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Determinacion de la cinética de fermentacion en dos medios probidticos, pruebas
de desempefio in vitro y efecto de inhibicién de Lactobacillus plantarum?
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RESUMEN: en esta investigacion se sometié la cepa Lactobacillus
plantarum a diferentes pruebas in vitro en dos medios, que simularon las condiciones
fisiologicas del tracto digestivo, el primero fue el caldo comercial MRS y el segundo
fue preparado a base de aztlicar, leche de soya, leche en polvo y salvado de trigo (PRO).
Se evalud el crecimiento en relacion a la cinética de fermentacion, conteo de
microorganismos viables en placa (UFC/150ul), tolerancia a pH (2,5; 3,5; 4,5 y 6%),
resistencia a temperatura de 38 y 45°C, viabilidad frente a sales biliares (3, 4 y 5% p/v)
y bilis (0,5%, 1% y 2% p/v), susceptibilidad frente a antimicrobianos, determinacion de
proteinas, consumo de azucares, identificacion de péptidos y &cido lactico en muestras
de sobrenadante. La fase exponencial en los medios MRS y PRO se present6 a las 16
horas con un consumo de azucar de 1,71 mg/L y 1,94 mg/L, y un valor de proteina de
1,61 y 1,47 mg/L en los medios MRS y PRO. El sobrenadante registr6 valores de 6,50 y
6,80 g/L para acido lactico. L. plantarum fue resistente tnicamente a dicloxacilina y
presentd halos de inhibicion sobre Yersinia pseudotuberculosisde 6 y Smm en el
sobrenadante; obtuvo conteos de 3x10''y 3x10'2 UFC/150pl a 38 y 45°C;
1x10° UFC/150ul a pH de 6; 4x10' a pH 4,5 y 1x10° UFC/150p1 a pH 3,5. Finalmente,
fue viable a diferentes concentraciones de sales biliares con valores entre 2x10''y
7x10"° UFC/150uLy valores entre 2x10' y 2,4x10" UFC/150pL para bilis bovina.
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Determination of kinetics parameters of fermentation in two probiotic means: in
vitro tests performance and Lactobacillus plantarum inhibition effect

ABSTRACT: Lactobacillus plantarum strains underwent different in vitro
tests through two means which simulated physiological conditions of the digestive tract;
the first was the commercial MRS broth and the second was prepared based on sugar,
soy milk, milk powder and wheat bran (PRO). The maximum growth relative to kinetics
parameters of fermentation, the count of microorganisms viable in plate (CFU/150 ul),
tolerance to pH (2.5; 3.5; 4.5 and 6%), resistance to 38°C and 45°C temperatures,
viability against bile salts (3%, 4% and 5% w/v) and bile (0.5%, 1% and 2% w/v),
susceptibility to antibiotics, determination of proteins, consumption of sugars,
identification of peptides and lactic acid in supernatant samples were evaluated. The
exponential phase in MRS and PRO media was presented at 16 hours, with a sugar
consumption of 1.71 mg/L and 1.94 mg/L, a protein value of 1.61 and 1.47 mg/L. in the
MRS and PRO media. The supernatant recorded values of 6.50 and 6.80 g/L lactic acid.
L. plantarum was resistant only to dicloxacillin, and presented inhibition halos on
Yersinia pseudotuberculosis 6 mm and 5 mm in the supernatant; counts of 3x10''and
3x10'* CFU/150pl at 38°C and 45°C, 1x10° CFU/150ul to pH 6; 4x10'° at pH 4.5 and
1x10° CFU/150ul to pH 3.5 were obtained. Finally, it was viable to different
concentrations of bile salts with values between 2x10'' and 7x10" CFU/ 150uL and
values between 2x10'% and 2,4x10'*CFU/150uL for bovine bile.

Key words: growth, resistance, bacterium, viability

Introduccion

La importancia de las bacterias acido lacticas (BAL), como los Lactobacillus en
Colombia y en el mundo, hace necesario encontrar métodos Optimos para su
crecimiento, utilizando sustratos diferentes para su desarrollo (Ossa et al., 2010).

Lactobacillus es uno de los géneros probidticos mas importantes y se encuentra casi en
cualquier nicho, o lugar donde se encuentren carbohidratos disponibles, se conocen mas
de 140 especies diferentes que incluyen bacterias Gram positivas, sin movilidad,
catalasa negativas, no esporuladas y que pueden desarrollarse en ambientes
microaerofilicos o anaerdbicos, pueden presentar formas espiraladas o cocobacilares
bajo ciertas condiciones (Smita et al.; Ortiz; Castulo et al. apud Ramirez, 2010).
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Ademas, los Lactobacillus producen una amplia variedad de sustancias con accion
antimicrobiana como el acido lactico, acido acético, acido butirico, peroxido de
hidrogeno, diacetilo y péptidos de bajo peso molecular llamados bacteriocinas (Yousef;
Castulo et al.;apud Ramirez 2010).

Por otro lado, el desarrollo de productos probidticos obedece mayormente a la
necesidad de sustituir el empleo de antibidticos en la alimentacion animal, los cuales
son usados para mantener un buen balance en la microflora del tracto gastrointestinal
(TGI) y para eliminar microorganismos patdogenos facilitando la reduccion de
enfermedades  gastrointestinales  frecuentes en  animales  (Patterson &
Burkholder apud Avila, 2010).

L. plantarum es una bacteria lactica heterofermentativa facultativa, metabolicamente
muy flexible y versatil que se encuentra en un gran rango de ambientes, incluyendo los
productos lacteos y carnicos fermentados o el tracto gastrointestinal humano. Sin
embargo, su nicho mas habitual son los alimentos fermentados de origen vegetal. Posee
un genoma relativamente grande con numerosos genes que codifican su capacidad de
adaptacion a diversas condiciones (Kleerebezem et al. apud Cermenio, 2012).

La investigacion tuvo como objetivos evaluar las mejores condiciones de la cinética de
fermentacion de L. plantarum en dos medios de cultivo, uno a base de azlicar blanco,
leche de soya, leche en polvo y salvado de trigo (medio PRO) comparado con el medio
comercial MRS y asi determinar el méximo crecimiento de microorganismos viables en
placa (UFC/150uL) en la fase exponencial, determinar el consumo de azucares totales,
determinacion de proteinas, produccion de acido lactico y péptidos del sobrenadante.
Ademas, comprobar el efecto de inhibicion sobre la bacteria patogena .
pseudotuberculosis

Materiales y Métodos

EL presente estudio fue realizado en el Laboratorio del grupo de investigacion FISE —
PROBIOTEC y en los Laboratorios Especializados — seccion de Cromatografia de la
Universidad de Narifio sede Torobajo, municipio de Pasto, departamento de Narifio. Se
utilizaron las cepas comerciales L. plantarum y Yersinia pseudotuberculosis. Estas
fueron reconstituidas de acuerdo con las instrucciones de la casa comercial.

Se cultivo la cepa probidtica de la siguiente manera: En un erlenmeyer se tomo6 40ml de
caldo MRS estéril, en este se depositd una alicuota de la bacteria conservada y se incub6
por 24 h a 37°C; terminada la incubacion, se tomd 4 ml del incubado y se depositaron
en otros 40 ml de caldo MRS y se incub6 en iguales condiciones. El inéculo fue
ajustado mediante la metodologia de Crueger & Crueger (1993), para ello, se tomaron
90 ml de caldo MRS estéril y se afiadio 10 ml de in6éculo de acuerdo con la regla; al
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terminar la incubacion, se hizo lectura directa de 1ml en espectrofotometro (625 nm),
cuando la poblacion fue superior a la establecida, se agregd caldo estéril teniendo en
cuenta la propuesta de Guerrero ajustada por Jurado (2014).

L. plantarum y Y. pseudotuberculosis fueron sometidas a ensayos de inhibicion frente a
los siguientes antibidticos: penicilina (P 10 IU), cefalotina (KF 30 pg), ciprofloxacina
(CIP 5 png), gentamicina (CN 10 pg), dicloxacilina (DCX 1 pg) mediante la
metodologia de Bauer et al. (1966); para ello, las bacterias fueron depositadas en un
tubo con 1 ml de agua destilada, cada cepa por separado y los tubos fueron incubados a
37°C, hasta obtener la turbidez Opticamente comparable con el estandar 0,5 de
MacFarland, equivalente a 1,5 x 10’ UFC/ml, enseguida, el contenido se transfirid a
cajas de Petri con agar Miiller Hilton y se distribuy6 con un hisopo de algodon. Se
incubaron a 37° C por 12 horas; al terminar el tiempo de incubacion, se midio6 el halo
formado entre el borde del disco y el borde maximo de inhibicion.

De igual manera, se evalu6 el efecto de inhibicion in vitro producido por L. plantarum
sobre Y. pseudotuberculosis mediante la metodologia de Tagg & McGiven (1997). Se
tomo6 una alicuota de L. plantarum, se ajustdé a escala McFarland de 4 (1,2 x 109
UFC/ml) y se cultivaron en cajas de Petri con agar MRS y azul de anilina a
concentraciones de 50, 75, 100 y 150 pl, finalmente se incubaron a 37°C por 24 horas.
Se tomaron los discos y se colocaron en las cajas incubadas con la bacteria patdogena,
luego se incubo a 37°C por 12 horas. Al finalizar el periodo de incubacion se midieron
los halos de inhibicion. Se determiné susceptibilidad de la cepa patdgena cuando el halo
fue igual o superior a 2 mm (Jurado et al., 2015).

Se extrajo el sobrenadante de L. plantarum; para esto, se ajustd la concentracion de la
bacteria a McFarland de 4 (1,2 x 10° UFC/ml) a 625nm, de esta, se tomaron varias
muestras de 1,5 ml y se depositaron en tubo Eppendorf para centrifugar a una
temperatura de 4°C con 13.500 rpmdurante 15 min. Se tom6 el sobrenadante de dos
formas, la primera sin filtrar y la segunda filtrada, se la neutraliz6 a pH 6 para eliminar
el efecto de los acidos, la otra muestra se sometid a calentamiento a 80°C por 10
minutos para eliminar el efecto enzimatico. Cada muestra se refriger6 a 4°C para
posterior analisis.

Se coloco papel Pads con concentraciones de 50, 75 y 100 pl y cilindros estériles de
6mm de didmetro, sobre los cuales se depositaron las mismas concentraciones (los
cilindros se obtuvieron de puntas de pipeta estériles; Jurado et al., 2014). Los discos y
cilindros fueron colocados en cajas de Petri con las bacterias patdgenas. Trascurridas las
12 horas se procedié a medir los halos formados. La distancia se midi6 desde el borde
de la bacteria lactica hasta el borde o extremo del halo. Un halo igual o superior a 2 mm
se considera como inhibidor del efecto de la bacteria patdégena.

Se evalud la viabilidad de L. plantarum a dos temperaturas 38 y 45°C, tomando como
referencia la fase exponencial de crecimiento encontrada en la cinética de fermentacion,
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el procedimiento se basé en lo propuesto por Crueger & Crueger (1993), para ello se
ajustd el inoculo de acuerdo con la escala 4 de MacFarland, la incubacion dur6d 12
horas; enseguida se realizaron diluciones de 10-1 hasta 10-12 en agua peptonada y se
sembraron en cajas de Petri con azul de anilina comenzando en la disoluciéon de 10-6
hasta 10-12, las cajas se incubaron por 24 horas a 37°C para determinar el recuento de
colonias en UFC/150pul.

Se determind el crecimiento de la cepa lactica a concentraciones de 3, 4 y 5% de sales
biliares bovinas y concentraciones de 0,5; 1 y 2% de bilis bovina. La cepa se cultivd en
caldo MRS durante 24 horas; de este cultivo se realizé una nueva inoculacién en caldo
MRS con las diferentes concentraciones de sales biliares y bilis bovina de manera
separada, luego se tomaron muestras y se cultivaron en agar MRS con azul de anilina,
permaneciendo entre 12 a 24 horas a 37°C.

Se evaluo el crecimiento de la cepa lactica a cuatro pH (2,5; 3,5; 4,5 y 6), el registro se
realiz6 durante tres horas, con toma de muestras cada 20 minutos. La cepa fue incubada
en medio MRS comercial y el pH se ajust6 con la adicion de acido tartarico o hidroxido
de sodio. Las condiciones de incubacion fueron de 37°C.

Se evaluo la cinética de fermentacion de L. plantarum en dos medios de cultivo MRS y
PRO este ultimo compuesto por 10g/L azucar blanco; 15g/L leche de soya; 150g/L
leche en polvo; 15g/L salvado de trigo Jurado et al. (2014), para cada medio se tom6 un
Erlenmeyer, al cual se adicion6 540 ml de medio y 60 ml de indculo, luego se llevo a
incubaciodn (incubadora shaker) en agitacion constante a 37°C y 100 rpm. Se tuvieron en
cuenta Unicamente las cajas de Petri con conteos entre 30 y 300 colonias.

El método de Dubois (1956) fue usado para determinar el azicar total, se prepararon
diferentes concentraciones de glucosa para crear una curva patron mediante los valores
obtenidos de las muestras observadas a una densidad optica de 625 nm. Los valores se
graficaron contra la concentraciéon en mg/L, finalmente se obtuvieron los valores de la
linea recta.

La acidez fue determinada mediante titulacion con hidréxido de sodio (IN). La biomasa
se determin6 por los métodos de Crueger & Crueger (1993) y Rodriguez et al. (2003),
para ello se establecido la velocidad maxima de crecimiento mediante la siguiente
ecuacion:

En cuanto al tiempo de duplicacién celular (td), se determind teniendo en cuenta la
siguiente ecuacion:
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VITEE

td =

Se cuantifico el consumo de proteina mediante el método de Lowry et al. (1951), con
modificacion, se efectud una curva de calibracion mediante seroalbumina de huevo y se
determind la absorbancia en espectrofotometro a 750nm. Los valores obtenidos fueron
graficados contra la concentracion para obtener la ecuacion de la linea recta.

Se tomod una muestra de sobrenadante y con ella se identificod el contenido de péptidos
mediante HPLC. Se tom6 1ml de muestra y se filtr6 en jeringa PVDF, Pall de 0,25 pm.
Enseguida se conservod a -20°C, protegida de la luz hasta su andlisis.

Para establecer el efecto del medio MRS y el medio PRO sobre las variables L.
plantarum, se realiz6 un analisis de medidas repetidas en el tiempo, utilizando el
procedimiento PROC MIXED del paquete estadistico de SAS teniendo en cuenta un
nivel de significancia del 5% (P< 0.05)

Resultados y Discusién

Susceptibilidad frente a agentes antimicrobianos de Lactobacillus plantarum. En
este ensayo se determiné que L. plantarum fue resistente unicamente a la accion del
antibidtico dicloxacilina, (Tabla 1, Figura 1). Por su parte Y. pseudotuberculosis se
observo que tuvo sensibilidad a la penicilina, cefalotina, ciprofloxacina y gentamicina y

mostro resistencia unicamente a dicloxacilina.

Tabla 1. Susceptibilidad de Lactobacillus planiarum frente a agentes antimicrobianos.

L.
plantarum  Sensible T Nivel de
Antibidtico halo de (S) pseudotuberculosis  sensibilidad
inhibicion Resistente  halo de inhibicion
wm)  ® en mm

Penicilina P10 IU 30 S 26 S
Cefalotina KF 30 pg 42 S 42 S
Ciprofloxacina CIP 5 30 S 42 S
ng
Gentamicina CN 10 17 S 26 S
ng
Dicloxacilina DCX 1 0 R 0 R
ng
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Figura 1. Halos de inhibicion Lactobacillus plantarum

Uno de los requisitos que deben cumplir las bacterias benéficas, es que no presenten
resistencia a antibidticos, porque debe evitarse el peligro de que las cepas benéficas
transfieran genes de resistencia antimicrobianos a bacterias patdgenas o potencialmente
patogenas que estén presentes en el TGI del huésped (Sanz et al., 2003). Por lo anterior,
recomiendan realizar un perfil de susceptibilidad a antimicrobianos para especies con
potencialidades probioticas (Charteris et al. apud Alvarado & Diaz, 2009). Puesto que la
resistencia a los antibidticos es un peligro potencial cuando se presenta en los
microorganismos benéficos, ya que estos podrian convertirse en reservorios que pueden
transferir la resistencia a los microorganismos patdégenos y a los oportunistas
(Gueimonde et al., 2013).

La resistencia a antibidticos es un fenomeno natural que puede ocurrir por la
propagacion de los sistemas de defensa que presentan las cepas. Estos pueden ser
generados por cambios en genes, en donde proteinas codificadas pueden modificar su
actividad hasta que son capaces de proteger o modificar el blanco de accion (Blair et al.,
2015).

Ensayos de inhibicion in vitro de Lactobacillus plantarum frente a Yersinia
pseudotuberculosis. Los halos de mayor tamafio, producidos por L. plantarum, fueron
de 6 mm en la concentracion de 75 y 100 ul (Tabla 2, figura 2).

Tabla 2. Inhibicicn de L planzarum sobre Yersinia preudotuberculosis.

Concentracién (ul) v medida del halo (mm) para

Medio Lactobacillus plantarum
TSA 50 pl 75 ul 100 pl l_Sl] ul
4 mm 6 mm 6 mm Smm
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Figura 2. Discos de agar mpregnados Laciobacillus plantarum

Segtin Mishra y Lambert apud Delgado (2005), las BAL son capaces de producir varios
compuestos con efectos antimicrobianos como acidos grasos y organicos, peroxido de
hidrégeno, bacteriocinas y otras sustancias relacionadas, por tal razon es posible afirmar
que L. plantarum tuvo el potencial de inhibir a Y. pseudotuberculosis por accion
individual o conjunta de los compuestos antimicrobianos que se produjeron durante el
ensayo.

Accidn inhibitoria del sobrenadante de L. plantarum frente a Y. pseudotuberculosis.
En la cual se evidencio tamanos de halos entre 2 y Smm el cual no depende de la
cantidad del sobrenadante de L. plantarum (Tabla 3, Figura 3).

Tabla 3. Concentraciones (pl) v halos de inhibicidn (mm} producidos por el sobrenadante de

Lactobacillus plantarum frente a Yersinia pseudotubercuwlosis.

Metodo Condicion Concentracion (ul} v medida del halo (mm}
50wl 75wl 100 wl 150 ul
) Filtrado pH 6 4 mm 5 mm 3 mm 2 mm
Discos Filtrado pH 6 - 80°C 3 mm 3mm 3 mm 2 mm
Metodo ——
modificado Sin filtrar pH 6 2 mm 2 mm 2_ mm 2 mm
Sin filtrar pH 6 - 80°C 2 mm 2 mm 5 mm 3 mm
. Filtrado pH 6 1 mm 2 mm 2 mm 2 mm
I.’]fu;“’“ 1 [Filtrado pH 6 - 80°C 2 mm 2 mm ? mm 2 mm
Iglla'rsltizg Sin filtrar pH 6 2 mm 1 mm 2 mm 2 mm
Sin filtrar pH 6 - 80°C 2 mm 2 mm 2 mm 2 mm
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Figura 3. Halos producides por el sobrenadante Lacro bacillus planiarum.

El efecto de inhibicién del sobrenadante no puede atribuirse en particular a un solo
compuesto con efecto antimicrobiano producido por las BAL estudiadas, pero es
posible descartar la accion de inhibiciéon causada por la biomasa celular y de
compuestos como el acido lactico y otros acidos organicos mediante el tratamiento de
filtrado, neutralizacion y temperatura al sobrenadante. Por lo antedicho, se presume que
la accién inhibitoria del sobrenadante pueda atribuirse a las posibles bacteriocinas
producidas por las BAL estudiadas, ya que son péptidos activos producidos por BAL
con actividad antimicrobiana, los cuales pueden presentar un espectro de inhibicion
particular que permite adquirir una posicion dominante en un determinado nicho, al
eliminar a otras bacterias competidoras Zarate (2009). Por lo tanto, es probable inferir
que el sobrenadante de L. plantarum pudo presentar compuestos peptidicos (posibles
bacteriocinas), las cuales manifestaron su accion de inhibicion frente a la cepa patdogena.

Resistencia a diferentes niveles de temperatura: L. plantarum reportd valores de
crecimiento comprendidos entre 2,4x10%y 3x10'' UFC/150uL a una temperatura de
38°C y valores entre 2,8x10%y 3x10"?UFC/150uL a temperatura de 45°C.

Dalie et al. (2010) mencionan que la temperatura y el periodo de incubacion, son
factores esenciales que modulan el crecimiento de las BAL, los cuales pueden llegar a
afectar considerablemente las cantidades producidas de metabolitos antimicrobianos.
Por tal razon, es importante realizar esta prueba con el fin de determinar la capacidad de
crecimiento de las bacterias a ser utilizadas como probidticas.

Existe una temperatura 6ptima a la cual la velocidad de crecimiento es mas alta y las
diferencias que se pueden encontrar dependen de las caracteristicas propias del
microorganismo utilizado (Guerra et al. apud Caballero, 2014). Para este estudio
encontramos que hubo una mayor respuesta en cuanto a crecimiento a temperatura de
38°C.

Viabilidad a diferentes concentraciones de pH: los valores de UFC/150uL reportados
paral. plantarumen los diferentes pH evaluados, fueron entre 4x10y
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1x10°UFC/150puL en el pH 6; entre 4 x10'y 4x10'° UFC/150uL a pH 4,5 y entre
1x10° y 1x10® UFC/150uL a pH 3,5.

La capacidad de tolerancia a pH y sales biliares es un criterio de selecciéon y un
prerrequisito indispensable para que los microorganismos puedan desarrollar sus efectos
benéficos en el intestino (Vallejo et al., 2008). De acuerdo con esto, L. plantarum puede
sobrevivir a los efectos adversos que se presentan en el tracto gastrointestinal, puesto
que su viabilidad durante el tiempo presentd conteos elevados. Leon (2012) recalca la
importancia de los probioticos frente a la resistencia de pH bajos, como una necesidad
para tolerar y soportar la acidez del estomago de forma exitosa tras el paso por esta
porcion. Segun Prescott, Harley & Klein apud por Alvarado & Diaz (2009), la acidez
producida por el estdbmago constituye una de las principales barreras para muchos
microorganismos. Por tal razén la prueba de viabilidad a diferentes concentraciones de
pH permite determinar el comportamiento de las bacterias probidticas. Para ello, un
mecanismo clave para la homeostasis del pH acido es el transporte de protones fuera del
citoplasma por bombas de protones primarios (Slonczewski et al., 2009).

Susceptibilidad en diferentes concentraciones de sales biliares y bilis bovina: en
esta prueba L. plantarum reportd valores entre 3,5x10% 7x10'°UFC/150pul a una
concentracion de 3%, valores de 3x10’-1x10"UFC/150ul al 4% y 3x10°-
2x10"UFC/150ul al 5% de sales biliares. En cuanto a la viabilidad a diferentes
concentraciones de bilis bovina se obtuvieron los resultados de 3,5x10%-2x10'%, 3,3x10°-
3x10"%, 6x10°, 1x10“-2,4x1012UFC/150u1 en las concentraciones de 0,5, 1y 2%.

Pisano et al. (2014) afirman que para llevar a cabo su accion probiotica las bacterias
deben llegar al tracto intestinal vivas. Esto requiere su supervivencia durante la
elaboracion del alimento, la maduracion del producto, tiempo de conservacion y
después del consumo, su resistencia al dcido del estdbmago, asi como a las sales biliares
en el intestino, ademas, esta prueba estd dirigida a determinar el grado de tolerancia a la
acidez que presentan los Lactobacillus. Moreno (2012). De acuerdo con esto, Gomez et
al. apud Caballero (2014) consideran que uno de los requisitos para la seleccion de
bacterias probioticas sea que resistan y tengan capacidad de crecimiento en contacto con
sales biliares.

Este efecto estresante sobre las cepas de Lactobacilluses complejo porque la
concentracion de bilis y el tiempo de residencia varian en cada parte del tracto
gastrointestinal. Ademads, la resistencia a la bilis puede ser incrementada debido al
efecto protector de algunos componentes de los alimentos (Frizzo, 2006). De acuerdo
con esto, en la composicion del medio PRO se encuentra el salvado de trigo, una de las
materias primas con contenidos de fibra que pueden aislar a las bacterias y ayudar al
paso por el TGI.

Corzo & Gilliland apud Garcia et al. (2014) aseguran que en la seleccion de
microorganismos potencialmente probioticos, un punto importante es la evaluacion de
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su resistencia a las condiciones del TGI puesto que tienen que soportar un bajo pH del
estdbmago y presencia de enzimas digestivas (i.e., pepsina) y el intestino, que contiene
bilis.

Cinética de fermentacion. La fase exponencial de L. plantarum, para los dos medios
fue a las 16:00 horas. Donde el medio PRO alcanzé un valor de 3x10"° UFC/150 pl el
cual es mayor al del medio MRS donde se encontré 1,2x10'* UFC/150pl. (Figura 4). El
efecto del medio de cultivo sobre el conteo de microrganismos en placa paralL.
plantarum, expresado en UFC/150ul, presentd diferencias estadisticas significativas
(P<0.05) a los tiempos 1, 2, 3 y 4, con mayores conteos en el medio PRO (Tabla 4).

Tabla 4. Efecto del medio de cultivo sobre el conteo de unidades formadoras

de colonia (UFC/150pl) de Lactobacillus plantarum.

Lactobacillus plantarum
TIEMPO 1 2 3 4 5 b 7
DRSS 66x10%2 93x10% 304x10% 1x10Ma 12x10Mb 4x10%  3x10'%

. 16x 18x i . .
-PRO 3x10% x10M 3x 108 3x10Mh Tx 10Mb
10% 104D

Letrzs difersmtes en iz misma columnz entee medios para uma misms cepa mdican difersmeiz estadistica sigmificative
(P=0.03). *Medios de cultivo MRS =Nl Rogosz v Sharps “PRO=madio 2 base da amicar, lache de sove, lache an

pelvoy salvade de trigo.

Lactobacillus plantarum MRS vs PRO
3 3
2 0 2
a0 - S -
E g :\
0 ) 28 -
= y '] '] 4
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- 21
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0 4 8 12 16 2 24
HORAS
—=MRS <=PRO

Figura 4. Curva de crecimmiento de L planiarem en dos medios (MES v PRO).

Los microorganismos necesitan carbono, nitrégeno, minerales, para formar su biomasa
y como fuente de energia para el mantenimiento celular y la biosintesis del producto de
su metabolismo Orozco & Solarte (2003). Sin embargo Puupponen et al. (2002) infieren
que para poder llevar a cabo los beneficios a la salud, la bacteria probiotica debe estar
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viable y disponible a altas concentraciones, por lo general, >10° UFC/g. una ventaja
para L. plantarum puesto que sus conteos son elevados en su crecimiento.

Finalmente, hubo una mejor respuesta para el medio PRO probablemente a su contenido
de nutrientes que facilitd su crecimiento. A pesar de ello, las células deben metabolizar
las fuentes de carbono disponibles a fin de reabastecer su energia intercelular antes de
iniciar la division celular. Igualmente, si el inoculo estd creciendo en un medio que
contiene una fuente de carbono diferente a la del nuevo medio, las nuevas enzimas
requieren ser inducidas a catabolizar el nuevo sustrato, lo que también contribuye al
retardo en el crecimiento celular (Orozco & Solarte, 2003).

Determinacion de pH y porcentaje de acido lactico: en la fase exponencial de L.
plantarum presenta un pH de 3,61 y 4,66 en el medio MRS y PRO respectivamente y
finaliza con valores de 3,52 y 4,60 a las 24 horas de la cinética, ademés se reportan
porcentajes de acido lactico del,8% en medio MRS y 0,7% en el medio PRO (Figura 5).

El efecto del crecimiento (UFC/150ul) sobre el pH del medio de cultivo, present6
diferencias estadisticas significativas (P<0.05) en todos los tiempos destacandose un
menor pH para el medio MRS (3,75) en comparacion con el medio PRO (4,68) al
tiempo 4. Por otra parte, el efecto del crecimiento microbiano (UFC/150uL) sobre el
porcentaje de 4cido lactico del medio de cultivo, presentd diferencias estadisticas
significativas (P<0.05) en todos los tiempos, destacandose el medio MRS con un mayor
porcentaje de acido (2,01; 2,14; y 2,53) en comparacion con el medio PRO (0,81; 0,98y
1,03) en los tiempos 5,6y 7.
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Lactobacillus plantarum MRS
pH vs % acido lactico
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Figura 5. pH v dcido lactico (%) de los medios MES v PEO v UFC/ 1300l

de Laciobacillus planiarum.

Los pH encontrados du—rante la cinética y sobre todo en la fase de crecimiento
exponencial indican que la cepa posee caracteristicas adecuadas para resistir ambientes
con niveles bajos de pH; esta capacidad es importante para un probidtico, dado que le
permitira sobrevivir con crecimien—tos adecuados. Una cepa que no puede adecuarse a
los diferentes ambientes del tracto digestivo, dificilmente podra lle—~gar a considerarse
como un probiodtico (Prescott et al. apud Jurado et al., 2015).

Por otro lado, el 4cido lactico es un metabolito producto de la fermentacion generado
por ciertos microorganismos y es clasificado como GRAS (generalmente reconocido
como seguro), Vargas (2004). Ademas las bacterias lacticas son caracterizadas por la
produccion de diferentes isdmeros del acido lactico mediante la fermentacion de la
glucosa. Durante la fermentacion pueden producir acido lactico L (+) levorrotatorio o D
(-) dextrorrotatorio, o la mezcla de ambos DL (Carr et al., 2002).

Finalmente se pudo evidenciar que la produccién de acido lactico se incrementa
simultdineamente mientras que el pH disminuye, su aumento se puede dar hasta el
agotamiento de las fuentes de carbono ya que existe una relacion inversa entre la acidez
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y el pH (Ahmed et al., 2012). Ademas el uso de carbohidratos fermentables y alcoholes
son empleados como fuentes de energia para formar principalmente acido lactico
(Savadogo et al. apud Vargas, 2004).

Consumo de azUcares totales y determinacion de proteinas: El consumo de azicar
en los medios MRS y PRO present6 valores de 1,71y 1,94 mg/l en la fase exponencial
de la cinética (Figura 6). La proteina detectada para L. plantarum en la fase exponencial
fue de 1,61 y 1,47 mg/L en los medios MRS y PRO.

Lactobacillus plantarum MRS y PRO
UFC/150 pl vs consumo de azucares
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Lactobacillus gasseri MRS y PRO
UFC/150 pl vs determinacion de proteinas
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Figura 6. Consumo de azicar, detenminacion de proteinas v crecimisnto

(UFC/130uly de Lactobacillus plantarum enlos medios MES v PRO.

El sustrato energético ocupado por las BAL como fuente energética son los
carbohidratos, y de su fermentacion se obtiene acido lactico; para tal razon, se utiliza el
esquema de Embden Meyerhof Parnas (EMP), en donde se genera casi exclusivamente
acido lactico y la via 6 fosfogluconato/fosfocetolasa, del que se obtienen etanol, acido
acético y dioxido de carbono como productos finales (Ramirez, 2011).

©Universidad de Caldas Veterinaria y Zootecnia. 2015; 10(1): 23-41



g

\'/, Veterinaria y Zootecnia ISSN 2011-5415 Vol 10 No.1, enero - junio de 2016

Como se puede observar en la Figura 6, la tendencia de las curvas de proteina de las
BAL estudiadas en los medios MRS y PRO, no es definida a diferencia del consumo de
azucares. Por lo anterior es posible inferir que el método de andlisis es sensible tanto a
la deteccion indirecta de la biomasa celular como al consumo de azicares. Aunque las
BAL no pueden sintetizar algunos aminoacidos, segliin la cepa considerada, si pueden
obtenerlos mediante la actividad proteolitica del medio en que se desarrollen (Olivera,
2011).

Tabla 5. Datos cinéticos del crecimiento bacteriane de Laciobacillus planiarum.
Lactobacillus plantarum Medio
Parametro MES PRO
Velocidad especifica de crecimiento {u h-1) 04922 0.7798
Fin fase logaritmica (horas) 16:00 16:00
Tiempo de duplicacion celular (minutos) 84.50 53,33
%o amicares consumidos totales (gL} 69,94 88.09
Yo protemna consumida total {g/L) 7731 61,89
R- fin fase logaritmica 00,9539 0,975

La velocidad de crecimiento especifica obedece a la concentracion de nutrientes, por tal
razén, cuando la concentracion es alta, la velocidad de crecimiento especifica puede
alcanzar valores maximos (Orozco & Solarte, 2003). Lo anteriorconcuerda con los
resultados encontrados, ya que L. plantarum reporté una velocidad especifica en el
medio PRO de 0,7798, a diferencia del valor encontrado en el medio MRS de 0,4922.
Esta diferencia puede atribuirse a las concentraciones nutricionales mayores del medio
PRO (Tabla 5).

Determinacion de &cido lactico e identificacion de péptidos por HPLC-DAD en el
sobrenadante de Lactobacillus plantarum. Se registr6 que la presencia de acido lactico
con valores de 6,50 y 6,80 g/L, por otra parte el analisis de péptidos detecto la presencia
de 7 picos en el sobrenadante de L. plantarum, los cuales fueron comparados con un
patron estandar, el cual report6 una similitud en el pico 6, equivalente al tiempo 11,95.
De la anterior, se puede inferir que posiblemente se tratd de un péptido conformado por
una cadena de aminoacidos VAL-TIR-VAL, con una concentracion de 0,6 1mg/ml.
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Figura 7. Cromatograma de Lactabacillus plantarum

Conclusiones

Lactobacillus plantarum demostrd ser una bacteria probidtica importante puesto que
demostré una excelente viabilidad bajo condiciones fisioldgicas del tracto
gastrointestinal de forma in vitro, situacion importante para la prevalencia en los
animales de produccion ya que permite que se pueda emplear en forma in vivo de forma
segura. Por otro lado, fue muy efectiva la inhibicion frente a Yersinia
pseudotuberculosis, factor que demuestra importancia para la investigacion mediante el
uso alternativo de antibidticos.
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