion*X1 pH 0,007785
X1 pH*X1 pH 0,010920
X7 Tiempo de ferm*X2 °T 0,006650
X3 %sustrato™ 2 °T -0,002552
X5 agitacion*X2 °T 0,000435
K1 pH™X2 °T -0,012944

Lenth t-Ratio
30,76
-19,09
16,57
12,77
14,93

7,37
5,41
0,67
0,91
0,00
0,30
1,14
2,26
-1,66
0,38
0,36
1,21
0,74
0,28
0,05
1,43

Individual Simultaneous

p-Value
=,0001*
=,0001%
=,0001%
=,0001*
=,0001*
0,0002*
0,0003*
0,4956
0,3518
0,0290
0,7701
0,2506
0,0373°
0,1054
0,7196
0,3796
02273
0,4505
0,7862
0,9611
0,1578

p-Value
=0001*
=0001*
=0001*
=0001*
=0001*
0,0011*
0,0029*
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,9984
0,4555
0,8561
1,0000
1,0000
0,9951
1,0000
1,0000
1,0000
0,9589

Figura 16. Contraste para la respuesta Y,: Concentracién de etanol

En la figura 17, que se muestra a continuacion para el caso de Solidos

solubles totales (°Brix), los Unicos términos que no son capaces de explicar el
modelo son: X3, Xzz, X72, X7X1, X12, XzXG, X7X6, X1X6, XGZ, X2X4Y X7X4V X1X4y,

XeXa, por lo que contiene la siguiente estructura:

Ys= f(X2, X7, X1, Xe, X4, X5, XoX7, X2X1) (8)

Eficiencia del Garcinia madruno como sustrato en la produccién efectiva
de biomasa de Lactobacillus casei
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" ™ Screening for “Brix
¥ Contrasts
Individual Simultaneous
Term Contrast Lenth t-Ratioc  p-Value p-Value
0312722 | ! 31,74 =0001* =0001*
iempo de ferm 0181914 | 1847 =0001* =0001*
0,150369 | 1526  =0001* =0001*
0,154564 | 1569  =0001* = 0001*
-0,106190 | 1078 =0001% 0,0002*
X5 agitacion 0,082433 J 837 =0001* 0,0004*
X3 %sustrato -0,007537 077 04244 1,0000
K2 °T*X2 0012837 * ] 130 01902 0,9855
iempo de ferm 0041548 * :| 422 00013* 0,0327*
X7 Tiempo de ferm*X7 Tiempo de ferm  -0,003976  * J -040 06880 1,0000
-0023310 * 237 00322 0,4080
X7 Tiempo de ferm*xX1 pH -0,013958 * [ -142 01583 0,9651
K1 pH*X1 pH 0010347 * 105 02348 0,9996
X2 "T*XB Aereacion -0,004025 * -041 06848 1,0000
X7 Tiempo de ferm*XG Aereacion -0,006586 * -067 04863 1,0000
X1 pH*X6 Aereacion 0000315 * 0,03 09761 1,0000
X6 Aereacion*X6 Aereacion 0010046 * ] 111 02590 0,9988
K2 "T*X4 %lactosa 0002074 * 021 08323 1,0000
X7 Tiempo de ferm*X4 %lactosa -0,007550 * 077 04234 1,0000
K1 pH*X4 %lactosa -0,003305 * -040 06935 1,0000
XB Aereacion*X4 %lactosa -0,008911  * -090 03478 1,0000 w
>

Figura 17. Contraste para la respuesta Y3: Sélidos solubles totales

Sobre la base de las consideraciones anteriores (analisis screening), se
ajusto el conjunto de modelos (metamodelo) que emulan el proceso de produccion
del Lactobacillus casei empleando como sustrato Garcinia madruno enriquecido
con lactosa. Tomando cada modelo de los resultados anteriores, en las figuras 18,
19 y 20, se muestran los modelos y la significancia estadistica para cada término
del modelo, que se utilizd en el proceso de optimizacion via simulacion, bajo las
restricciones de calidad de las respuestas establecidas, es decir se resuelve
iterativamente e interactivamente el conjunto de modelos en forma simultanea,
bajo las siguientes condiciones: Maximizar la concentracion de biomasa, los
Solidos solubles totales (°Brix) Target (indica “valor especificado es mejor”) y

Minimizar la concentracion de etanol.

Eficiencia del Garcinia madruno como sustrato en la produccion efectiva ey
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¥ Parameter Estimates

Term Estimate StdError tRatio Prob[f
Intercapt -1.905e+8 30079128 487 00001
X7 Tiempo d ferm 2008555 7738791 3232 <0001
Jd Yelactosa GT216615 2384344 2400 <0001
6 Aereacion 7440043 3796480 -2328 <0001
QT 7143038 500857 1297 <Q00F
13 Yhsustrato -J166288 2602383 1176 <0001
15 aqitacion 470349 4630547 751 <0001
X H 20800431 300452 801 <0001
(X7 Tiempo de ferm-10 9881)*(X7 Tiempo deferm-10 9881) 167930 5238304 032 (7524
(X4 %lactosa-19 1415)"(46 Aereacion-1,74047) 037 136042 -2 (0317
(X6 Aereacion-1,74047)*(X8 Aereacion-1,74047) 14508772 12248387 608 <0001

Figura 18. Modelo para la respuesta Y;: Concentracion de biomasa

¥ Parameter Estimates

Term Estimate StdError tRatio Probxf
Intercept {86539 0303725 -226 0037
X7 Tiempo de farm 102782 000699 -1470 <0001*
X3 %sustrato 037356 000201 1778 <0001
X5 agitacion 00074087 0000414 1790 <0001*
X1 H 05093005 0027184 1873 <0001
2T 00826544 0003435 1824 <(00f*
X6 Agreacion 02683232 002772 968 <0001
X4 %lactosa Q015197 0001744 871 <0001
(X5 agitacion-242 139)°(15 agitacion-242.139) 00000853 17135 381 0002

Figura 19. Modelo para la respuesta Y,: Concentracion de etanol

Eficiencia del Garcinia madruno como sustrato en la produccién efectiva
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¥ Parameter Estimates

Term Estimate Std Error tRatio Prob/f
Intercept -1.305e+8 39079128 487 00001
A7 Tiempo de ferm H008555 T80 3232 <0001
4 Shlactosa GT215515 2384344 2400 <0001*
(6 Aereacion J7440043 3750480 2328 < 0001°
QT 11435358 5500857 1297 «0001"
13 Shsustrato -J166288 2692383 1176 <0001*
15 agitacion 470349 4630547 -7A1 <0001°
i H 20800431 3990482 801 «0001°
(K7 Tiempo de ferm-10 9881)°(17 Tiempo de ferm-10.9881) 167930 5238304 032 07524
(X4 %lactosa-19, 1415]*(X6 Aereacion-174047) 03B 136042 23 00T
(X6 Aereacion-174047)"(XG Aereacion-1 74047) T4R087T2 12246357 608 <0001"

Figura 20. Modelo para la respuesta Y3: Solidos solubles totales

Las figuras 21, 22 y 23 muestran que los valores medidos son muy
similares a los predichos por los modelos ajustados con minimos cuadrados
ordinarios matricial, con la metodologia Screening SAS JMP (Sustitucion
forward), mas el alto valor del coeficiente de regresion (RSq) que se ubica por el
orden del 99 por ciento, indican que los modelos son de excelente bondad de
ajuste; esto, estima que es valido su empleo para optimizar operativamente el
proceso de produccion del Lactobacillus casei empleando como sustrato Garcinia

madruno enriquecido con lactosa.
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ﬁ Response Ufc
¥| Actual by Predicted Plot

o
200000000 et
P
: s
= 150000000 - e
= i /
= 1000000004 ... ... % S
5 -
b - a
7
50000000 L
1
A
0 If ! | ! | ! | ! |
0 50000000 150000000
Ufc Predicted P<.0001
RSq=0,99 RMSE=4 5&+6

\ Analysis of Variance

Sum of
Source DF  Squares MeanSquare FRatio
Hodel 10 5A017e+16  HA02e+15 2719130
Emor 17 34397e+14 20238413 ProbsF
C. Total 21 55361e+16 <0007

Figura 21. Valores medidos vs valores predichos, para la visualizacion de la
bondad de ajuste del modelo para biomasa bajo disefio Hipercubo Latino.
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¥ = Response Etanol
¥ Actual by Predicted Plot
2,5+ _-,:_*'"}".
E 24 _#:f"f
E [ f._,i"‘ ..................
i 1,5 ;er-
i -.;;r.:,:’f"
14+ T L T U T U
1 1,5 2 25 3
Etanol Predicted P=0001
RSqg=1,00 RMSE=0,0344
¥ Summary of Fit
R=Square 0,995288
RSquare Ad) 0,993303
Root Mean Square Error 003441
Mean of Response 1,837265
CObsemnvations (or Sum Wats) 28

Figura 22. Valores medidos vs valores predichos, para la visualizacion de la

bondad de ajuste del modelo para etanol bajo disefio Hipercubo Latino.

de biomasa de Lactobacillus casei
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[~ Response °Brix

¥ Actual by Predicted Plot
9,5- A
1 e
_ e
E <9 }f—rr"'.
E e . é-';"* .............
Rt E.E_ ___.l""-.
ﬂla -1 _'.-'?::-.:--
5 I
- __-_-'?'.-:":'
754=— | ' | ' | ' |
7.5 g 35 g 9.5
“Brix Predicted P<=.0001
RSq=099 RMSE=0,0398

";‘[ Summary of Fit

RSquare 0,994588
RSquare Adj 0,992309
Root Mean Square Error 0,039319
Mean of Response 3, 752709
Cbservations (or Sum Wagts) 23

Figura 23. Valores medidos vs valores predichos, para la visualizacion de la

bondad de ajuste del modelo para sélidos totales bajo disefio Hipercubo Latino.
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¥ ' Prediction Profiler

< 300000000+
@5 ]
gan
5 @ & 200000000
o 4

o+
1000000004

kR

Etanol
2,559675

+0,148233

Desirability
0,952067

5371171
X1 pH
Random  w

38,486573
2°T
Random  w

=

72 167502
0
Yhsustrato

Random  «

1758

X4 Ylactosa

Random  «

agitacion
Random  «

X6
Aereacion
Random  «

1234823
X7 Tiempo
de ferm
Random

Normal

Al Al

| Mormal

| Mormal

| Mormal

Al

v Normal

v Normal

i

Normal

v

Desirability

{Mean 123482
WMean| 537117 SD | 189629

3D | 022384

WMean | 38,4866
3D | 166123

WMean| 721675
3D | 347092

Mean
3D

1758
323076

WMean| 275104
3D | 165927

WMean | 1,16556
3D

022452
1

Figura 24. Optimizacion operativa bajo el disefio Hipercubo Latino.

Asimismo, en la figura 24 se muestra el enfoque de la funcion de
deseabilidad (funcion de conveniencia o funcion utilitaria de trasferencia) de
Derringer y Suich (1980) y Derringer (1994), que representa uno de los métodos
mas utilizados en la industria para la optimizacion de procesos con mdltiples
respuestas o caracteristicas de calidad. Se basa en la idea de que la "calidad
global™ de un producto o proceso que tiene varias caracteristicas de calidad (Yi),
que con solo una de ellas fuera de unos limites "deseados", el producto o proceso

es no conforme.

Hecha la observacion anterior, los resultados de la simulacion expresados
en la interfaz anterior, indican que con una mezcla de 72,17 por ciento de
Garcinia madruno enriquecido con lactosa al 17,58 por ciento, manteniendo la
temperatura en el biorreactor en 38,49 °C y garantizando una velocidad de

Eficiencia del Garcinia madruno como sustrato en la produccién efectiva
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agitacion 275,104 rpm, una aireacion de 1,17 cfm, un pH de 5,37 y con un tiempo
de fermentacion de 12,35 horas es posible obtener una cantidad de biomasa de
2,28 x 10® Ufc/ml; con la ubicacion de los sélidos solubles totales en 9,80 © Brix;

y un contenido de etanol de 2,56 g/I.

Determinacion de la eficiencia productiva empleando el método no
paramétrico DEA (Data envelopment analysis).

Para determinar la eficiencia productiva del proceso se consideraron los
criterios propuestos por Farrell (1957), que centran su atencién en la utilizacion
mas adecuada de los recursos (mayor produccién de biomasa de Lactobacillus
casei) con el fin de obtener la mayor produccion (biomasa de Lactobacillus casei)
del conjunto de muestras objeto de estudio (tratamientos), para ello se empled el
software Analisis Frontier Banxia a fin de cuantificar las eficiencias relativas de
los 28 tratamientos y comparar las que presentaron mejor comportamiento, de
forma de obtener el tratamiento que esta aprovechando de manera adecuada los

recursos (insumos) y que permite incrementar la produccion del microorganismo.

En ese sentido la figura 25, muestra el diagrama de proceso del sistema
simulado utilizando DEA CCR, el cual trata de minimizar las entradas para
producir las mismas salidas. Con este propésito, las entradas y salida fueron
seleccionadas tomando en consideracion los criterios descritos por Rescala et al.,
(2012), que se enfocan en incrementar la capacidad del DEA para discriminar y
por ende ponderar las unidades, cuando las mismas (tratamientos) son superiores
al doble del producto del nimero de entradas por el nimero de salidas y su grado
de correlacion es bajo, a fin de evitar que existan factores comunes que no
permitan explicar el total de la informacion. En consecuencia, se seleccionaron
como entradas las variables concentracion de sustrato, concentracion de lactosa y
tiempo maximo de fermentacién debido a que son las que mejor simulan el

proceso y como salida la concentracion de biomasa Lactobacillus casei (Ufc/ml).

Eficiencia del Garcinia madruno como sustrato en la produccién efectiva
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* * s

= M3 %hsustrato >| ¥4 Ylactosa >| = X7 Tiempo de ferm >|

| | |
v

= Process

- Ufcfmil =] J

Figura 25. Diagrama de Procesos del Sistema Simulado.

En las Figuras 26, 27 y 28 se observan los valores de eficiencia relativa
para los tratamientos agrupados en tres corridas experimentales, con conjuntos
cuyo numero de DMU no supera los 12 tratamientos, debido a que el Analisis
Frontier Banxia es un software de prueba y no permite un nimero mayor de
unidades, en tal sentido los tratamientos que experimentan la mejor eficiencia
relativa son el 4, 14, 20, 25 y 26. Hecha la observacion anterior, es posible afirmar
que la herramienta DEA es una alternativa que permite tomar decisiones acertadas
al momento de optimizar la utilizacion de los recursos contribuyendo en un area

tan compleja como es la produccién de microorganismos.

Eficiencia del Garcinia madruno como sustrato en la produccién efectiva [i0[0]
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Units Comparison 1

Unit name Score Efficient
fratamiento 1 9,3%
tratamiento 10 38,6%
tratamiento 11 56,2%
tratamiento 12 64,9%
tratamiento 2 15,1%
tratamiento 3 42,8%
tratamiento 4 100,0% vy
fratamiento 3 2.5%
tratamiento 6 58,8%
tratamiento 7 91,8%
tratamiento 8 89,8%
tratamiento 9 91,4%

Figura 26. Comparacion de la Eficiencia para los tratamientos 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,

9,10, 11y 12.
Units Comparison 1

Unit name Score Efficient
tratamiento 13 82,1%
tratamiento 14 100,0% v
tratamiento 15 6,5%
tratamiento 16 75,2%
tratamiento 17 51,4%
tratamiento 18 84,5%
tratamiento 19 75,0%
tratamiento 20 100,0% o
tratamiento 21 60,2%
tratamiento 22 5,3%
tratamiento 23 100,0% o
tratamiento 24 56,3%

Figura 27. Comparacion de la Eficiencia para los tratamientos 13, 14,15,16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23y 24.

Eficiencia del Garcinia madruno como sustrato en la produccién efectiva BlokE
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Units Comparison 1
Unit name Score Efficient
tratamiento 25 100,0% vy
Iratamiento 26 100,0% vy

tratamiento 27 61,3% {

Figura 28. Comparacion de la Eficiencia para los tratamientos 25, 26, 27 y 28.

En la figura 29 se observa que la maxima eficiencia del sistema simulado
se ubica en el tratamiento 4, debido a que logré alcanzar una eficiencia productiva
del 100 por ciento, lo que indica que es capaz de incrementar la produccion de
biomasa de Lactobacillus casei por medio de la eleccion de la alternativa que
puede suministrar el mayor beneficio (menor cantidad de sustrato, lactosa y
tiempo de fermentacidn) cumpliendo con los principios de calidad y productividad

como lo plantean Lam y Hernandez (2008).

Units Comparison 1

Unit name Score Efficient
tratamiento 12 64,9%
tratamiento 13 89,6%
tratamiento 14 97,5%
fratamiento 13 86,4%
fratamiento 2 75,1%
tratamiento 20 6,8%
tratamiento 23 7,3%
tratamiento 26 13,5%
fratamiento 4 100,0% o
fratamiento 7 91,8%
tratamiento 8 89,8%
tratamiento 8 91,4%

Figura 29. Comparacion de la Eficiencia para los tratamientos 2, 4, 7, 8, 9,
12, 13, 14, 18, 20, 23 y 26.

En la figura 30 que se muestra a continuacion se observa que para obtener

2,14 x 10® Ufc/ml de biomasa de Lactobacillus casei es necesario incorporar al

Eficiencia del Garcinia madruno como sustrato en la produccién efectiva B0y
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cultivo 83 por ciento de pulpa de Garcinia madruno, a fin de obtener una
eficiencia de 100 %, ademas se evidencia que las variables de entrada y salida son
capaces de explicar el total de la informacion, debido a que el grado de
correlacion lineal entre las mismas es muy bajo de 0,01 lo que permite que el
DEA aumente su capacidad de ponderacién como lo sugiere Rescala et al., (2012)

en su investigacion.

Xaxs! X3 Y%sustrato v Yas: v/ [ Labels Correlation: -0,01
i } i j i | | tratamiento 4 | i j i i i i
oo T B e et
i i. ...... .E ....... ,;..,E ............... E, ....... :, ....... E ....... ,; ....... ,:i ....... E ....... :, ....... E ....... ,; ....... ,E
I ........ :’ ........ . :. ....... : ....... . ........ } ........ :‘., ,,,,,,, e
I e e s s e e e e e e e i
TR A (R e e e e
T L I A B
ool -'téat'a'rn'ieéa'o'éé"'ﬁ """" Rl S L L e e
LT O W e
13&00[-—-—'"&”“6#09 """""" """"" """"" :tretarﬁiégté-ii“? 444444 :
T """" R S e S
R tratamiento 16 ... i AR O s s co o
110.000.000 T —
®O® T W W O & & B H & % & B H W

Figura 30. Rendimiento de biomasa (ufc/ml) en funcion del sustrato (%).
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CONCLUSIONES

Luego de los resultados obtenidos en el desarrollo de la presente tesis doctoral,
en este apartado se exponen en primer lugar las conclusiones que dan respuesta a
los objetivos planteados en el capitulo | y posteriormente aquellas que el autor ha
considerado pertinentes por tratarse de hallazgos que contribuyen al

conocimiento.

Respecto al primer objetivo planteado, el Garcinia madruno demostro ser un
fruto silvestre con fuentes naturales de nutrientes, cuya pulpa tiene una buena
densidad de 1,04 g/ml comparada con las de su especie, aun cuando reportd una
baja cantidad de azUcares totales (8 °Brix) y una alta presencia de humedad, puede
ser considerado un sustrato apropiado para el desarrollo del microorganismo,
debido a que éste necesita no solo azucares sino también minerales, vitaminas y
gran cantidad de agua libre para desarrollar en mejor condicion sus actividades

metabolicas.

En cuanto al segundo objetivo, el arreglo de tratamientos Hipercubo Latino
utilizado, demostrd ser una muy buena estrategia de disefio, debido a que permitio
identificar los cambios significativos en las respectivas respuestas tecnologicas
medidas, que influyen en el metabolismo del Lactobacillus casei. En este
proposito, el tratamiento 4, fue el Gnico capaz de generar un elevado crecimiento
microbiano de 2,14 x 10® Ufc/ml, lo que indica que las condiciones del cultivo y la
composicion nutricional que presenta el Garcinia madruno, potencian el
desarrollo eficiente del microorganismo. Con referencia a lo anterior, esta ventaja
se debe en gran parte a su riqueza en minerales, azucares (fructosa) y proteinas
que posee el sustrato y que favorecen la formacion de la pared celular del
Lactobacillus casei, permitiéndole de esta forma ser tan efectivo como un medio

convencional.

Con referencia al tercer objetivo, a través de la investigacion fue posible

ajustar modelos lineales aditivos de alto orden, con excelente bondad de ajuste,

Eficiencia del Garcinia madruno como sustrato en la produccién efectiva oY}
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para el proceso de produccion de Lactobacillus casei empleando un sustrato no
convencional, poco explotado a nivel industrial. En ese mismo sentido, los
modelos ajustados y la metodologia de optimizacion via simulacion, permitieron
localizar (pronosticar) condiciones operativas Optimas para el proceso de
produccién del microorganismo, indicando que con una mezcla de 72,17 por
ciento de Garcinia madruno enriquecido con lactosa al 17,58 por ciento,
manteniendo la temperatura en el biorreactor en 38,49 °C y garantizando una
velocidad de agitacion 275,104 rpm, una aireacion de 1,17 cfm, un pH de 5,37 y
con un tiempo de fermentacion de 12,35 horas es posible obtener una
concentracién de biomasa de 2,28 x 10° Ufc/ml; 9,80 °Brix de sélidos solubles

totales y una concentracion de etanol de 2,56 g/l.

Con respecto al cuarto objetivo, el Lactobacillus casei es un microorganismo
capaz de desarrollarse y multiplicarse en un medio que retna las condiciones
adecuadas y las frutas como el Garcinia madruno constituyen un medio idéneo
porque le provee los nutrientes y la humedad que necesitan para crecer, lo cual se
ve reflejado en el estudio de eficiencia realizado a través software analisis Frontier
Baxia, donde mostrd una eficiencia productiva del 100 por ciento (eficiencia
relativa con respecto a los tratamientos comparados). En ese sentido el sustrato ha
demostrado ser una buena alternativa para la producciéon de un microorganismo
probidtico tan importante para el ser humano debido a que permite el
fortalecimiento contra enfermedades gastrointestinales manteniendo un equilibrio
de la flora bacteriana en el intestino delgado y a su vez, del sistema inmunolégico
del ser humano, previniendo las evacuaciones liquidas e impactando

positivamente en la salud del ser humano.

Otras conclusiones relevantes del estudio son los beneficios que ofrece a la
calidad de vida del ser humano, al presentar una alternativa para la produccién de
Lactobacillus casei a partir de un sustrato no comercial, que permita reducir los
costos con la finalidad de que pueda llegar a todas las familias, en especial las mas
desprotegidas econdémicamente y asi combatir las enfermedades como la

evacuacion liquida y la intolerancia a la lactosa, garantizando de esta manera la
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efectividad de la investigacién que busca que los objetivos planteados sean

trascendentes en cuanto a su aporte a la salud, a la sociedad y al conocimiento
universal.

Eficiencia del Garcinia madruno como sustrato en la produccién efectiva
de biomasa de Lactobacillus casei

106



Capitulo V

RECOMENDACIONES

Para futuros trabajos de investigacion en el &rea de biotecnologia y
desarrollar otras investigaciones o innovaciones en el cultivo semicontinuo de

microorganismos, se proponen las siguientes recomendaciones:

e Ajustar modelos lineales aditivos de alto orden y utilizarlos en la
optimizacion via simulacion, en el prondstico de las condiciones

operativas para la produccién de Lactobacillus casei.

e Comprobar de manera experimental que los resultados de la optimizacion
operativa bajo el disefio Hipercubo Latino reproducen las respuestas de la

simulacion.

e Actualizar los equipos del laboratorio (biorreactor) para minimizar los
costos operativos en cada corrida.

e Utilizar liofilizador al finalizar cada corrida experimental, para mantener y

alargar la vida atil de la muestra.

e Emplear un control méas expedito de POR (potencial oxido reduccidn), con
el fin de mantener mas ajustados los metabolitos secundarios durante el

proceso.
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PLAN DE CALIDAD PARA LA PRODUCCION DE BIOMASA DE Lactobacillus
casei USANDO COMO SUSTRATO Garcinia madruno

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

La desnutricion y las enfermedades gastrointestinales son dos (2) de las principales causas de
muerte infantil en el mundo. Recientemente la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
publica que cerca del 22% de las defunciones anuales de nifios menores de cinco (5) afios son
causadas por diarrea cronica y enfermedades gastrointestinales, particularmente en paises en
vias de desarrollo (Balam et al., 2002 y Forsberg et al., 2007). La medicina tradicional y
moderna hace del uso de alimentos fermentados como una alternativa para la prevencion y
tratamiento de estos y otros padecimientos (Holzapfel, 2002 y Vandenplas et al., 2002), ya
gue Su consumo proporciona una ruta de entrada comun para agentes bioldgicos que
conforman la flora intestinal benéfica, este tipo de microorganismos son conocidos como

agentes probi6ticos (Arguelles et al., 2000 y Fitzgerald et al., 2006)

El uso de los microorganismos tiene una importante aplicabilidad en las industrias
farmacéuticas y de alimentos (Gutiérrez. y Gamboa 2002), entre otros. Un biorreactor es, por
tanto, un dispositivo biotecnoldgico que debe proveer internamente un ambiente controlado
que garantice y maximice la produccion y el crecimiento de un cultivo vivo, es decir, la parte
bioldgica de este miroorganismo. Externamente el biorreactor es la frontera que protege este
cultivo del ambiente externo: contaminado y no controlado. El biorreactor debe, por tanto,
suministrar los controles necesarios para que la operacion o proceso (bioproceso) se lleve a
cabo con economia, alto rendimiento (productividad) y en el menor tiempo posible, es decir
la parte tecnoldgica (Valenzuela, 2012). Los procesos de cultivo de los microorganismos
requieren de ambientes apropiados y para esto se necesita que ciertas variables (tales como
concentracion de nutrientes, pH y temperatura) sean cuidadosamente mantenidas en valores
especificos o rangos pre-establecidos. Para el cultivo de microorganismos se utilizan
usualmente biorreactores, los cuales son recipientes o sistemas que mantienen un ambiente

biol6gicamente activo (Hemson, 2006).

Los biorreactores se clasifican, de acuerdo al modo de operacién, en discontinuo,

semicontinuo y continuo. En los biorreactores el modo de operacién define el sistema de
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cultivo del mismo y delimita la clasificacion procesal-productiva del bioproceso (cultivo). Al
operar un biorreactor en una determinada de esta clasificacion, automéaticamente queda
determinado el modo de cultivo y se definen los pardmetros y las caracteristicas operativas y

de disefio que intervienen en el proceso productivo del sistema.

Los probidticos son microorganismos vivos presentes en los alimentos los cuales al ser
ingeridos, en cantidades suficientes, pueden ejercer una actividad fisioldgica especifica,
beneficiando a la salud del individuo (Shah, 2001). Asi un alimento que contiene especies

probiéticas es capaz de proteger al individuo de diferentes maneras:

4) Compitiendo por espacio fisico y nutrientes
5) Produciendo substancias antibioticas (bacteriocinas) activas frente a patdgenos
6) Estimulando el sistema inmune del intestino y contribuyendo a la acidificacion
de contenido del colon, lo cual es desfavorable para el crecimiento de patégenos
(Roberfroid, 2000).
Lactobacillus casei es una bacteria productora de acido lactico que se emplea también en la
industria lactea. Esta especie de lactobacilo es particularmente resistente a rangos amplios de
pH (Yuki y col., 1999; Brink y Todorov, 2006). Adicionalmente, se ha referido que
Lactobacillus casei mejora la capacidad de digestion, la tolerancia a la leche y evita la diarrea
(Isolauri, 1991). Una larga lista de contribuciones ha documentado sus propiedades
funcionales probidticas de Lactobacillus casei: efecto antimicrobiano (Brink y Todorov,
2006), disminucion de los niveles de colesterol y de las diarreas por infecciones

gastrointestinales y coadyuvante en la digestion de la lactosa.

Los beneficios que trae la produccion de la cepa lactobacillus casei, a través de cultivo
semicontinuo, son indiscutibles, sin embargo, hay excepcién de la industria de los alimentos.
S6lo unos pocos procesos comerciales de fermentacion utilizan cepas silvestres aisladas
directamente de la naturaleza. En la mayoria de los casos se utilizan cepas mejoradas

especificamente para la produccion de antibidticos, enzimas y otros metabolitos.

Aguirre-Ezkauriatza y Col (2009) presentan que el suero de leche desproteinizado por
ultrafiltracion es un sustrato adecuado (sin necesidad de suplementos con fuentes adicionales
de carbono o nitrogeno) para obtener concentraciones en el orden de 3 a 4 g/L de biomasa

probidtica de lactobacillus casei. Una vez liofilizada esta biomasa tiene una viabilidad en el
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orden de 1010 FC/g El proceso de fermentacion propuesto es simple, requiriendo
exclusivamente control de temperatura (T=37°C) y pH (5.5). Dado que el producto principal
del metabolismo de lactobacillus casei, el &cido lactico, inhibe el desarrollo de biomasa, la
estrategia de cultivo por lote alimentado se recomienda como la que preferentemente debe
utilizarse (productividad de 0.46 g/ lhr)

Con el fin de disefiar procedimientos para su aprovechamiento biotecnoldgico, nuestro
laboratorio ha desarrollado una herramienta para la insercion de genes metabdlicos, por
recombinacion, en el suero de leche de la lactosa de lactobacillus casei (Gosalbes et al.,
2000; Gosalbes et al., 2001) a partir de la fermentacion con cepas silvestres aisladas
directamente de la naturaleza. En este sentido, Castillo (2008) realiza un andlisis fitoquimico
cuantitativo de la pulpa y cualitativo preliminar de la semilla y céascara del arbusto del
Madrofio, con el propdsito de generar estrategias de ensefianza para la comprension, como

muestra la Figura 1.

Madrofio

"Garcinia
madruno”

l Semilla l Cascara l Pulpa

Metabolitos
primarios

l l l l ' CHO l
lipidos proteinas acidez fibra grados °brix
y agua

Figura 1. Esquema del analisis fitoquimico del Madrofio
Fuente: Castillo (2008)

Bajo la misma investigacion Castillo (2008) también realiza un andlisis comparativo de las
caracteristicas fotoquimica de la pulpa del Garcinia madruno obteniendo unos resultado

presentes en la tabla 1.
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Tabla 1. Comparacion de las Caracteristicas fotoquimicas de la pulpa del Madrofio segin su
procedencia.

Anélisis Bogota Medellin Popayan
% m/m 1992 1990 2007
Ceniza 0,2 01 0
Grasa 01 0,1 0,6
Fibra 1 1 0
CHO 9,9 5,7 13,3
Agua 88,3 88,3 84,3
Proteina 0,5 05 15
Kcal/100g 38,3 38,3 65,8
Muestra
mg acido
Ascorbico 10 10 3,12
/100g Muestra

No ) No ) 5,03
pH referenciado  referenciado

Fuente: Castillo 2008.

Cravo (2012) realizé la produccion de biomasa de bacterias acido lacticas, con un Biorreactor
que tiene una capacidad de 2 I, al cual se le agregaron 1.5 | de sustrato (lactosuero), 8 gr del
lactobacillus casei liofilizado. Los materiales bioldgicos, vegetales, reactivos y aditivos
fueron pesados de acuerdo a la corrida, se agregaron al recipiente del biorreactor para su
simulacion con temperatura 30°C, pH 4.5, 2.0burbujeo y 200 rpm controladas; por un periodo
de 9 hrs. El material bioldgico se activd por medio de la técnica de Pie de Cuba para

garantizar su 6ptimo desarrollo en el medio de cultivo.

DESCRIPCION DE LA INVESTIGACION

Los resultados a obtener en la investigacion solo seran validos para la produccion de biomasa
de la bacteria acido lactica (lactobacillus casei), utilizando como sustrato 0 medio de cultivo
en el proceso Garcinia madruno, siendo este utilizado en la investigacion como alimentacion
y hébitat del mismo. Con la simulacion se pretende buscar una estrategia de control para
lograr producir la mayor cantidad de biomasa para este proceso de crecimiento que es

altamente no lineal.
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El plan de calidad esta disefiado para estudios que se realizaran con la utilizacién de un
biorreactor modelo New Brunswick Scientific Co. INC, con capacidad de 1.5 | el cual consta
de un suministro de aire, agitacion y el controlador de temperatura.

El material biologicas, vegetales reactivos y aditivos se acondicionaran de acuerdo a las
concentraciones de Glucosa, se agregaran en el recipiente del biorreactor para su inicio con
temperatura controlada de 33.0°C y un pH de 4.5 por un periodo de 24 horas. Y se incubaran
a 37°C para su desarrollo.

La técnica de siembra en placas se realizara a profundidad; proporcionandole las condiciones

necesarias para su crecimiento y desarrollo debido a que es el manual de Medios de Cultivos
establece que esta especie es estricta en nutrientes.
Fase I: Revisién y analisis de bibliografia sobre bioprocesos y control automatico de cultivos
semicontinuos.
Durante la fase I; se estudiara bibliografia relacionada con cultivos de Lactobacillus Casei, y
se conseguira informacion valiosa sobre modelos matematicos de procesos de cultivos de este
tipo. Asi mismo, se realizard una revision bibliografica extensa sobre el estado del arte
correspondiente al modelado, simulacién y control automatico de bioprocesos, especialmente
para biorreactores semicontinuos.
Fase I1: Elaboracion de un modelo de un proceso de cultivo de la bacteria lactica del genero
lactobacillus casei.
En la fase I, se seleccionara un modelo de un proceso de cultivo sin control automatico. Se
prepararé el medio de cultivo caldo DE MAN, ROGOSA Y SHARPE (MRS), y Agar DE
MAN, ROGOSA Y SHARPE (MRS); posteriormente se esterilizard todo el material en el
autoclave para eliminar los microorganismo. En un lapso de 9 hrs se procederd a realizar el
proceso semicontinuo en un biorreactor, agregando el sustrato, acido citrico, hidroxido de
sodio (NaOH); con diferentes concentraciones de fructosa (15%,20%,25%), la siembra del
lactobacillus se realizara a profundidad y por triplicado con la finalidad de obtener un contaje
de las ufc/hrs. Las placas de Petri fueron incubadas a 37°C por un periodo de 72hrs.
Fase I11: Simulacion del modelo de un proceso de cultivo de la Bacteria Lactobacillus Casei.
En la fase 11, se simulara el modelo de cultivo seleccionado, sin control automatico. Para ello
se creard un software en Matlab que integre las ecuaciones, parametros y condiciones del
modelo. Se desarrollard un bloque de funcidon S para Simulink, siguiendo la informacion
presentada en Co (2004) y en The Math Works Inc. (2008-b).
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Fase IV: Validacidon del funcionamiento del sistema de control adaptativo disefiado.

La validacién de los resultados (fase IV) se realizard a través simulacion del modelo
matematico del proceso con el sistema de control en lazo cerrado, con ayuda de Simulink.
Esto permitira visualizar el comportamiento del sistema controlado.

Fase V: Documentacion y presentacion de resultados.

Una vez completada las fases anteriores, se redactaran las conclusiones y observaciones, y se

completaran los informes sobre la investigacion

El estudio se realizara con la utilizacion de un biorreactor modelo New Brunswick Scientific
Co. INC, con capacidad de 1.5 | el cual consta de un suministro de aire, agitacion y el
controlador de temperatura.

El material bioldgicas, vegetales reactivos y aditivos se acondicionaran de acuerdo a las
concentraciones de Glucosa, se agregaran en el recipiente del biorreactor para su inicio con
temperatura controlada de 33.0°C y un pH de 4.5 por un periodo de 24 horas. Y se incubaran
a 37°C para su desarrollo.

La técnica de siembra en placas se realizara a profundidad; proporcionandole las condiciones
necesarias para su crecimiento y desarrollo debido a que es el manual de Medios de Cultivos

establece que esta especie es estricta en nutrientes.

Preparacion de los medios de cultivos.

Como lo establece en las normas COVENIN 1337-90, Utilizando las técnicas
microbioldgicas en el laboratorio de microbiologia Aplicada; Se prepararan los medios de
cultivo Agar MRSy Caldo MRS segin el Manual de Cultivo Merck ART. Num 10660;
ART. Num 10661, necesario para la siembra en las placas.

Preparacion de Agar:

El Agar que se utilizaré para la siembra sera el Agar MRS, el cual es un medio utilizado solo
para el enriquecimiento, cultivo y aislamiento de todas las especies de Lactobacillus; aparte
del tipo de materiales de investigacion, segin DE MAN, ROGOSA Y SHARPE (1960).

Eficiencia del Garcinia madruno como sustrato en la produccion efectiva de 125
biomasa de Lactobacillus casei




Anexos

De acuerdo a lo antes descrito, se prepara la cantidad de Agar a utilizar durante cada proceso,
tomando en cuenta que se necesitaban 144 placas de Petri con 15 ml de Agar diluido por cada
una, por lo tanto, se necesitara un volumen total de Agar 146gr.

++ calculo de los gramos de Agar a utilizar:

144 placas con 15ml c/u
144x 15= 2160 ml de agua

@,

¢+ si se desea preparar:

67.15 gr de Agar ———#000 ml
X <+«—1500 ml
x= 146 gr de Agar

Consecutivamente se diluira el agar en el volumen de agua de 2160ml, inmediatamente se
realizara la transferencia de calor hasta que ocurra un cambio de coloracién indicando que
esta listo; se realizara con la ayuda de un mechero de Bunsen con constante agitacion.

La muestra liquida que se obtendra; se procede a agregar 15 ml en tubos de ensayo de 20ml.
Una vez lleno los tubos de ensayo se procederé a su esterilizacion en el autoclave a 121°C y
15 lbs de presidon por 15 min. Luego de ser esterilizado dicho medio se enfria hasta una
temperatura aproximada de 45 — 50° C, Luego de acondicionar y homogenizar
cuidadosamente el medio, se deja enfriar para después agregar acéticamente el mismo en las
placas. Cuando se procede a sembrar en superficie se colocan los tubos de ensayo en bafio de

maria a 100 ° C, y dejar enfriar a temperatura cachete a para verterlo en las placas de Petri.

Preparacion del caldo MRS.

El caldo MRS se utilizara para la preparacion de las diluciones de las muestras a sembrar, con

el objetivo de lograr cuantificar las unidades formadoras de colonias (ufc) presentes para
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dicha muestra. Este medio se utilizara a una concentracion de 1% (1 gr / 100 ml) de acuerdo a
lo establecido en la norma COVENIN 1337 — 90.
Para cada concentracion de glucosa se requiere preparar el caldo MRS necesario para un

total de 36 frascos de vidrio con 90 ml por cada uno y 12 frascos de vidrio con 180 ml. Lo
que indica que se necesita:

« Para los frascos de 180:

12x 180ml= 2160 ml
36x 90ml= 3240 ml
«» Para los frascos de 180ml:

lgrde caldo MRS — 100 ml
X ‘ 2160 ml
X =2160ml*1gr caldo MRS =216 gr
100ml

¢ Los frascos de 90ml requieren:

1gr de caldo MRS — 100 ml
X 3240ml
X =3240mi*1gr caldo MRS =32.4 gr
100ml

Una vez pesada la cantidad de caldo MRS a utilizar y medido el volumen de agua necesaria
se disolveran las misma en un beaker de 5000 ml y se agregara en los frascos de vidrio en el
volumen correspondiente para su posterior esterilizacion.

% Preparacion del sustrato (Garcinia madruno )

e Se caracterizara el Garcinia madruno y se acondicionara.
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o Se esterilizara para la eliminacion de bacterias no deseadas por un periodo de 121°C
por 15 minutos.

e Se deja que sedimentara para eliminar particulas.

e Seacondiciona para la activacion o preparacion del pie de cuba con el fin de activar

al lactobacillus casei.

Preparacion del inoculo.
Darle las condiciones necesarias para activar la bacteria tomando en cuenta que estas células
son exigentes en nutrientes, la cual se debe adaptarlas a las condiciones del sustrato.

% Se tomara 1500ml del total del sustrato en una fiola de 2000ml.

+ Se calienta a 30C para que la bacteria no se vea afectada por el cambio de

temperatura.
% Seagrega la lactobacillus casei.
+» Setapa la boca de la fiola con algoddn
+«+ Se agita suavemente para que la bacteria se active.

Y luego se agrega al recipiente del biorreactor.

Proceso biotecnolégico (fermentacion semicontinua)

Una vez preparados los medios de cultivo y la concentracion de Glucosa, al igual que todo el

material de vidrio a utilizar se da inicio al proceso de fermentacion. En los siguientes pasos:
% Agregar el sustrato al recipiente de vidrio estéril del biorreactor, separando 1/5 del

volumen total del sustrato para la preparacion del inoculo.

+ Encendido del equipo, con el fin de estabilizar la temperatura (33° C), pH (4.5),
agitacion (250 rpm) y aireacion (2 pie * /min) 6ptimos para el crecimiento y

desarrollo de la bacteria (Lactobacillus Casei).

« Simultaneamente se activa la bacteria a una temperatura de 33°C antes de agregarla

al fermentador.
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% Simultdneamente se prepara el pie de cuba.

«» Una vez activada la bacteria y estabilizada las condiciones del biorreactor, se

incorpora el inoculo al sustrato.

«» Las condiciones de operacion son las siguientes: la temperatura (33° C), pH (4.5),
agitacion (250 rpm) y aireacion (2 pie ®/min). Estas condiciones son variables, fijas,

controladas de forma continua a lo largo del proceso.

Al iniciarse el proceso se procede a la toma de las muestras, las cuales son realizadas
en intervalos de tiempo de 1 hora, desde la hora de inicio (h,) hasta la hora final (hy). Esta
toma de muestra consiste en extraer 20 ml del sustrato acondicionado inoculado con una
pipeta de 25ml estéril y agregarlo en un frasco con 180 ml de caldo MRS y de esta manera se
obtiene la dilucién 10 * debidamente homogenizada. Posteriormente se prepara la dilucion
10 tomando 1 ml de la dilucién anterior para afiadirlo en un frasco con 90 ml de agua caldo
MRS previamente preparada Yy esterilizada. De igual manera se contindan preparando las

diluciones 10™ 10 .

Luego de preparar todas las diluciones se continua con la siembra en placas de Petri,
la misma se realiza en profundidad y consiste en agregar 0.1 ml de la dilucion
correspondiente para luego agregar el agar MRS previamente fundido y enfriado.

La siembra se realiza en el siguiente orden: 10 ™ 10°, 10 10 * y por triplicado.

Finalmente se incuban las placas en una estufa de incubacién a 37° C por 5 dias.
Recuento en Placas.

Es una técnica utilizada para estimar las unidades formadoras de colonias (ufc)
presentes en una muestra. El recuentro se realiza con la ayuda de un contador de colonia
digital. Las unidades formadoras de colonia presente en la muestra se determinan mediante la

aplicacion de la siguiente formula:

—NOC * 1*
ufc=N°C 10.

Dilc.
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Calculo de concentracién de etanol.
Para este calculo se utiliza la formula planteada por Gay — Lussac, el cual es una
férmula matematica basada en el porcentaje de alcohol y gas carbdnico presente en una

molécula de azlcar:

1 molécula de azucar es = a 0,05134 de alcohol + 0,4816 gas carbonico. Pasteur
establecio la ecuacion de Gay — Lussac es valida para el 90 % de azlcar transformando, el

resto lo forma otra sustancia como glicerol acido succinico y &cido acético (Reynaud, 1989).

se estima la produccion de etanol por cada hora de proceso de la siguiente manera:

Etanol = (° Brix | - ° Brix F) * 0.5134.
GLOSARIO DE TERMINQOS

Biomasa: f. Biol. Materia total de los seres que viven en un lugar determinado,
expresada en peso por unidad de area o de volumen.

Biorreactor: recipiente o sistema que mantiene un ambiente biolégicamente activo.
En algunos casos, un biorreactor es un recipiente en el que se lleva a cabo un proceso
quimico que involucra organismos o sustancias bioquimicamente activas derivadas de
dichos organismos.

Cultivo Semicontinuo: corresponde a un modo intermedio entre el cultivo por lote y
contindo; frecuentemente se utiliza debido a sus posibilidades mejoradas de control.
Grados Brix: representa la densidad de la solucion como porcentaje del peso. En el
caso de las frutas y verduras que contienen solidos disueltos otros a la sacarosa los
BRIX representaran el porcentaje de estos en la solucion.

Garcinia madruno 0 Madrofio: es un arbol mediano originario de los bosques de
Colombia, Venezuela y Panama; sin embargo, se distribuye desde Costa Rica hasta
Bolivia y Brasil. En Colombia

Probidtico: son microorganismos vivos gue, ingeridos en cantidades adecuadas,

resultan beneficiosos para la salud o la fisiologia humana, pues a medida que recorre
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el tracto gastrointestinal, el microorganismo genera efectos farmacodindmicos
semejantes a los fisioldgicos de la flora intestinal normalmente equilibrada.
Lactobacillus casei es una bacteria productora de acido lactico que se emplea también en la

industria lactea.

LISTA DE FORMULARIOS CODIFICADOS

FPC: Formato del Plan de Calidad

CSP: Procedimiento del Sistema de Calidad

MCP: Manual de Contratacion del Personal

FMP: Formato de recepcion de materia prima

PMPS: Plan de Mantenimiento preventivo de Seguridad

PB2: Plan de Bioseguridad en Laboratorios Nivel 2

NI: Norma Interna de Limpieza

FPSM: Formato de Procedimiento para Siembra de Microorganismos
FDP: Formato de Distribucion del Personal

FRM: Formato de Recuento de Microorganismos

FR: Formato de Requisitos

PNO: Procedimiento Normal de Operacién

FEPL: Formato de Evaluacion de los Proveedores del Laboratorio
FCI: Formato de Control de inventario

FIT: Formato de Instrucciones de Trabajo

FRP: Formato de Registro de Producto

PMPEL.: Plan de Mantenimiento Preventivo de Equipos del Laboratorio
AS: Aseguramiento de la Calidad

FAG: Formato de Analisis de Gréficos

NIE: Norma Interna de Envasado

Alcance del PLAN DE CALIDAD PARA LA PRODUCCION DE BIOMASA DE
Lactobacillus casei USANDO COMO SUSTRATO Garcinia madruno.
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Este plan se aplicara para la produccion de biomasa a partir de Garcinia madruno como
sustrato, mediante procesos relacionados con la produccién de biomasa de Lactobacillus
Casei, microorganismo solicitado por el cliente. (Garantizar satisfaccion del cliente).

Politica de la Calidad
Mision

Dar un producto de excelente calidad que satisfaga las expectativas de nuestros clientes

aplicando en todas nuestras acciones la filosofia de mejora continua.
Vision

Generar confianza a nuestros clientes, la comunidad como consecuencia de las implicaciones

beneficiosas de la produccién de biomasa y a la entrega de un producto de excelente calidad.
Objetivos de la Calidad

v" Producir biomasa a partir de Garcinia madruno.

v" Impulsar la mejora continua en busca de la excelencia.

v" Producir biomasa con 95% de rendimiento en ufc.
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FORMATO DE DISTRIBUCION DEL PERSONAL (FDP-010)

ORGANIGRAMA DE LA EMPRESA

i
B

JEFE DE LA UNIDAD DE Cs DELAGRO Y DEL
LABORATORIO
I

MAR
T T T T T 1
DECTAB - - DECLAB ) - " DEL LAB
oo i .
o MICROBIOLO A EEEn GROINDUST GROINDUST DE GRANOS DE QUIMICA BIOQUIMICA

Coordinador
de Calidad

Tecnico en
Instrumentacif
on

Técnico en

Ayudante
Microbiologia

Figura 2. Organigrama de la Unellez

DIAGRAMA DEL SISTEMA

El plan de calidad para el proceso experimental de produccién de Lactobacillus casei

usando como sustrato Garcinia madruno en la produccién. (Produccidn en laboratorio)
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Figura 3. Corte de un Biorreactor
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Entradas

Materia Prima: Sustrato, Microorganismos, vitaminas, minerales.

Mano de Obra: Jefe del Laboratorio de Biotecnologia, Técnico en Instrumentacion,

Técnico en Microbiologia, Coordinador de Calidad, Ayudante.

Recursos

Materiales y Equipos: Material de vidrieria, placas de Petri, buretas, biorreactor,
medidores de pH, temperatura, rpm, contadores de placas, cAmaras de sembrado,

neveras, microscopios, balanzas, autoclave.

Proceso

Produccioén de Lactobacillus casei.

Salida

Biomasa de Lactobacillus casei (masa himeda) y desperdicios.

Elementos de entrada del plan de la calidad

Solicitud del cliente. Formato SC-01

Estandarizacion del sustrato segun norma interna NI1E-10

Formato de materiales y equipos. MEQ-10

Materiales de vidrio.

e Fiola de 250ml y 1000 ml, 200ml.
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e Beaker de 250ml, 1000 ml.
e Tubos de prueba de 15x 150mm.
e Termometros de vidrio.
e Embudos.
e Pipetas de 1ml, 25ml.
¢ Celdas de vidrio para el Espectronic 20 D.
o Cilindros graduado 10 ml, 50 ml, 250 ml.
e Frascos para diluyentes con capacidad de 350 ml.
e Matraz de 250 ml, 500 ml y 1000ml.
e Placas de Petri (100 x 15 mm).
¢ Bureta de 50 ml y precision 0.1 ml.
e Varillas de vidrio.
¢ \Vasos de precipitado.
¢ Recipiente del biorreactor.
Equipos.
¢ Autoclave.
¢ Balanza digital de capacidad 150gr maximo, con sensibilidad 0,1gr.
¢ Balanza digital de capacidad 350gr maximo, con sensibilidad 0,1gr.

« Bafio de agua para templar y mantener el medio fundido a 40- 100°C.
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e Biorreactor.

e Campana de siembra de flujo laminar.

e Centrifuga.

e Contador de colonias digital y manual.

e Estufa de incubacion 35 — 37°C.

¢ Microscopio.

e Nevera.

¢ Plancha de Calentamiento.

e Pro pipetas de 1-10ml.

e pH metro

e Refractometro.

Medios de Cultivo.

e Agar MRS.

e Caldo nutritivo.

Otros:
e Antibiotico.
e Vitamina B12
e Agua destilada.
e Agua Peptonada
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e Alcohol 70% vy propanol.
e Algodon.

e Aerosol anti bacterias.
o Bata de laboratorio.
e Cinta adhesiva.

e Envoplas.

e Fosforos.

e Gorro quirdrgico.

e Guantes quirurgicos
e Gradilla.

e Magnetos

e Mecheros.

e Micro goteros.

e Morteros.

e Papel aluminio.

o Pizetas.

e Plancha eléctrica.

e Porta placas.

o Porta pipetas.
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e Soportes universal.
e Tapa boca.
o Tijeras.

Recursos humanos

Uno (1) jefe del laboratorio de biotecnologia.
Uno (1) Instrumentista.

Uno (1) Microbidlogo.

Uno (1) técnico de laboratorio.

Uno (1) mantenimiento.

Infraestructura y ambiente de trabajo

El ambiente de trabajo debe ser total mente aséptico, con un grado de proteccién bioldgica
tipo dos (2)
El mismo debe constar de una cdmara de sembrado de flujo laminar.

La temperatura ambiente de trabajo debe ser de 25°c segun norma interna del laboratorio.

Précticas especiales.

Nivel 2 de Bioseguridad.

Norma seguin Rosandra M.2003

1. El acceso al laboratorio sera limitado o restringido por el director o jefe del mismo cuando
se encuentren en curso tareas que involucren manejo de agentes infecciosos. En lineas
generales, las personas que se hallen en alto riesgo de adquirir una infeccion no deberan ser
admitidas ni en este tipo de dependencia ni en las areas donde se manipulen animales

infectados con agentes pertenecientes a este nivel; por ejemplo, los sujetos
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inmunocomprometidos o inmunosuprimidos se encuentran en alto riesgo de adquirir
infecciones por este tipo de microorganismos; en estos casos, el jefe del laboratorio tendra la
Gltima palabra y la responsabilidad de permitir quién puede entrar y trabajar en ese tipo de

dependencia.

2. El jefe o director de este tipo de laboratorios debera establecer politicas y procedimientos
gue aseguren que solamente personal consciente del potencial riesgo, dotado de

requerimientos especificos, por ej. inmunizaciones, podra acceder a este tipo de laboratorio.

3. Cuando el microorganismo infeccioso que se manipule en determinada dependencia
requiera de medidas especiales para su ingreso, como inmunizaciones, debera colocarse en su
puerta, en tamafio adecuado, el simbolo de riesgo biolégico, acompafiado por el nombre del
agente infeccioso y de la persona responsable del laboratorio, con su respectivo nimero

telefonico.

4. Todo el personal que trabaje en este tipo de dependencias debera recibir las respectivas
inmunizaciones y evaluaciones para los agentes que manipule o que pudieran estar
potencialmente presentes en el area (ej.: vacuna de la hepatitis B, prueba de la tuberculina,

entre otros,).

5. Es recomendable tomar muestras periddicas de suero de todo el personal que labore en este
tipo de dependencias, ademés de la muestra base extraida cuando ingresan por primera vez a
las mismas, con la finalidad de poder medir anticuerpos contra el o los agentes que se

manipulan en el area, a medida que transcurre el tiempo.

6. Cada laboratorio debera preparar y adoptar un manual de bioseguridad, obligando al
personal que labora en el mismo a leerlo con sumo cuidado y a seguir todas las instrucciones

indicadas para las diferentes practicas y procedimientos empleados.

7. El personal de este tipo de laboratorios debera recibir previamente un adecuado
adiestramiento en el manejo de los potenciales riesgos asociados con las tareas que realiza,
asi como en las precauciones a tomarse para prevenir exposiciones o en los procedimientos

para evaluar situaciones en caso de accidentes. También deberd recibir actualizaciones
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anuales o adiestramiento adicional, de ser necesarios, 0 en casos de cambios en la politica del

laboratorio.

8. Con la manipulacién de objetos cortantes, incluyendo agujas, jeringas, pipetas capilares de
vidrio, laminas porta y cubre objetos, escalpelos, bisturies, etc., deberan adoptarse estrictas
precauciones. Los mismos deberéan utilizarse solamente cuando no existan otras alternativas
disponibles. Igualmente, en lo referente a material de vidrio, en lo posible debe ser
reemplazado por utensilios plasticos. Extremas precauciones deberan ser observadas en el
manejo de muestras y procedimientos en animales, tales como inoculaciones parenterales,

flebotomias, o aspiraciones de fluidos.

a. Solamente deberan utilizarse jeringas desechables con agujas de una sola unidad, que no
puedan separarse, tanto para la inoculacion como para la aspiracién de material infeccioso.
En caso de utilizarse dispositivos de dos piezas, nunca se tratara de separar la aguja de la
jeringa, desecharla en recipientes de paredes rigidas, conjuntamente con todo el resto de
material cortante. Todo este material, reunido en contenedores resistentes, deberd ser

transportado al area de descontaminacién, preferiblemente mediante autoclave.

b. Materiales de vidrio rotos nunca seran manipulados con las manos; deberan ser utilizados
para ello instrumentos mecanicos, tales como pinzas, cepillos, etc. Todo este material
cortante ya utilizado, asi como vidrios rotos, deberan ser descontaminados antes de proceder

a su desecho, de acuerdo a la legislacién vigente en cada pais

9. Todo cultivo, tejidos, especimenes o fluidos bioldgicos, deberan ser colocados en
contenedores resistentes, que no permitan derrames, durante su recoleccién, manejo,

procesamiento, almacenamiento, transporte 0 envio a otras dependencias.

10. Tanto el equipo de laboratorio como la superficie de trabajo deberan ser descontaminados
con un desinfectante adecuado para este tipo de microorganismo después de cada
procedimiento con muestras que se presumen infecciosas, de manera especial cuando se
sospecha de salpicaduras, o después de un accidente por derrame. Equipos contaminados que
se hayan dafiado, antes de ser enviados a mantenimiento o reparacion, deberan ser

descontaminados, de acuerdo a las normas establecidas para cada pais.
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11. Las salpicaduras u otros accidentes que se traduzcan en exposicion directa al material
contaminado, de parte del operador, deberan ser inmediatamente reportados al Director o jefe
del laboratorio. Dicha persona debera ser sometida a evaluacion médica, seguimiento y

tratamiento, llevandose un registro minucioso de cada paso.

Equipo de seguridad o barreras primarias.

1. Deberan emplearse cabinas de bioseguridad adecuadamente condicionadas,
preferiblemente de clase Il 0, en su ausencia, un equipo protector personal adecuado, cuando

se trata de las siguientes actividades:

® Procedimientos que puedan producir aerosoles infecciosos o salpicaduras; por ej.
centrifugacién, homogeneizacion, trituracion de muestras, mezclado, ruptura por ultrasonido,
apertura de contenedores con material infeccioso con presion interna diferente a la ambiental,
inoculacion intranasal de animales, cosecha de tejidos o fluidos de animales o huevos

infectados.

e Empleo o manipulacion de altas concentraciones o grandes volumenes de agentes
infecciosos. Dicho material s6lo puede centrifugarse en laboratorios abiertos si se dispone de
rotores, cabezales y envases cerrados. En caso de ser abiertos, deben procesarse en cabinas de

bioseguridad.

2. El empleo de dispositivos para la proteccion facial es de suma utilidad en los casos de
riesgo de salpicaduras o pulverizaciones de material infeccioso, cuando el mismo es

manipulado fuera de cabina.

3. En este tipo de laboratorios sera de uso obligatorio la bata larga, gorro y tapabocas. Toda
esta indumentaria debera ser retirada y dejada en la dependencia laboral antes de visitar otras
areas, como cafeteria, biblioteca, oficinas administrativas, etc. Todo este material, una vez
utilizado, deberd ser enviado a la lavanderia de la institucion; nunca llevado al hogar del

operador.
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4. Para el manejo de animales infectados, material infeccioso y material o equipos
contaminados, es indispensable el uso de guantes. En caso de tareas de alto riesgo, sera
recomendable el empleo de dos pares de guantes; asi, al ocurrir una salpicadura o rotura de
algun envase, las manos quedaran protegidas al retirar el primer par de guantes. Estos
deberan ser removidos en el area de trabajo y nunca sacarse de él; tampoco deberan ser
lavados ni reusados.

Facilidades del laboratorio o barreras secundarias.

1. Todo laboratorio de este nivel debera estar equipado obligatoriamente con una toma de

agua con su lavamanos.

2. Su disefio debera ser lo mas funcional posible, a fin de poder ser limpiado facilmente.
Debido al riesgo de derrames o salpicaduras con material infeccioso, debera evitarse el uso de
alfombras en estas dependencias.

3. Los topes de los mesones de trabajo deberan ser impermeables al agua y resistentes a los

acidos, alcalis, solventes organicos y calor moderado.

4. Los muebles del laboratorio deberan ser lo méas sencillo posible, con suficientes espacios

entre ellos y las cabinas, a fin de facilitar su limpieza, evitando lugares inaccesibles.

5. Si el laboratorio esta dotado de ventanas que puedan abrirse, deberan estar equipadas de

mallas, para evitar el ingreso de insectos al area.

6. En el area adyacente a este tipo de laboratorio deberan existir las facilidades para la
descontaminacion de desechos contaminados; por ej.: autoclave, desinfeccion quimica,

incinerador u otro tipo de dispositivo.

7. Un equipo para lavado rapido de ojos debera ser facilmente accesible en este tipo de

dependencia.
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Producto/Linea de Producto: Originado por:
Biomasa de Lactobacillus Casei,
QPL-001 a partir Garcinia madruno Ing. Gabriel Cravo Aprobado por: Rev: 01 08/12/2012
Actividad Descripcion Documento/ Area/ Dpto.
Procedimiento
Este plan se aplicara para la produccion de biomasa a partir de Garcinia
madruno como sustrato, mediante procesos relacionados con la produccion
Alcance

de biomasa de Lactobacillus Casei, microorganismo solicitado por el

cliente. (Garantizar satisfaccion del cliente)

Objetivos de la Calidad

v Producir biomasa a partir de Garcinia madruno.
v Impulsar la mejora continua en busca de la excelencia.

v" Producir biomasa con 95% de rendimiento en ufc.

Responsabilidades de la

El responsable del plan de calidad es el jefe del laboratorio, el mismo debe
asegurar que el sistema de gestion de la calidad para cumplir la solicitud del
cliente sean planificada, implementadas y controladas, y se dé seguimiento a

Su progreso, autorizar peticiones para exenciones de los requisitos del

direccion sistema de gestion de la calidad de la organizacién
El técnico del laboratorio debe comunicar los requisitos y funciones,
. . . FDP-010
subcontratistas y clientes afectados, y de resolver problemas que surjan en
las interfaces entre dichos grupos, revisar los resultados de cualesquiera
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auditorias desarrolladas.

El instrumentista; controlar las acciones correctivas y preventivas, revisar y
autorizar cambios, o desviaciones, del plan de la calidad.

Los canales de comunicacion de aquellos involucrados en la implementacion

del plan de la calidad pueden ser presentados en forma de diagrama de flujo.

Documentacion

La recoleccion de datos de cuentas de M.O se tendra mediante formato RCD-100.
El formato para llevar el registro de variables como: pH, temperatura, °BriX,

volumen gastado de base y acido, FRV-121.

RCD-100

FRV-121

Registros

Los datos seran recogidos por el técnico del laboratorio y seran luego los colocara
en una data.

Cada 5 minutos se hara un registro de las variables y se colocaran en una pc.

El instrumentista junto con microbidlogo podra cambiar el disefio de inicial segln
sea el comportamiento de la cepa y ajustar la temperatura del biorreactor, pH,
agitacion y burbujeo, con el fin de asegurar el cumplimiento de los requisitos
hechos por el cliente.

El registro de la corrida se mantendra y se llevara de manera estadisticas con el fin

de visualizar en el tiempo los alcances.

Materiales de vidrio: Fiola de 250ml y 1000 ml, 200ml, Beaker (250ml, 1000 ml),
Tubos de prueba de 15x 150mm, Termdémetros de vidrio, Embudos, Pipetas de 1ml,
25 ml, celdas de vidrio para el Espectronic 20 D, cilindros graduados 10 ml, 50 ml,

250 ml, frascos para diluyentes con capacidad de 350 ml, matraz de 250 ml, 500 ml
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Recursos

y 1000 ml, placas de Petri (100 x 15mm), bureta de 50 ml y precision 0.1 ml,
varillas de vidrio, vasos de precipitado, recipiente del biorreactor.

Equipos: Autoclave, balanza digital de capacidad 150gr maximo, con sensibilidad
0,1gr, balanza digital de capacidad 350 gr maximo, con sensibilidad 0,1gr, bafio de
agua para templar y mantener el medio fundido a 40- 100°C, biorreactor, campana
de siembra de flujo laminar, centrifuga, contador de colonias digital y manual,
estufa de incubacién 35 — 37 °C, microscopio, nevera, plancha de calentamiento, Pro

pipetas de 1-10ml, pH metro, refractometro.
Medios de Cultivo: Agar MRS, Caldo nutritivo.

Otros: Antibidtico, vitamina B12, agua destilada, agua peptonada, alcohol 70% vy
propanol, algodon, aerosol anti bacterias, bata de laboratorio, cinta adhesiva,
envoplas, fosforos, gorro quirdrgico, guantes quirdrgicos, gradilla, magnetos,
mecheros, micro goteros, morteros, papel aluminio, pizetas, plancha eléctrica, porta

placas, porta pipetas, soportes universal, tapa boca, tijeras.

Recursos humanos: Uno (1) jefe del laboratorio de biotecnologia, Uno (1)
Instrumentista, Uno (1) Microbi6logo, Uno (1) técnico de laboratorio, Uno (1)

mantenimiento.

Revision
requisitos/Especificaciones
del Cliente

de

Requisitos
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Es requisito del plan cumplir con:
e Rendimientos mayores al 95 %.
e Entregas a tiempo: una semana antes del inicio de cada semestre.
e Con las normas de bioseguridad en un laboratorio nivel 2, teniendo en
cuenta especialmente el caracter potencialmente infeccioso de las muestras
y de los reactivos empleados, sino se manipulan con precaucion.
Es requisito del plan Manejar las normas COVENIN de Siembra y Recuento de
Microorganismos.
Por otra parte existe un formato (FR-011) para los requisitos especificos del
producto (biomasa), el cual contiene aspectos que deben ser detallados por el
solicitante: Fecha de la solicitud, fecha probable de entrega y prioridad, unidad
solicitante, cantidad requerida, destino final del producto.

Comunicacion con el cliente

La comunicacion con el cliente se hard de manera escrita y visitas al cliente.

Disefio y desarrollo

El plan debe tener en cuenta las especificaciones de crecimiento del
microorganismo solicitado por el cliente en este caso Lactobacillus Casei las
condiciones de operacion son las siguientes: la temperatura (33° C), pH (4.5),
agitacion (250 rpm) y aireacion (2 pie */min). Estas condiciones son variables, fijas,
controladas de forma continua a lo largo del proceso

El plan debe garantizar la esterilizacion Garcinia madruno a 121 ° C por 15
miny a 15 Ibs de presion.

Para el Recuento del microorganismo se incuban las placas en una estufa de
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existir una

Necesidad de gestionar los cambios a los disefios existentes.

Compras

El plan contempla la evaluacion a sus proveedores (formato FEPL-100)
teniendo en cuenta el cumplimiento de los requisitos técnicos establecidos,
plazos de entrega adecuados, garantia de calidad o rapidez de respuesta a
ante problemas puntuales. Los proveedores aprobados se reevaluaran
periddicamente para asegurar que mantienen la calidad de sus servicios.

Por otra parte, el plan recoge la obligatoriedad de definir un sistema para el

control de inventario de recursos y materia prima (agar para la siembra,
reactivos, entre otros) necesarios para lograr la produccion de Lactobacillus
Casei (FCI-150).

FEPL-100

Produccion

La organizacion planificara y llevara a cabo la produccion de biomasa de
Lactobacillus Casei bajo condiciones controladas. Las condiciones
controladas deben incluir: el uso y mantenimiento apropiado de birreactor,
camaras de sembrado, autoclave, microscopios, entre otros.,, la
disponibilidad de instrucciones de trabajo (formato FIT-020), normas de
bioseguridad.

FIT-020

Identificacion y
trazabilidad

Para mantener la trazabilidad se establecerd un sistema de identificacion de
la materia prima, los recursos, entre otros, para ello se llevara un registro
(formato FRP), donde se anotara el proveedor, producto y la fecha de
entrada, lo que permitiria determinar los datos mas relevantes de la
fabricacion del producto, las posibles incidencias en la fabricacion, estancia
en el laboratorio de un lote determinado de producto, etc., asi mismo se
levantara la informacion referente a los equipos birreactor, microscopios,
neveras, autoclave, etc.

FRP

Propiedad del cliente

Las especificaciones del cliente y los métodos de estandarizacion
(ensayo/prueba) seran procesados y protegidos a traves del sistema formal de
especificacion para conservar su integridad y asegurar la confidencialidad de

PNO
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la informacion ahi contenida.

Se realiza seguimiento a la satisfaccion del cliente segun lo establecido en el
formato del PNO para tratamiento de reclamos y sugerencias que provengan
del cliente.

Almacenamiento y
Manipulacion

Los materiales comprados serdn almacenados en estantes bajo la
responsabilidad del Jefe de la Unidad de Laboratorio.

La biomasa obtenida para el cliente en masa hiumeda se refrigera y transporta
en envases de plastico (norma interna de envasado), a fin de prevenir el
dafo, deterioro o contaminacion del producto

Productos no conformes

Se contempla que el producto no conforme se eliminara en el autoclave por
ser un producto de procedencia biologica.

Seguimiento y medicion

Se realizara un monitoreo de los grados Brix cada 5 min y una siembra para
observar el crecimiento de Lactobacillus Casei i cada hora y se llevara un
registro (formato FRM), a fin de analizar los resultados o informacion del
proceso y registrar en graficos

FRM

Equipo de inspeccién y
ensayo / prueba

El laboratorio cuenta con equipos de medicion y ensayo/prueba
(microscopios, termocupla, camaras de sembrado, entre otros) para cubrir el
alcance de sus actividades de desarrollo, produccién, y control. Toda la
calibracion requerida se efectla internamente o por el fabricante del equipo

Se realizara una auditoria interna una vez al afio que contemplara la revision
de manuales, procedimientos, normas de bioseguridad, registros, entre otros.
Los registros de las auditorias se utilizaran para proporcionar evidencia de

Auditoria e D, L ; 2 . .
verificacion, de accion preventiva y de accién correctiva logrando asi, dar
confianza a la direccion y a los clientes. Ademas las instalaciones pueden
recibir auditorias del cliente y las reglamentarias.
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modelo plan

Bizagi Process Modeler
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PROCESO 1

ELEMENTOS DEL PROCESO

solicitud de pedido/presupuesto
I:l chequear la caracterizaciéon del M.O que se esta solicitando
I:l definir especificaciones del cliente

<> ése acepta el pedido?

Descripcién

<p><span style="font-family:Tahoma;font-size:8pt;"> </span></p>

Flujos

Si

no

I:l compra de materia prima
I:l chequeo de materia prima seglin normas internas
I:l seleccion de medio de cultivo
I:l diseiio de plan para produccion
I:l preparacion de insumos a utilizar
esterilizacion de material de vidrio

pipetas
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placas de Petri

frascos de vidrio

fiolas y beaker

sustrato
I:l caracterizacion del sustrato
I:l analisis de plataforma
D esterilizacion del sustrato.
I:l ajuste de grados °Brix

esterilizacion de agar y caldo
I:l pesado de agar segun especificacion
I:l preparacion del biorreactor

I:l puesta en funcionamiento del biorreactor

TOMA DE MUESTRAS
I:l TOMA DE MUESTRA PARA SIEMBRA
I:l siembra en placas

I:l colocacion en la estufa
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D Contar placas vy llevar el registro segin formato
I:l entrega de biomasa al cliente.
I:l toma de muestras para °Brix

<> chequeo de °Brix
Flujos
si
no

I:l parada de biorreactor

I:l se procede al filtrado para remover y aislar la biomasa
|:| presupuesto no aceptado

O Elemento

I:l embalaje y almacenamiento

O Elemento
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