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UTILiZACION DE PLASMA SANGUINEO DE BOVINO COMO FUENTE
PROTEICA EN LA FORMULACION DE UN MEDIO DE CULTIVO
PARA LACTOBACILOS

Use of bovine plasma as a protein source in the formulation of a lactobacillus media

RESUMEN

Un medio a base de plasma de bovine, como fuente de
proteina fue desarrollade v usado para la propagacién de
cepas de Lactobacillus plantarum ATCC 8014 v Laclobacillus
casef ATCC 7469. El porcentaje éptimo de plasma de bovine
esterilizado por filtracién fue determinado. El mejoramiento del
medic debido a la adicion de dexirosa, sacarosa, extracic de
levadura y minerales fue evaluado. Finalmente, se compard la
eficiencia del medio recién formulado con un medio comercial
{(MRS). Los resultados mostraron que el plasma de bovino
estéril con fa sola adicién de sacarosa c dextrosa, es suficients
para soportar un crecimiento adecuado del L. plantarum y L.
casei. El crecimiento fue mayor a medida que el porcentaje de
plasma se aumentd de 25 a 75%; sin embargo, no se cbservé
diferencias en el crecimiento cuande se us6 25 ¢ 50% de
plasma. Debido a estos resultados se utilizé 25% de plasma
como fuente de proteina en la formulacién del medio. No se
observé diferencias en el crecimiento de los microorganismos
debido al tipc de aziicar empleadc. La adicién de 0.5% de
extracto de levadura al medio no mejoré el crecimiento de los
jactobacilos. La adicién de mineraies mejord el crecimiento del
L. plantarum pero no del L. casei. Se obtuve un crecimiento
maximo cuando se adicicnaron ambos: extracte de levadura v
minerales. El nueve medic di¢ resuitades comparables al
medioc cemercial (MRS).

Palabras claves:Plasma de bovine, medic de cullivo,
lactobacilos.
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ABSTRACT

A medium based on bovine plasma, as a protein source has
been developed and was used for propagating strains of
Lactobacifius plantarum ATCC 8014 and Lactobacilius casei
ATCC 7489. Optimal percent of filtered sterile bovine plasma in
the formulation was determined. Improvemenis due to the
addition of dextrose, sucrose, yeast extract, minerals and a
combination of all of them were tested. A comparison was
made using commercial medium (MRE8) and the new
developed medium. Results shown that filtered sterile plasma
with the addition of either sucrose or dextrose was good
enough to support a growth of L. planfarum and L. casei. The
growth increased as the piasma percent was increased from
25 to 75%; however, no differences in growth were observed
when 28% or 50% sterilized plasm was used as a media.
Because of this resuits 25% of sterilized plasma was used as a
source of protein to formulate the medium. No differences in
growth were observed when either sucrose or dexirose were
used as a source of carbohydrate. The additicn of 0.5% yeast
extract to the medium did not improve the growth of
Lactobacillus. The addition of minerals to the medium, improve
the growth of L. planfarum but not of L. casei. Maximum growth
was obtained when both, yeast extract and minerals were
added at the same time. The new medium gave results
comparable with commercial MRS medium.
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INTRODUCCION

La aplicacién industrial de las bacterias lacticas en la fer-
mentacion de productos camicos y lacteos es de considerable
importancia, y ha sido objeto de un amplio rango de estudios
bioguimicos, biofisicos y genéticos. Los medios usados para la
propagacién de estas bacterias, especialmente para los lacto-
bacilos, deben suplir una variedad de nutrientes, ya que estos
tienen requerimientos caracteristicos por cierto numero de
aminoacidos, vitaminas y otros nutrientes. Se ha determinado
que la mayoria de los genes esenciales para la biosintesis de
los aminodcidos y de otros nutrientes estan presentes en los
lactobacilos, pero ellos a menudo no producen las proteinas
activas, debido a pequefias lesiones tales como: mutaciones
de sustitucién de bases [16,17]. En el transcurso de los afios
se han sugerido diferentes medios de cultivo para lactobacilos;
entre estos tenemos el agar tomate dextrosa [4] y el medio
APT* recomendados por'Evans y Niven [10] asi como por Dei-
bel y col. [8]. Los estudios continuaron y en 1960 Man, Rogosa
y Sharpe [15] desarrollaron el MRS* para los lactobacilos en
general. Por otra parte, también se han reportado muchos me-
dios a base de suero filtrado de queso para propagar cultivos
iniciadores [2,6,18] pero probablemente este suero no sea una
fuente completa de nutrientes para bacterias lacticas [7].

Actualmente en Venezuela estos medios de cultivo no se
praducen, siendo entonces importante destacar la sustitucion
de importaciones que adelanta nuestro pais como politica eco-
némica, lo que constituye un reto para todos los centros de in-
vestigacion.

La sangre de bovinos es una solucién de proteinas que
contiene tres fracciones principales: plasma, células rojas y
plaguetas. La sangre completa contiene un 20% de sdlidos to-
tales del cual el 18% son proteinas y un 2% sales [13].

En un estudio donde se evaluaron las propiedades fun-
cionales de las proteinas aisladas del plasma mediante un pro-
ceso continuo, se sefiala que es una fuente de proteinas, que
contiene todos los aminoacidos esenciales y sirve como un nu-
triente potencial en alimento para humanos [21].

Durante el sacrificio industrial de los animales, la sangre
es descartada. El plasma constituye una fuente proteica impor-
tante por su alto contenido en albtimina, lo que hace del plas-
ma sanguineo una posible fuente de nutrientes para los orga-
nismos vivos. En consecuencia, se dispondria de una materia
prima de muy bajo costo para ser usada como fuente proteica
en medios de cultivos. El objeto de este trabajo fue evaluar el
uso del plasma sanguineo de bovina como fuente proteica en
la elaboracidn de medios de cultivo para bacterias acidolacti-
cas, especificamente lactobacilos empleados como iniciadores
en la fabricacion de productos carnicos fermentados.

= All purpose medium with tween.
**  Medio comercidl: Man, Rogosa y Sharpe.
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MATERIALES Y METODOS

Toma de la muestra y preparacion del plasma de
bovino

La sangre fresca de bovino fue obtenida de un matadero
de la localidad (Frigorifico Industrial Bolivar C.A.) al momento
de ser sacrificado el animal y recolectada en envases plasticos
a la cual, se le agregd 100 ml/lt de sangre de una solucién de
citrato de sodio al 2% (p/v). Una vez en el laboratorio, se man-
tuvo la mezcla a 5°C. Se separd el mismo dia en plasma y en
fraccion de glébulos rojos por centrifugacion a 2.500 rpm du-
rante 20 minutos. Al plasma se le determind el contenido de
proteina mediante el método de Biuret.

Microorganismos de prueba

Cepas de Lactobacillus plantarum ATCC 8014 y Laclo-
bacillus casei ATCC 7469, fueron utilizadas para probar la efi-
ciencia del medio a base de plasma de bovino. Los cultivos
fueron conservados en agar MRS (Man, Rogosa y Sharpe) y
subcultivados tres veces en caldo MRS antes de ser usados
experimentalmente.

Preparacion del MPB*

Con el objeto de determinar la cantidad de proteina pias-
matica conveniente para lograr un buen crecimiento de los mi-
croorganismos de prueba, se prepararon soluciones de plasma
al 25, 50 y 75%. Luego a cada dilucién se le agregd dextrosa o
sacarosa al 1%. El pH fue ajustado en todos los casos hasta
6.2 con acido acético.

Esterilizaciéon del MPB

Debido a la tendencia del medio a base de plasma a soli-
dificarse por efecto del calor, la esterilizacion se realizé por fil-
tracion al vacio utilizando un filtro SEITZ colocado en un Kita-
sato.

Inoculacion en MPB y enumeracion de los lactobacilos

Los microorganismos fueron sembrados en el medio e
incubados durante 18 h a 37°C en atmdsfera de 10% de CO2
utilizando campana de Gas Pak. La enumeracion se realizd
mediante el método estandar de contaje en placa. Las placas
se incubaron a 37°C por 48 horas en atmésfera de 10% de
COo.

Enriquecimiento del MPB con minerales y extracto de
levadura

El medio con 25% de plasma y sacarosa fue suplemen-
tado con extracto de levadura y minerales de acuerdo a la TA-
BLA |. Los lactobacilos se sembraron y enumeraron utilizando
el procedimiento sefalado anteriormente.

-

Medio a base del plasma de bovino.
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TABLA [

INGREDIENTES NECESARIOS PARA PREPARAR 1 LITRO
DEL MEDIO A BASE DE PLASMA DE BOVINO

Ingredientes Cantidad
Plasma 250 ml/it
Agua destilada 750. mifit
Glucosa o sacarosa 10 g/t
FeS047H20* 0.02 g/it
Acetato de Sodio 6 gftt
Citrato de Amonio 1 g/t
KH2PO4* 3 gt
K2HPO4* 3 ght
MgS0O47H20* 0.5 g/tt
MnSO47H20* 0.05 g/it
Extracto de levadura 5 gt

* {_as cantidades de minerales utilizados fueron de acuerdo a
las recomendaciones de Morishita y coi. (1981).

TABLA I

VALORES PROMEDICS" DEL CRECIMIENTO DE
Lacicbacilius plantarum ¥ Lactobacilius casej DEBIDO A
LA CONCENTRACION DE PLASMA Y TIPC DE AZUCAR

Tipo de

Concentracién de
plasma (%) azlicar
Caracteristica 25 50 75 ]

D
Crecimiente 723 738 742° 735 736

* Valores promedics del crecimiento fueron expresados en
fog 10 UFC/ML.

2P medias con diferentes superindices y dentro del mismo
tratamientc difieren significativamente. .

Preparacidon de agar a base de plasma de bovino

Se prepararon placas de agar a base de piasma de bovi-
ne, las cuales fueron sembradas con los organismos de prue-
ba con el objeto de examinar el crecimiento y la morfoiogia de
las colonias. Para ello.fos microorganismos fueron previamente
sembrados en caldo a base de plasma de bovino supiementa-
do, siguiendo el procedimiento estandar para contar en placas.
El stro medio usado con propositos comparativos fue el medio
comercial MRS.

Andlisis estadistico

E! anslisis estadistico, para medir ¢l efectc de la concen-
tracién de plasma, tipo de azidcar y tipc de microorganismo so-
bre el crecimiento bacteriano, consistié en un arreglo factoriai

de tratamiento 3x2x2, siendo los factores tres concentraciones
de plasma (25%, 50%, 75%), dos tipos de azlcar (sacarosa y
glucosa) y dos tipos de microorganismos (Lactobacillus planta-
rum y Lactobacillus casei). El efecto del agregado de minera-
les y extracto de levadura sobre la eficiencia del medio formu-
iado se midié mediante un arreglo factorial de tratamiento 2x2
(dos niveles de minerales y dos niveles de extracto de levadu-
ra). Los datos obtenidos se evaluaron mediante el analisis de
varianza, usando SAS PROC GLM [19]. Las diferencias entre
medias se determinaron con la prueba de Scheeffe y la instruc-
cion LSMEANS del SAS.

Se acentaron diferencias a un P<0.01.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla Il se presentan los valores promedios del
crecimiento del L. plantarum y L. casei debido a la concentra-
cién de plasma y tipo de azicar. Se observé un mayor creci-
miento de los microorganismos en ios medios formulados con
75% y 50% de plasma, no enconirandose diferencias entre los
medios formulados con 50% vy 25% de plasma pero si entre
25% vy 75%.

Para seleccionar la concentracion de plasma a utilizar en
ia formulacion del MPB, se tomaron en cuenta factores tales
como: tendencia del plasma a. gelificarse a temperaturas de re-
frigeracion y concentracion de plasma de la cual se obtuve un
buen crecimiento.

La concentracién de plasma seleccionada para la formu-
lacién del MPB fue del 25%, ya que a2 esia concentracién no
se le formd geles a temperatura de refrigeracion y se observé
un crecimientc adecuado de los microorganismos, aun cuando
fue menor, comparandoio con el medio formulado a 75% de
plasma, Ei contenido proteico para esta concentracién de plas-
ma fue de 1.7 9/100.

En la TABLA I, se muestra también los resultados del
crecimiento del L. plantarum y L. casei cuando ia dextrosa o
sacarosa fueron utilizadas como los azlcares a fermentar. Se
chserva que no hubao diferencia significativa en el crecimiento
de los lactobacilos debido al tipo de azlcar empieado.

Urbaniak y Pezacki [22] reportaron que todas las bacte-
rias Iacticas fermentian ia glucosa y que muchas de ellas fer-
mentan también la sacarosa.

Acton y col. {1] investigaron acerca de ia reduccion del
pH en la fermentacion de salchichones utilizando glucosa y sa-
carosa como carbohidratos a fermentar, demostrando que en
ambos casos el pH disminuyo en la misma proporcidn. Simila-
res resultados reportaren Duarte y col. [8].

Para la preparacién dei MPB se selecciond la sacarosa
por ser fermentada por los dos microorganismos utiiizados y
por ser la mas econdmica.

Las TABLAS Il Y iV presentan los vaiores promedios del
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crecimiento de L. plantarum y L. casei respectivamente, en el
MPB suplementado con la combinacion de extracto de levadu-
ras y minerales. Los resultados indican que el crecimiento de
ambos lactobacilos fue mayor cuando el medio fue suplemen-
tado con la combinacion de minerales y extracto de levadura.
El menor crecimiento, para ambos lactobacilos, se obtuve
cuando no se adiciond ni minerales ni extracto de levadura.

En la TABLA Il se muestra que para el L. plantarum el
agregado de minerales fue mas importante que el agregado de
extracto de levadura. Cuando sélo se agregé al medio minera-
les, el crecimiento fue significativamente mayor que cuando se
agreg6 extracto de levadura.

En la TABLA IV se observa que el L. casei solo respon-
dié cuando al medio se agregé minerales y extracto de levadu-
ra. Ni la presencia de minerales ni la de extracto de levadura
por si solos incrementaron el crecimiento del L. casel.

El efecto estimulador del agregado de extracto de leva-
dura y/o minerales sobre el crecimiento de bacterias acidolacti-
cas ha sido reportado por otros investigadores [3,5,10,
11,12,14,20].

Los resultados también muestran que, a pesar de que el
menor crecimiento se obtuvo cuando se utilizé el plasma sin
adicién de minerales y extracto de levadura, el crecimiento fue
bastante significativo, indicando que el blasma con sacarosa
posee los ingredientes necesarios para soportar un crecimien-
to importante de los iactobacilos y que este crecimiento puede
ser mejorado con la adicién de minerales principalmente. El
medio fue mas eficiente para el L. plantarum.

La TABLA V nos muestra los valores promedios del cre-
cimiento y pH final debido al tipo de microorganismb y tipo de
medio utilizado. Se observa también que independientemente
del tipo de medio, el L. plantarum tuvo un crecimiento mayor
(8.49) que el L. casei (7.71).

No se observé diferencias significativas al comparar el

TABLA Ili

VALORES PROMEDIO* DEL CRECIMIENTO DE
Lactobacillus plantarum EN EL MEDIO A BASE DE
PLASMA CON O SIN EL AGREGADO DE EXTRACTO DE
LEVADURA Y MINERALES

Minerales Extracto de levadura
Si No
si 9.49° 9.20P
No 8.55° 8.45°
% Valores promedios del crecimiento fueron expresados en
log 10 UFC/m.

ab&  medias con diferentes superindices difieren

significativamente.

TABLA IV

VALORES PROMEDIO* DEL CRECIMIENTO DE
Lactobacillus casei EN EL MEDIO A BASE DE PLASMA
CON O SIN EL AGREGADO DE EXTRACTO DE
LEVADURA Y MINERALES

Minerales Extracto de levadura
Si No
Si 8.70° 8.35"
No 8.35" 8.24b
* Valores promedios del crecimiento fueron expreésados en
ik log 10 UFC/ml.

medias con diferentes superindices difieren
significativamente.

TABLA V

VALORES PROMEDIOS DEL CRECIMIENTO* Y pH DEBIDO AL TIPO DE MICROORGANISMO Y TIPO DE MEDIC

Tipo de medio
Lactobacilos Caldo Agar
Caracteristicas LP L.C. MRS MPB MRS
Crecimiento 8.49° 7.7 8.08 8.10 8.08
pH Final® 41 43 44

* Valores promedios del crecimiento fueron expresados en log 10 UFC/ml.

ab medias con diferentes superindices difieren significativamente.

© ElpH se midié a las 28 hr.

L.P.= Lactobacillus plantarurm.

L.C.= Lactobacillus casei.

MPB= Medio a base de plasma de bovino.
MRS= Man, Rogosa y Sharpe.
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crecimiento en relacién a los medios. La reduccién del pH a las
18 horas debido al tipo de microorganismos y al tipo de caldo
estuvo alrededor de 4.2, no observandose diferencias significa-
tivas.

Los resultados indican que el medio formulado en nues-
tro laboratorio es tan efectivo como el medio comercial, pu-
diendo deberse a que el plasma sanguineo de bovino contiene
como principal proteina la albGmina, la cual es una protefna de
alto valor nutritivo, por poseer todos los aminoacidos esencia-
les. Este hecho garantiza en el medio, la presencia de los ami-
nodcidos requeridos para el crecimiento de los lactobacilos.
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