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RESUMEN: El objetivo de la presente investigacion fue
evaluar las mejores condiciones de la cinética de fermentacion de
Lactobacillus casei en dos medios probioticos (MRS y Pro). En cada
medio se evalud el maximo crecimiento en relacion con produccion de
biomasa, conteo de microorganismos viables en placa (UFC/ml),
determinacion de pH, consumo de azucares totales (mg/L) y produccion
de acido lactico (%). Se usd un disefio de bloques al azar con dos
tratamientos (medios Pro y MRS), 11 bloques correspondientes a los
tiempos de evaluacion y 2 réplicas por cada uno. La prueba se efectuo
cada 2:24 horas durante un dia; se obtuvo la fase exponencial de
crecimiento (UFC/ml) al tiempo 7 (16:48 horas) y tiempo 6 (14:24
horas) de la cinética, alcanzando valores de 3,0 x 10" y 7.3 x 10
UFC/ml respectivamente, y una concentracion de proteinas de 46,95
g/L y 45,83 g/L para el tiempo 7 y 6 respectivamente. Los resultados
estadisticos no encontraron diferencias estadisticas significativas
(P>0,05). La prueba por HPLC indic6 que las cepas de L. casei eran
homofermentivas, presentando una produccion de acido lactico superior
al 80%. En la muestra P (L. casei), el pico No. 9 (tr —tiempo de
retencion— = 12,1 min), presenta un tiempo de retencion similar al del
pico No. 2 del estdndar de calibracion, por lo que posiblemente el
péptido de esta muestra presente una cadena de aminoacidos compuesta
por VAL-TIR-VAL (PM = 379,5). El pico No. 3 del estandar, que
corresponde al péptido metionina enkefalina acetato, de composicion
(TIR-GLI-GLI-FA-MET) M6638 (PM = 573,7 para la base libre),
presenta un tiempo de retencion similar al del pico No. 12 de la muestra
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P (L. casei). Los valores en los dos medios indican ser adecuados para
la preparacion de inodculos probidticos.

Palabras clave: bacteria, biomasa, salud, fermentacion

Determination of kinetic parameters of Lactobacilluscasei in two
probiotics media

ABSTRACT: The objective of this investigation was to
evaluate the best conditions of the kinetic fermentation of Lactobacillus
casel in two probiotic media (MRS and Pro). In each media maximal
growth related to biomass production, counting of viable
microorganisms in plaque (CFU/ml), determination of pH, total sugar
consumption (mg/L) and lactic acid production (%) was evaluated. A
randomized blocks design with two treatments (media Pro and MRS),
eleven blocks corresponding to the time of the evaluation and 2 replicas
for each one, was used. The test was carried out every 2:24 hours
during one day; the exponential phase of growth (CFU/ml) was
obtained at period 7 (16:48 hours) and period 6 (14:24 hours) of
kinetics, reaching values of 3.0 x 1011 and 7.3 x 108 CFU/ml
respectively, and a protein concentration of 46.95g/L and 45.83¢g/L for
the period 7 and 6 respectively. Statistical results did not show
significant differences (P>0.05). The HPL C test indicated that L. casei
strains were homofermentative presenting a lactic acid production
higher than 80%. In sample P (L.casei), peak No. 9 (rt— retention time—
= 12.1min), has a similar retention time to the peak No 2 from the
calibration standard, reason why possibly, the peptides of this sample
show an amino acids chain composed of VAL-TIR-VAL (MW =379.5).
The peak No. 3, of the standard which corresponds to the peptide
methionine enkephalin acetate, composition (TIR-GLY-GLY-FA-
MET) M6638 (MW = 573.7 for the free base) has a retention time
similar to that of peak No. 12 from sample P (L.casei). The values in
the two media indicate they are suitable for the preparation of inoculum
probiotic.

Key words: bacterium, biomass, health, fermentation

Introduccion

Lactobacillus casei es una bacteria acido-lactica que posee el estatus de
Generalmente Reconocida como Segura (GRAS), ademads, de
catalogarse como probiotico; este ultimo corresponde al cultivo de
microorganismos vivos (bacterias, hongos y levaduras) que actian
directa o indirectamente sobre bacterias patogenas Gram-negativas en el
tubo digestivo, actuando por competicion fisica o de nutrientes, por
secrecion de bacteriocinas, producciéon de acidos o por inmunidad
cruzada (Susamo & Ocampo, 2006). La importancia de su uso en la
alimentacion de animales de granja se basa en las propiedades que se
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les atribuyen para mejorar la eficiencia de conversion alimenticia y
como promotores del crecimiento (Rosmini et al., 2004).

Lactobacillus casei ha sido ampliamente estudiada y utilizada en la
industria en procesos de fermentacion a partir de varios sustratos como
harinas, leche, carnes, conservas. Este microorganismo se encuentra de
forma natural en vegetales fermentados, leche, carne, intestino, boca y
ambiente (Collins et al., 1989). En estudios previos se ha reportado el
uso de L. casei para la fermentacion de suero de leche y la optimizacion
en la produccion de biomasa a partir de este sustrato (Ruales & Vallejo,
2007). Estudios in vivo e in vitro sobre sustratos como suero de leche
han demostrado su capacidad probiotica al aprovechar los nutrientes y
generar productos o metabolitos de interés (Escobar, 2008).

La investigacion tuvo como objetivos: evaluar las mejores condiciones
de la cinética de fermentacion de Lactobacillus casei en un medio
probiodtico comparado con el comercial MRS; y determinar el maximo
crecimiento de microorganismos viables en placa (UFC/ml, expresado
como la fase logaritmica de crecimiento), determinar el consumo de
azucares totales, pH y produccion de acido lactico en los periodos
evaluados.

Materiales y Métodos

El presente estudio se realizd en el Laboratorio de Microbiologia y el
Laboratorio especializado de la seccion de Biologia Molecular y
Biotecnologia de la Universidad de Narifio (Torobajo) ubicado en la
ciudad de Pasto, Narino. En la investigacion se utilizo Lactobacillus
casei, una cepa de referencia ATCC® 334™%* de coleccion American
Type Culture Collection, obtenida de un laboratorio reconocido.

La reconstitucion de la cepa se hizo en base a agar nutritivo (Nutrient
Agar) marca Oxoid CMO0003 de 500 g, elaborado por Oxoid Ltd
(Basingstoke, Hampshire, England). A las 24 horas se realiz6 la
reconstitucion de la cepa de acuerdo a las instrucciones para
microorganismos KWIK-STIK™. Inmediatamente después, se verifico
su crecimiento y se repico en agar MRS comercial, incubandose por 24
horas a 35°C. Este procedimiento se realizo en camara de flujo laminar
tipo II, para evitar contaminaciéon del medio. Enseguida, se verifico el
crecimiento, morfologia (macroscépica y microscopica) y la pureza
mediante tincion de Gram. Para la conservacion de la cepa, se realizo
repique cada cinco dias en medio s6lido (agar MRS) y cada ocho dias
en medio liquido (caldo MRS), estos preservados se incubaron por 20-
24 horas a 35-37°C y se almacenaron refrigerados en nevera a 4°C.
Asimismo, cada vez que se realizd6 un nuevo repique o siembra se
confirmo su pureza mediante tinciéon de Gram.

Posterior a este procedimiento, se inoculd una alicuota con la cepa en

un Erlenmeyer que contenia 40 ml de caldo MRS comercial estéril. La
incubacion tuvo un tiempo de 24 horas a 37°C. Terminado este periodo
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se realizo un repique de 4 ml y se colocd en otros 40 ml de caldo MRS
con las condiciones mencionadas anteriormente.

El porcentaje de inoculo fue ajustado a un 10% v/v al inicio de la
fermentacion (Crueger & Crueger, 1993), esto se logrd preparando 90
ml de caldo MRS, en el cual se adicionaron 10 ml del indculo
probiotico con aplicacion de la regla. Después se calculd el numero de
bacterias por ml.

Se tom6 1 ml del caldo comercial MRS para realizar una lectura directa
en espectrofotometro a 625 nm, se adiciond caldo estéril cuando la
poblacion encontrada fue mayor a la establecida; esto se realizo a través
del calculo matematico propuesto por Guerrero (apud Montes et al.,
2003).

Para ello se realizo el siguiente calculo:

Se tomo6 como M1 a la poblacion o densidad celular que se debe ajustar,
M2 como la densidad utilizada en la primera fermentacién (0,125
densidad optica equivalente a 1,50 x 10° bact/ml), VI es 1 ml
proveniente del inoculo total (10/90), X1 fue la cantidad que contenia
M2, V2 es el valor que se agrega a 1 ml, para ajustar a 1,50 x 10°
bact/ml, V3 equivale a 100 ml de indculo total, X2 cantidad de caldo
MRS comercial estéril que se agrega a V3 para ajustar la poblacion al
valor de M2.

Se utilizaron dos medios de cultivo, medio MRS comercial y medio Pro
(Tabla 1).

Tabkla 1. Medios de cultivo

Medio Composicion

MRS D-glucosa 20 gil. extracto de came 8
g/L; extracto de levadura 4 g/l

10 g/L azicar blanco; 15 g/L leche de
Fro soya; 150 g/L leche en polvo; 15 giL

salvado de trigo
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La cinética de fermentacion se efectudé en un Erlenmeyer con 600 ml
del medio y la bacteria probidtica ajustada (540 ml del medio y 60 ml
del indculo) a 32°C, en agitacion constante en incubadora shaker a 100
rpm a 32°C.

La técnica de conteo en placa propicia la informacion del nimero de
células viables durante el proceso en términos de UFC/ml, permitiendo
determinar la evolucidon de la produccion de biomasa. Las medidas por
peso seco y turbidimetria no se efectuaron debido una elevada cantidad
de solidos en suspension del medio de cultivo. Se diluydé 1 ml de
muestra en 9 ml de agua peptonada al 0,1%, para realizar los conteos.
Luego se hicieron diluciones decimales en las cuales se sembraron 100
ul en cajas de Petri con MRS mas azul de anilina. Estas cajas fueron
incubadas a 32°C y se observaron entre las 24 y las 48 horas.
Unicamente fueron consideradas las cajas que presentaron conteos de
30 a 300 UFC/ml observadas durante el periodo de 24 a 48 horas; el
niamero de colonias encontradas se multiplico por el inverso de la
disoluciéon y por 10 con el fin de obtener su valor en UFC/ml formadas
(LANARA, 1981), finalmente fueron trabajadas en transformacion a
logaritmo natural para los andlisis estadisticos.

La evolucién del pH se valoré mediante la mediciéon con un pHmetro
digital Jenco® Vision Plus (San Diego, California, Norte América).

La determinacion de azacares se realizdo por el método de Dubois
(Antrona), para ello se prepar6 previamente una curva patrébn con
diversas concentraciones de la solucion usada como patron (Figura 1).
Los resultados de la lectura de densidad 6ptica fueron graficados contra
la concentraciéon en mg/L, para obtener la ecuaciéon de la recta.
Obtenidas las muestras de los diferentes tiempos de la cinética se
procedid a realizar las lecturas de absorbancia a las muestras en
espectrofotometro a 625 nm, y se procedié a aplicar la formula
despejando los valores de X para cada tiempo, teniendo en cuenta que
se trabajo en base a una dilucion de 1/100 y 1/1000 para MRS y Pro,
respectivamente.
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Curva de calibracion de azlcares totales
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Figura 1. Curva patron para determinacién
de azucares totales (método de antrona)

La determinacion de proteinas se realizdo por el método de Lowry
modificado. Las proteinas reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu
para dar un complejo color azul. La intensidad del color depende del
nimero de aminodcidos presentes y enlaces peptidicos y cambiarad
segun la clase de proteina; la solucion azul muestra una absorbancia
maxima a 750 nm. Rango de linealidad entre 0-300 mg/L.

Procedimiento: Se ajustdé 1 ml de patrones de la curva estdndar y
muestras por duplicado, enseguida se adicion6 0,5 ml de NaOH 2 N a
todos los tubos, se colocd en bafio Maria a temperatura de ebullicion
durante 10 minutos. Se dejo reposar en bafio de agua fria, para
adicionar 0,5 ml de H,SO4 2,6 N. A continuacion se adicion6 0,9 ml de
solucion A y se llevo por 10 minutos a baiio Maria a 50°C, luego se
dejo reposar en bafio de agua fria; después se adiciond 0,1 ml de
solucion B y se coloco por 10 minutos en la oscuridad, para finalmente
adicionar 3 ml de la solucion C.

Reactivos:

Solucion A: Diluir 0,5 g de tartrato de sodio y potasio, 25 g de
carbonato de sodio, 125 ml de hidréxido de sodio 1 N en 125 ml de
agua destilada.

Solucion B: Diluir 2 g de tartrato de sodio y potasio, 1 g de sulfato de
cobre en 10 ml de hidroxido de sodio 1 N.

Solucién C: Preparar una solucion de agua destilada y reactivo de
Folin-Ciocalteu en proporcion 14:1 (preparar al momento de usar).

Solucién estandar de seroalbiimina bovina: Disolver 15 mg en 50 ml de
agua destilada, el resto se almacena en congelador (concentracion final
300 mg/L).
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La determinacion de produccion de acido lactico se realizo aplicando el
método de titulacion con hidroxido de sodio 0,1 N.

Los resultados obtenidos permitieron determinar si la cepa resulta ser la
mas adecuada en términos tiempo-tasa de crecimiento durante el
proceso de fermentacion para establecer el tiempo de duracion en la
produccion de biomasa.

Los célculos de fermentacion para las cinéticas se definieron de acuerdo
con Crueger & Crueger (1993) y Rodriguez et al. (2003). Siendo la
velocidad especifica de crecimiento definida por la ecuacion:

ALnX
dt

Viax =

El tiempo de duplicacion celular:

Ln2

WVIIax

td =

El andlisis de produccion de 4cidos organicos se realizd por
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), permitiendo
caracterizar las bacterias en homo o heterofermentativas, estableciendo
un perfil caracteristico para cada especie (Brizuela, 2003), descartando
facilmente cepas con perfiles idénticos. El caldo de crecimiento se
centrifugd a 8500 rpm, filtrando el sobrenadante por membrana de 0,45
micras. Los &cidos orgénicos fueron determinados por HPLC asi:
solvente de fase moévil, acido sulfurico a pH 1,5; presion 800-900 PSI;
volumen inyectado: 20 L; temperatura del horno: 65°C; columna
BIORAD Aminex HPX87 H con soporte de resina trasplantada H+
(copolimero de estireno y bisulfato de divinilbenzeno).

Para la identificacion de los péptidos posibles presentes en el
sobrenadante de L. casei, la muestra para analisis de cromatografia
liquida de alta eficiencia (HPLC) se prepar6 de la siguiente forma:

* La cepa se cultivo en caldo MRS por 24 horas a 32°C, posteriormente
se ajustd por espectrofotometria a una densidad optica 0,125 en escala
McFarland patrén 0,5 equivalente a una concentracion de 1,5 x 10°

bacterias/ml.
* Se trasfirieron muestras en tubos Eppendorf y se centrifugaron a
18000 rpm, durante 30 minutos a 4°C.

* El sobrenadante se filtr6 utilizando membranas PVDF de 0,2 micras y
se llevo a lectura.
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Las condiciones del analisis fueron las siguientes:

Equipo: Cromatégrafo Liquido HPLC Waters — Bomba Binaria 1525.
Columna: C18 300A (Jupiter, Phenomenex 150 mm x 4,6 mm).
Detector: PDA 2998 a 214 y 280 nm Scan (200-350 nm).

Inyector: Rheodyne Loop de 20 uL.
Fase movil: Modo de separacion gradiente.
Composicion: A (Agua: TFA 0,1%) B (Agua: Acetonitrilo: TFA,
0,1%).

Para el conteo de microorganismos viables en placa UFC/ml obtenidos
durante la cinética de fermentacion se adoptd un disefio en bloques al
azar (DBA) dado el numero de datos utilizados, los medios se
consideraron como los dos tratamientos y las horas de evaluacion
correspondieron a los bloques (11 tiempos), se evaludo el
comportamiento desde el tiempo O (cero horas), hasta el tiempo 11 (24
horas); se consideraron dos réplicas para cada medio y tiempo.

Para analizar pH, consumo de azlicar total (mg/L) y % de 4cido lactico
resultado de la cinética, se aplicé un analisis de regresion tomando
como variable dependiente las UFC/ml formadas; el modelo usado fue
el siguiente:

Los datos obtenidos se analizaron en SAS 9.1.3 version 2007 y fueron
sometidos a un analisis de varianza ANDEVA y prueba de significancia
de Tukey para comparar variaciones que resulten estadisticamente
significativas (P<0,05) (Solarte et al., 2009).

Resultados y Discusién
En la Figura 2 se observa el crecimiento de la cepa probiotica cada 2:24
horas durante 24 horas en 11 tiempos de evaluacion. El medio Pro

alcanza su fase exponencial mas rapido que el medio MRS, con una
caida después de las 14:24 horas de iniciado el proceso.
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Figura 2. UFC/ml de la cepa probidtica cultivada

en los medios MRS v Pro durante 24 horas

El maximo crecimiento (UFC/ml) para L. casei en los medios MRS y
Pro, se obtuvo al tiempo 7 (16:48 horas) y tiempo 6 (14:24 horas) de la
cinética, es decir, al alcanzar la fase exponencial de crecimiento, con
valores de 7,3 x 10° UFC/ml y de 3,0 x 10"" UFC/ml respectivamente,
mostrandose asi una mayor ventaja con 2:24 horas anticipadas para el
medio Pro, respuesta positiva ya que se facilita la generacion de
indculos probidticos con menor tiempo y menores costos de produccion
(Tabla 2). La concentracion de proteinas fue de 46,95 g/L y 45,83 g/L
para el tiempo 7 y 6 respectivamente. Posteriormente se presenta una
disminucion de estos parametros.

Estos resultados son importantes por cuanto indican que la formacién
de la biomasa por parte de L. casei en los dos medios (MRS y Pro) en
los dos tiempos de mayor crecimiento hacen que presenten un adecuado
consumo de proteinas, y asi el medio Pro puede ser adecuado para el
desarrollo de este microorganismo en la fase exponencial. De igual
manera, al comparar estos resultados se puede observar que no se
evidenciaron diferencias estadisticamente significativas (P>0,05) entre
los efectos de los medios Pro y MRS.

De igual manera, se permite observar que no se presentaron diferencias
estadisticamente significativas (P>0,05) entre los medios de cultivo, no
obstante, al considerar los periodos de evaluacion tomando diferentes
tiempos, estadisticamente si existe diferencia entre las horas de
evaluacion (P<0,05), de esta manera el efecto producido por el tiempo
fue bloqueado y permitié un mejor andlisis de los tratamientos. El error
estandar no fue considerado dentro del andlisis estadistico ya que el R
cuadrado alcanzo un valor considerablemente alto (73%).
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Tabla 2. Valores de logaritmo natural (Ln) UFC/ml obtenidos para Lactobacillus casei en

los medios de cultivo

Tipo de
. Lactobacillus casai
bacteria
Horas o 2:24 4:45 712 938 1200 14:24 1848 1812 2138 24
Medio MRS 1507 1821 17580 188% 1882 1808 1968 2040 1957 1934 1952

de

cultiva

Pro 1221 1312 154% 1842 1842 2149 2640 21,82 2044 1872 1830

Finalmente, el anélisis de ANOVA revela que los dos tipos de medios
no presentan diferencias estadisticas significativas (P>0,05), por
consiguiente, ambos pueden ser usados como medio de cultivo en
laboratorio, aunque a favor del medio Pro se debe considerar su mayor
produccion de biomasa y menor costo de produccion para la
elaboracion de indculos probiodticos en futuros estudios para el
suministro a animales in vivo.

De esta manera, los valores obtenidos en la prueba expresan ser
adecuados para ser utilizados en la preparaciéon de inoculos con
propiedades probidticas, ya que al alcanzar poblaciones elevadas
permitira hacer una competencia frente al microorganismo patdgeno,
facilitando la colonizacion del tracto gastrointestinal (Zamudio &
Zabaleta, 2003).

Con la cinética efectuada se determino tiempo requerido para obtener el
maximo crecimiento microbiano en los medios MRS y Pro, siendo de
16:48 horas (tiempo 7) y 14:24 horas (tiempo 6) respectivamente. Estos
resultados tienen relacion con los encontrados por Ramirez (2005), en
un medio similar a base de azucar blanco, leche de soya, suero de leche
y salvado de trigo con un cultivo de una cepa probidtica asilada de un
probidtico comercial, la cual alcanz6 el maximo crecimiento a las 15
horas (tiempo 5) del proceso con 6,2 x 10" UFC/ml. Asimismo,
Montes et al. (2003) indicaron que en la fermentacion por 12 horas en
medio elaborado a base de melaza y leche en polvo con cultivo de
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus se presento el pico maximo de
crecimiento de la bacteria en el tiempo 10 (11 horas), determindndose
asi el tiempo de cosecha con una biomasa de 9,3 x 10'" UFC/ml.
Finalmente, se debe tener en cuenta que la curva de cinética de
fermentacion dependerd de los siguientes factores: tipo de cepa
probidtica, tiempo y periodos de evaluacion, medio y condiciones de
cultivo.

Para que se presenten efectos beneficiosos, los Lactobacillus deben
sobrevivir y adherirse a la pared del tubo digestivo en nimero
suficiente, como indican los resultados de la viabilidad (UFC/ml) para
L. casei, y que al mismo tiempo le permitiran una eficiente colonizacioén
en la mucosa intestinal. Uno de los criterios de seleccidon mas
importantes para determinar qué microorganismos seran utilizados
como potenciales probidticos, es la habilidad de adherirse a la mucosa
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intestinal debido a que es un prerrequisito para poder colonizar el
intestino (Leon, 2012).

Los estudios de medios y condiciones de cultivo que permitan la
obtencion de altas concentraciones de microorganismos (>10" UFC/ml),
han sido el objetivo fundamental cuando se trabaja con bacterias acido-
lacticas, como microorganismos iniciadores y como aditivos
probiodticos para aumentar el valor nutritivo de los productos. De esta
forma, la biomasa de estos microorganismos ha adquirido un mayor
valor y una mayor demanda. Infortunadamente, los métodos de cultivo
industrial de probioticos se caracterizan por sufrir de la inhibicion del
crecimiento celular debido a la produccion de acido lactico, un producto
primario de su metabolismo (Mack et al., 2003).

En este sentido es dificil proponer una cantidad precisada, ya que
depende de la normatividad y legislacion de cada pais, pero se ha
propuesto que deben contar con una poblacion minima de 10° UFC/ml,
mientras que Ouwehand et al. (2002) y otros autores denotan que debe
tener la cantidad necesaria para que se ingiera 10° UFC/ml.

En la Figura 3 se observa como en la fase exponencial hay mayor
produccion de biomasa a pH de 5,94 y 6,01 en el medio MRS y Pro
respectivamente, y finaliza con valores de 5,74 y 5,57 a las 24 horas de
la cinética.

Los Lactobacillus como microorganismos aciduricos, pueden crecer a
pH inferiores a 5 (Kandler & Weiss, 1986). Estudios revelan cémo
diferentes pH influyen sobre el crecimiento de L. casei, encontrando
que la bacteria probiotica no crece adecuadamente cuando es inoculada
en un medio de cultivo a pH de 5, comparada con otros pH de 6 y 7 en
donde hubo un mayor crecimiento (Garcia & Jerez, 2004).
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Los valores de pH encontrados en los tiempos de cinética favorecen los
procesos de fermentacion, en la produccion de inoculos; entre las cepas
que soportan pH de 2,5 se encuentran Lactobacillus casei (ATCC
27139, FAGRO 98, FAGRO 98LP) y Lactobacillus rhamnosus
(FAGRO 36,5 y FAGRO 53,1), indicando que son capaces de
sobrevivir al ambiente del tracto gastrointestinal, no son afectadas por
pH acidos y a concentraciones altas de sales biliares (Leon, 2012). Por
lo anterior, estas cepas serian capaces de soportar la acidez que se
presenta en el estbmago de especies como el cuy y el cerdo (alrededor
de 4,0), siendo uno de los principales obstaculos para el paso a través
del tracto gastrointestinal.

La evolucion del pH fue relacionado con el incremento en cada unidad
Ln UFC/ml mediante analisis de regresion, siendo el pH la variable
independiente que presenta un valor de B1, -0,32244 en el medio MRS
y de -0,15537 en el medio Pro, lo que significa que por cada unidad
logaritmica del crecimiento de colonia el pH disminuye en -0,32244 y -
0,15537 unidades de pH para cada medio, notindose una mayor caida
del pH en el medio Pro.
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El consumo de azucares totales presentd valores de 4,36 mg/L y 33,48
mg/L para los medios MRS y Pro respectivamente, a las 16:48 horas y
14:24 horas de efectuada la cinética, respectivamente (Figura 4).

Mediante el andlisis de regresion se relaciond el consumo de azlcares
totales y la formacion de UFC/ml hasta la fase logaritmica de
crecimiento a través del tiempo durante el proceso fermentativo. La
pendiente de la recta (B1, -0,4355) en el medio MRS indica que, en
promedio a cada incremento de una unidad logaritmica de UFC/ml, se
consume el azucar total en 0,4355 mg/L; igualmente sucede en el medio
Pro que presenta un valor de B1, -1,228, significa que 1,228 mg/L de
azucar son consumidos por cada unidad Ln UFC/ml.

Comparando los dos valores de las variables independientes, se
considera que el consumo de azucar es menor en MRS, que en el medio
probiodtico, donde la concentracion de azlicares es mas significativa
dadas las condiciones de las materias primas utilizadas, permitiéndole a
los microorganismos contar con una mayor cantidad de nutrientes, sin
que estos lleguen a ser un factor limitante para su crecimiento.
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Figura 4. Consumo de azucar total (mg/L) v
crecimiento UFC/ml medio MRS v Pro
Haga clic sobre la imagen para ampliarla
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Segun Jurado (2009) y Ramirez et al. (2011), las BAL (bacterias acido
lacticas) requieren para su multiplicacion de azlcares como lactosa y
glucosa, ademas de aminoécidos, vitaminas y otros factores de
crecimiento; no obstante, la leche constituye un medio especial y
satisfactorio para la proliferacion de este tipo de bacterias, mientras la
mayoria de las especies necesitan ademds varios aminoacidos (Parra,
2010) y vitaminas del grupo B (lactoflavina, tiamina, biotina, acido
nicotinico, acido pantotéico, acido folico).

En general, para que L. casei se implante y colonice dentro del tracto
del animal, es indispensable que disponga de una dieta rica en sustratos
prebidticos, algunos de estos son de naturaleza lignoceluldsica
(oligosacaridos, fructooligosacaridos, fibra, cereales), derivados de la
lactosa (galactooligosacaridos, lactulosa, lactitol), inulina entre otros;
para este caso, la funcion como prebiotico la cumple el salvado de trigo
(fibra insoluble) (Jurado, 2009).

La leche de soya es una buena fuente de hidratos de carbono,
principalmente sacarosa, rafinosa y estaquiosa, asi como proteinas y
magnesio; durante la fermentacién, mas del 60% del contenido inicial
de estaquiosa, rafinosa y sacarosa en la leche de soya se metaboliza por
las bacterias. El azucar es otra fuente importante de carbono, que
favorece la produccion de energia y la produccion del acido lactico.

Los medios MRS y Pro presentaron 0,36% y 0,71% de acido lactico al

tiempo 7 y 6, respectivamente. Los resultados valorados mediante el
método de titulacion se muestran en la Figura 5.
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Figura 5. Acidez (%0) de los medios MRS v Pro

v UFC/ml de la cepa probiotica cultivada durante 24 horas
Haga clic sobre la imagen para ampliarla

La producciéon de acido lactico se ve reflejada como producto de la
fermentacion de azicares por BAL, y es considerado un metabolito
generado por ciertos microorganismos y es clasificado como GRAS
(generalmente reconocido como seguro) para su empleo como aditivo
alimenticio por la FDA (Administracion de Drogas y Alimentos) (Parra,
2010). La produccion de acido lactico se da a partir de la fermentacion
de las hexosas a acido lactico por la via Embden-Meyerhof (Samaniego
& Sosa, 2012). Ademas, el potencial de la produccion de acido lactico
asi como peroxido de hidrogeno y bacteriocinas principalmente de las
cepas probidticas se ve reflejado por su papel bactericida, su accion se
da por atacar el metabolismo de las bacterias patdgenas o atacar sus
estructuras como, por ejemplo, la membrana citoplasmatica (Gonzalez
et al., 2003).

La produccion de acido lactico fue valorada mediante andlisis de
regresion, determinando el efecto del acido lactico sobre el nlimero de
colonias, la wvariacion positiva de 0,03846 % de 4acido lactico
incrementa en una unidad Ln UFC/ml para MRS. En el medio Pro los
resultados fueron similares, por cada incremento en una unidad de Ln
UFC/ml la acidez se incrementa en 0,01929%, un estado muy favorable
debido al hecho de que durante la cinética tal evento marca cierta
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diferencia para establecer el punto exacto para la cosecha del cultivo
probiotico.

La prueba por HPLC indic6 que las cepas de L. casei eran
homofermentivas, presentando una produccion de acido lactico superior
al 80% (Tabla 4), el cual podria contribuir a disminuir el pH del medio y
actuar como inhibidor de microorganismos patdogenos (Ramirez, 2005).
El 20% restante se evidencid que correspondia a acido citrico, acido
succinico, acido acético y etanol (Tabla 3).

Tabla 3. Perfil caracteristico de la produccion de acidos organicos, concentracién

gramos/litro para L. caser

Acido Acido Acido Acido
Bacteria . . . . Etanol
citrico succinico lactico acetico

350 (g/L) 0.61(glL) 3021 (L) 1.11(g/L) 0.68 (giL)
11,92% 197%  80.01%  376%  2.34%

L. case

La identificacion tentativa de los péptidos se realizo por andlisis de los
picos de los espectros UV integrados por el sistema de deteccion de
PDA. Se utiliza como una mezcla de referencia estandar de péptido
(Sigma H2016) utilizado en las mismas condiciones (Tabla 4 y Figura 6a).

Tabla 4. Composicion de péptidos estandar

No. Tiempo de Cantidad
Nombre . Area
pico retencion relativa %
1 GLY-TYR 8,160 13535508 17 28
2 WAL-TYR-VAL 11,954 15209120 19,01
3 IMethionine enkephalin acetate 14 933 16168580 2053
4 Leucing enkephalin 16,328 15150611 19,40
5 Angiotensin Il acetate 16525 17656755 2274

Los resultados reportados para el analisis de las muestras, con el uso de
HPLC (espectro UV 214 nm), se observan en la Tabla 5.
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Tabla 5. Analisis de los péptidos en la muestra de L. caser de HPLC-PDA a 214 nm

] Tiempo de Cantidad media
No. pico

retardo relativa %
1 2511 g5z
2 2,695 520
3 2984 2,63
4 3,145 9,50
5 3,506 257
G 7403 0,67
7 7.572 13,66
8 9545 16,99
9 12,100 27,52
10 13,856 0,51
1 14618 081
12 14,932 1,83

En la muestra P (L. casei), el pico No. 9 (tr = 12,1 min) presenta un
tiempo de retencion similar al del pico No. 2 del estandar de
calibracion, por lo que posiblemente el péptido de esta muestra presente
una cadena de aminoéacidos compuesta por VAL-TIR-VAL (PM =
379,5). Los espectros UV presentan longitudes similares de maxima
absorcion.

El pico No. 3 del estandar, que corresponde al péptido metionina
enkefalina acetato, de composicion (TIR-GLI-GLI-FA-MET)M6638
(PM =573,7 para la base libre), presenta un tiempo de retencion similar
al del pico No. 12 de la muestra P (L. casei). Los maximos de
absorbancia de los espectros presentan longitudes de maxima absorcion
muy cercanas, sin que se evidencie una diferencia marcada.
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Los resultados de la produccion de biomasa relacionada con distintos
factores aparecen en la Tabla 6.

Tabla 6. Datos cineticos del crecimiento bactenano de Lactobacillus caser en dos medios

Vol 8 No.2, julio - diciembre de 2014

de cultivo
Lactobacillus casei Wedio

MRS Pro
Fase latencia i i
Welocidad especifica de crecimisnto (ph') 0,705 2187
Finfase log (h) 16:48 14:24
Tiempo de duplicacion (min) 59 14
Incremento cel. total JE+08 8,9e+07
Incremento cel. finfase log 7.3E+08 30E+11
% azlicares consumidos totales 62,99 46,32
% azlcares consumidos fin fase log 48,52 31,00
Cosficients de determinacian R* 0,810 0,938

©Universidad de Caldas

De acuerdo a los resultados obtenidos en la cinética, el medio Pro
resulto ser el mas adecuado, alcanzo el valor mayor de ph™', y por lo
tanto el tiempo de duplicacion celular es menor, lo que se ve reflejado
al haber alcanzado una mayor concentracion celular en la fase
logaritmica a las 14:24 horas. Como se puede observar en los resultados
encontrados, el medio MRS presenta desventajas debido a que
presentaria un tiempo de duplicacion celular muy elevado y esto
implica que al llegar a la fase logaritmica la concentracion celular sera
mucho menor, con respecto al medio Pro.

Por otro lado, se deben tener en cuenta los costos de produccidn, ya que
estos son de gran interés en el proceso de produccion a nivel industrial
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en la elaboracion de indculos. De acuerdo con Jurado (2009), el costo
de 500 g del medio MRS es aproximadamente $210.000 (USD 108,46),
y el costo de elaboracion de un litro de este medio comercial es
$27.142,86 (USD 14,02); comparado con el medio Pro elaborado con
azucar blanco, leche de soya, salvado de trigo y leche en polvo el costo
por litro del medio probidtico asciende a Unicamente a $2.775 (USD
1,42).

El tiempo requerido para alcanzar la fase logaritmica en los medios
MRS y Pro, fue a las 16:48 horas (tiempo 7) y 14:24 horas (tiempo 6)
respectivamente. El crecimiento bacteriano expresado como UFC/ml
demostré valores de 7,3 x 10° UFC/ml para MRS y 3,0 x 10" UFC/ml
para Pro. Los valores obtenidos en los dos medios indican ser
adecuados para ser utilizados en la preparaciéon de inoculos con
propiedades probioticas, que posteriormente podrian ser utilizados en
ensayos in Vivo en especies de gran importancia zootécnica como los
son cuyes, cerdos y aves, que ayudarian a obtener una mejoria en la
produccion y salud animal.
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