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RESUMEN: El objetivo fue determinar la cinética de
crecimiento de Lactobacillus plantarum en medio de cultivo
enriquecido como potencial probidtico. Las cepas de L. plantarum 1
fueron probadas con el medio comercial MRS; y con 10 g/L azucar
blanco, 15 g/L leche de soya, 150 g/L suero de leche, 15 g/L salvado de
trigo (Medio 4). Las variables evaluadas durante la cinética fueron:
determinacion de pH, viabilidad en placa (UFC/ml), determinacion de
azucar total, determinacién de la produccion de acidos organicos, y
evaluacion de la produccion de biomasa. Los mejores resultados para
viabilidad en el Medio 4 (M4) fueron para L. plantarum 1 H1 y L.
plantarum 1 H2 con valores de 3,0 x 10"* y 6,0 x 10'' UFC/ml a las 12
horas de efectuada la cinética. La evolucion de pH final fue de 4,21 y
4,07 respectivamente para cada cepa. El azucar total y la produccion de
acido lactico en el Medio 4 para L. plantarum 1 HI presento6 valores de
8,90 g/L y de 17,66 g/L respectivamente. Para L. plantarum 1 H2
presento valores de 10,8 g/L y de 13,16 g/L respectivamente. Durante el
proceso de fermentacion efectuado, las dos cepas evaluadas alcanzaron
los valores mayores de ph™. Sin embargo, es de tener en cuenta que
entre las dos bacterias la mejor ph™' se present6 en L. plantarum 1 H1 y
por tanto, el tiempo de duplicacion celular es menor. L. plantarum 1 en
el Medio 4 indico ser 6ptimo como in6culo probidtico que podria ser
evaluado en lechones como alternativa al uso de antibioticos.
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Fermentation kinetics of Lactobacillus plantarum at a rich culture
medium as a potential probiotic

ABSTRACT: The objective to determine the kinetics of
growth of Lactobacillus plantarum in culture medium enriched as
potential probiotic. The strains of L. plantarum 1 were tested with MRS
commercial medium, and 10 g/L white sugar, 15 g/L soy milk, 150 g/L
whey, 15 g/L wheat bran (Medium 4). The variables were evaluated
during the kinetics: determination of pH, plaque viability (CFU/ml),
determination of total sugar, determination of organic acid production,
and evaluation of biomass production. The best results for viability in
the medium 4 (M4) were for L. plantarum 1 HI and L. plantarum 1 H2
with values of 3.0 x 10'* and 6.0 x 10'" CFU/ml at 12 hours made the
kinetics.The evolution of final pH was 4.21 and 4.07 respectively for
each strain. The total sugar and lactic acid production in the medium 4
for L. plantarum 1 H1 showed values of 8.90 g/L and 17.66 g/L. For L.
plantarum 1 H2 showed values of 10.8 g/L and 13.16 g/L respectively.
During the fermentation process carried the two strains tested reach
values greater than ofuh™. However, it is of note that between the two
bacteria the best ph” was introduced in L. plantarum 1 H1 and hence,
the cell doubling time is lower. L. plantarum 1 on the medium 4 shown
to be optimal as probiotic inoculums can be evaluated in piglets as an
alternative to antibiotics.

Key words: antibiotics, inoculum, biomass, functional

Introduccion

Los Lactobacillus tienen un metabolismo fermentativo, son
principalmente aerotolerantes y otras especies son estrictamente
anaerobicas. El crecimiento se da a un pH de 4,5-5,8. Son exigentes en
cuanto a aminodcidos, péptidos, nucledtidos, vitaminas, minerales,
acidos grasos y carbohidratos. Se clasifican en homolacticos y
heterolacticos con base en la via de fermentacion que utilizan. En
condiciones de exceso de glucosa y un limitado uso de oxigeno, los
homolécticos transforman un mol de glucosa a través de la via
glucolitica de Embden-Meyerhof-Parnas para formar dos moles de
piruvato. El balance redox intracelular se mantiene por la oxidacion de
NADH con la concomitante reduccion del piruvato en acido lactico.
Este proceso genera dos moles de ATP por cada mol de glucosa
consumida. Los representantes de las Bacterias Acido Lécticas (BAL)
homolécticas y heterolacticas incluyen Lactococcus, Enterococcus,
Streptococcus, Pediococcus y el grupo I Lactobacilli (Axelsson, 2004).
En la produccién animal el género Lactobacillus, ha sido utilizado en
lechones destetos para prevenir desordenes en el tracto gastrointestinal,
como es el caso de la diarrea, promover el crecimiento, estimular la
inmunidad protectora contra patdgenos y aumentar la respuesta inmune
de la mucosa intestinal. El objetivo de este trabajo fue determinar la
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cinética de crecimiento de Lactobacillus plantarum en medio de cultivo
enriquecido como potencial probidtico.

Materiales y Métodos

El presente estudio se realizd en los laboratorios de Microbiologia y en
los laboratorios de Biocatélisis y Fermentacion de la Escuela de
Ingenieria de Alimentos de la Universidad del Valle, sede Meléndez,
Cali, Colombia.

Inicialmente la reconstitucion de la cepa se realizé utilizando un agar
nutritivo (Nutrient Agar) marca OXOID CM0003 de 500 g, elaborado
por OXOID LTD, Basingstoke, Hampshire, England, el cual se prepard
de acuerdo a las instrucciones indicadas. Como paso siguiente, a las 24
horas se procedié a la reconstitucion de la cepa de acuerdo a las
instrucciones para Microorganismos KWIK-STIK™,

Posteriormente, se confirmd su crecimiento y se pasé a realizar el
repique en cajas con agar MRS comercial, por el método de estrias y se
incub6 por 24 horas a 35°C. Este procedimiento se realizé en camara de
flujo laminar tipo II, para evitar contaminacion del medio.

Al dia siguiente, se revisd nuevamente su crecimiento en el agar MRS
para  constatar su morfologia tanto  macroscopica como
microscopicamente y mediante tincion de Gram se confirmo su pureza.
Para la conservacion de la cepa se realizd cada cinco dias en medio
solido en agar MRS y cada ochos dias en 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 realizd un nuevo repique o
siembra se confirm6 su pureza mediante tinciéon de Gram.

Posteriormente, se inocul6 una alicuota de la cepa en un erlenmeyer que
contenia 40 ml de caldo MRS comercial estéril. Se incubd por 24 h a
35°C. Nuevamente se realizdo un repique de 4 ml de esta en caldo a
otros 40 ml de caldo MRS comercial y se incubd en las condiciones
antes mencionadas.

Segiin Crueger & Crueger (1993), el porcentaje de indculo se debe
ajustar al 10% v/v, para iniciar la fermentacion. Para esto, se prepararon
90 ml de caldo MRS estéril y se adicionaron 10 ml del indculo
probiodtico aplicando la regla. Después de este tiempo se calculd el
nimero de bacterias por ml.

Del caldo MRS comercial con el indculo se tom6 1 ml y se hizo lectura
directa en espectrofotometro a 625 nm, cuando se presentd mayor
poblacion de la establecida se adiciond caldo estéril teniendo en cuenta
el siguiente cdlculo matematico de proporcionalidad de acuerdo a
Guerrero (apud Montes et al., 2003):
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M, = poblacion o densidad celular que se debe ajustar

M, = 0,125 densidad éptica equivalente a 1,50 x 10* bact/ml. Densidad
utilizada primera fermentacion

Vi =1 ml volumen proveniente del indculo total (10/90)

X = cantidad que contiene M,

V, =lo que se agrega a | ml para ajustar a 1,50 x 10°® bact/ml

V3 =100 ml cantidad total del in6culo

X, = cantidad de caldo MRS comercial estéril que se agrega a V3 para
ajustar la poblacion al valor de M,

Encontramos entonces X;

Enseguida, las cepas de L. plantarum 1 H1 y L. plantarum 1 H2
aisladas microbiologicamente del intestino grueso de cerdos fueron
probadas con cuatro medios de cultivo seleccionados con la siguiente
composicion: Medio comercial MRS (Medio 1); 20 g/L azicar blanco,
14 g/L leche de soya, 130 g/L suero de leche, 30 g/L salvado de trigo
(Medio 2); 15 g/L azucar blanco, 12 g/L leche de soya, 120 g/L suero
de leche, 10 g/L salvado de trigo (Medio 3); 10 g/L azucar blanco, 15
g/L leche de soya, 150 g/L suero de leche, 15 g/L salvado de trigo
(Medio 4).

Estos medios fueron evaluados mediante cinéticas de fermentacion
(Ramirez, 2005) que se efectuaron en un erlenmeyer de 200 ml a 32°C,
en agitacion constante en shaker. Los pardmetros evaluados fueron:
evolucion del pH, viabilidad en Unidades Formadoras de Colonia por
mililitro (UFC/ml), consumo de azicar y producciéon de 4cidos
organicos. Las mediciones o toma de muestras se realizaron cada tres
horas durante 24 horas.

Se realizd6 comparando el Medio comercial (MRS) para el crecimiento
de las Bacterias Acido Lacticas (BAL) con los resultados obtenidos de
células viables, pH y el costo de elaboracion de un litro de este Medio
comercial comparado con el costo de la materia prima para la
produccion de un litro de indculo con el Medio 4.

Se verificé mediante la medicion en pHmetro [Modelo digital Atronix
4801 (40HP), New York, USA]; indicando la produccion de &cidos
organicos cuantificados por HPLC y relacionados con el conteo de
viabilidad.

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
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centrifugd a 8500 rpm, filtrando el sobrenadante por membrana de 0,45
m. Los acidos orgénicos fueron determinados por HPLC asi: solvente
de fase movil, 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 dedivinilbenzeno).

El conteo de microorganismos viables en placa UFC/ml, permitio
determinar la produccién de biomasa. No se efectuaron medidas por
peso seco ni por turbidimetria debido a las elevadas cantidades de
solidos en suspension del medio de cultivo. Para los conteos se diluyo 1
ml de muestra en 9 ml de agua peptonada al 0,1% y se hicieron
diluciones decimales; de cada dilucion se transfirié a cajas de Petri con
Medio MRS con azul de anilina 0,1 ml para siembra en superficie. Las
cajas fueron incubadas a 32°C y observadas entre las 24 y 48 horas. Se
consideraron las cajas de Petri con conteos de UFC/ml entre 30 y 300
colonias. El nimero de colonias fue multiplicado por el inverso de la
dilucién y por 10 para obtener las UFC/ml.

La determinacion de azucar total, permitié determinar el consumo para
el crecimiento de los microorganismos y establecer la relacion de
consumo/crecimiento celular. Los azucares fueron determinados por el
método de Dubois et al. (1956), conocido por el método de antrona. Se
prepar6d previamente una curva patron con diferentes concentraciones
de la solucidon patron glucosa; los valores obtenidos de la lectura de
densidad 6ptica (D.O.) a 525 nm. Se graficaron versus la concentracion
en mg/L y se obtuvo la ecuacion de la recta.

La dosificacion de los aztcares presentes en las muestras en estudio fue
efectuado sobre 2,5 ml de muestra previamente diluida en agua
destilada y adicionados 5 ml de antrona preparada en acido sulfurico.
Los valores obtenidos de las muestras se calcularon por la ecuacion de
la recta, obtenidos en la curva patrén y multiplicados por el factor de
dilucion.

La evaluacion de la sintesis de 4cidos orgdnicos se llevo a cabo
siguiendo las mismas condiciones descritas anteriormente en el método
de diferenciacion de cepas por la produccion de acidos organicos.

Los resultados obtenidos de la evaluacion de biomasa permitieron
determinar las cepas que resultaron ser las mas adecuadas en términos
tiempo-tasa de crecimiento durante el proceso de fermentacion para
establecer el tiempo de duracion en la produccion de biomasa.

Los calculos de fermentacion para las cinéticas son los definidos por
Crueger & Crueger (1993) y Rodriguez et al. (2004). La velocidad
especifica de crecimiento definida por la ecuacion tiempo de
duplicacion celular. Siendo la velocidad especifica de crecimiento
definida por la ecuacion:
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V max =dln X /dt
El tiempo de duplicacion celular:
td=In2/v

Los datos se analizaron usando un disefio experimental con estructura
factorial 2 x 2 en bloques completamente al azar, con la siguiente
formula matematica:

Yijk =U + Ai + Bj + Cij + (AB4jj) + eij, donde:
Yijk = variable respuesta

U = media general

Ai = efecto del medio de cultivo

Bi = efecto del tipo de bacteria

Ci = bloque (horas)

ABij = efecto de interaccion cultivo-bacteria.
Eij = error experimental

La variable medida fue las UFC/ml. El analisis estadistico sobre la
viabilidad obtenida de los microorganismos (UFC/ml) para L.
plantarum 1 H1 y L. plantarum 1 H2 en dos medios distintos se hizo a
lo largo de 5 estados de tiempo (tomados en un periodo de 24 horas),
para observar mejor su crecimiento, de esta manera, los tiempos fueron
tomados con intervalo de 6 horas. Las UFC/ml se trabajaron bajo
transformacion logaritmica.

Resultados y Discusién

En el estudio se presentaron los mejores resultados para la viabilidad en
el Medio 4 (M4) para L. plantarum 1 H1 y L. plantarum 1 H2 con
valores de 1,0 x 10" y 4,0 x 10" UFC/ml. La evolucion de pH final fue
de 3,75 y 3,70 respectivamente para cada cepa.

Estos resultados son mejores que los presentados en el Medio comercial
MRS, en el cual L. plantarum 1 H1 y L. plantarum 1 H2 mostraron
viabilidades de 1,0 x 10° y 4,0 x 10"* UFC/ml. De igual manera, los
valores finales de pH fueron de 3,94 y 3,80.

Por lo anterior, se seleccion6 el Medio 4 para los diferentes ensayos de
cinética. El menor pH presentado para las dos cepas en el Medio 4 se
debid probablemente a una mayor producciéon de acido lactico durante
el crecimiento, siendo esta una caracteristica importante de L.
plantarum (Zamudio & Zavaleta, 2003). La concentracion celular
alcanzada en el Medio 4 para los dos microorganismos, es considerada
como 6ptima de 10® y 10° UFC/g (Kaban & Kaya, 2006), indicando ser
adecuados en la preparacion de indculos con propiedades probidticas.
Zamudio & Zavaleta (2003), afirman que entre los Lactobacillus que
presentan buenas caracteristicas como potenciales bacterias probioticas
(resistencia a pH 3 y 0,3% de bilis), se encuentra el L. plantarum.
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La prueba por HPLC indicé que las cepas de L. plantarum 1 H1 y H2
eran homofermentivas, presentando una produccién de acido lactico
superior al 75% (Tabla 1), el cual podria contribuir a disminuir el pH del
medio y actuar como inhibidor de microorganismos patdgenos
(Ramirez, 2005). EI 25% restante se evidencié que correspondia a acido
citrico, &cido succinico, acido acético, glucosa y etanol. Tabla 1

Tabla 1. Perfil caracteristico de la produccion de acidos organicos, concentracion
gramaos/litra para L. plantarum 1 H1 y L plantarum 1 H2

Acido

Acido

Bacteria  Acido citrice  Glucosa Succinico Acido lactico acético Etanol
2,82 (gL} 072 (g} 2539 (g/L) 1.51(gl) 0,83 (glL)

H1 (giL] 3.95 (glL) (giL] (Q/L} (giL] (a/lL]
3,98% 2.29% 80,94% 4.81% 2 96%

1,89 (gL} 0,12 {giL) 17,42 (g/L) 348(gl) 0,02 (glL)

H2 {g/L} 266 (glL) (giL) {g/L) (g/L) {g/L)
8,24 % 0,52% TE,0% 15,18% 0,09%

L. plantarum 1 HI en los medios M4 y MRS, presentd el maximo
crecimiento (UFC/ml) a las 12 horas de la cinética, es decir, al alcanzar
la fase exponencial de crecimiento, con valores de 3,0 x 10" UFC/ml y
de 2,0 x 10'* UFC/ml respectivamente, con una pequefia ventaja para el
Medio 4. En el caso de L. plantarum 1 H2 en los medios 4 y MRS,
obtuvo el maximo crecimiento (UFC/ml) a las 12 horas de la cinética,
con unos valores de 6,0 x 10" UFC/ml y de 6,0 x 10° UFC/ml
respectivamente, con una ventaja para el Medio 4.

La Tabla 2, describe la viabilidad (UFC/ml) en los 2 medios de cultivos y
las 2 bacterias usadas, evidenciando poca diferencia entre bacterias y
entre medios de cultivo a lo largo del tiempo de crecimiento. Sin
embargo, L. plantarum 1 H1 en el medio de cultivo 4 presentd en
promedio un crecimiento mayor. Para el medio de cultivo 4, los
resultados de UFC/ml presentan mayor variabilidad con respecto a la
media producida por el efecto de las dos bacterias en este sustrato, es
decir, la variabilidad presentada para el Medio 4 es superior al Medio
MRS. Los dos microorganismos presentaron similar variabilidad con
respecto al promedio generado para los dos medios de cultivo, pero se
observa, que la bacteria que presenta mayor desarrollo de UFC/ml es L.
plantarum 1 H1. Esto permite una eficiente colonizacion en la mucosa
intestinal y la adhesion mediante la union de manosa en células de la
mucosa. Esta accion se explica por la fermentacion de azucares y fibras
del sustrato (para esta investigacion el Medio 4), preferido para
enterocitos, los acidos grasos de cadena corta. Esto es muy importante
ya que gracias a este hecho, L. plantarum 1 contribuye a la exclusion de
otras bacterias para adherirse, reduciendo la translocacion y la
inflamacion intestinal; ademas, de estimular la produccion de mucinas
en las células HT-29 in vitro (Mack et al., 2003).
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Tabla 2. UFC/ml por medio de cultivo v bacteria

L. Medio Bacteria
Estadisticos 2 MRS o m
Promedio 2314 2162 23.73 21.03
Desviacion estandar 405 3.08 3.57 3.23

Mediante la cinética el tiempo requerido para obtener el méaximo
crecimiento microbiano en los medios 4 y MRS fue de 12 horas,
coincidiendo con los encontrados por Ramirez (2005), quien obtuvo
mayor crecimiento con L. plantarum, con 12 horas de proceso y en un
medio igual a la del Medio 4 utilizado en esta investigacion, y con un
incremento celular de 9,6 x 10" UFC/ml y 82 x 10" UFC/ml
respectivamente, sefialando que el tiempo minimo de duraciéon del
proceso fermentativo con utilizacion de estos medios fue de 12 horas.
De igual manera, esta autora encontré que el medio MRS present6 una
leve desventaja comparada con el medio 4. Tabla 2

El tiempo si influye en el proceso de crecimiento (UFC/ml), lo que
lleva a tener en cuenta los efectos que se puedan generar de la
interaccion entre las bacterias y el medio de cultivo. Es posible que al
controlar el efecto producido por el tiempo, el error experimental dentro
de los tratamientos disminuya y permita una mejor comparacion
estadistica entre los tratamientos (Tablas 3y 4). Tabla 3-4

Tabla 3. UFC/ml para el tipo de bacteria y medio de cultiva expresado como Logaritmo

Matural
Tipe de bacteria L. plantarum 1 H1 L. plantarum 1 H2
Horas (bloque) 0 6 12 18 24 0 6 12 18 24
Medio Medio4 1842 2372 2873 26,71 2412 19,52 2252 27,12 2441 16,12
cukivo Medo 1911 2072 2832 2441 2303 19.11 2142 2252 19,11 18.42

Tabla 4. Analisis de varianza

Fuente variacion GL SC CM Fo  Valorp
Medio de cultivo 1 1157 1157 249 014
Bacteria 1 3657 3657 787 0027
Tiempo (Bloque) 4 140,51 3513 756 0.00*
Interaccion iMedio y bacteria) 1 0,45 045 010 0.76
Error 12 35,78 4,65
Total 19 244 83

= Diferencia significativa
Se observa que no se presentaron diferencias estadisticamente
significativas (p>0,05) entre el efecto de la interaccion entre el medio

de cultivo y las bacterias.

Dado que la interaccion entre el medio de cultivo y las bacterias no es
significativa, se evalud cada factor por separado, donde el factor
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bacteria presentd diferencias estadisticamente significativas (p<0,05),
mientras que el factor medio de cultivo no las present6 (p>0,05).

La evolucion del pH en los medios 4 y MRS para L. plantarum 1 HI
presentd valores de 4,21 y 4,19 respectivamente a las 12 horas de
efectuada la cinética. Para el caso de L. plantarum 1 H2 presentaron
valores de 4,07 y 4,13 respectivamente. Para estos valores no presento
diferencias estadisticamente significativas (p>0,05).

El azucar total en los medios 4 y MRS para L. plantarum 1 H1 presento
valores de 8,90 g/l y 6,41 g/L respectivamente a las 12 horas de
efectuada la cinética. Para el caso de L. plantarum 1 H2 en los medios 4
y MRS present6 valores de 10,8 g/L y 4,07 g/L respectivamente. El
sustrato del Medio 4 es usado de manera mas eficiente en el
crecimiento, que el MRS, por L. plantarum 1 H1 y H2, teniendo en
cuenta que las concentraciones iniciales fueron iguales (15,1 g/L).

La produccion de acido lactico en los medios 4 y MRS para L.
plantarum 1 HI1 presenté valores de 17,66 g/L y 16,13 g/L
respectivamente a las 12 horas de efectuada la cinética. Para el caso de
L. plantarum 1 H2 presentdo valores de 13,16 g/L y 17,09 g/L
respectivamente (Tablas 5y 6).

Tabla 5. pH final, UFC/ml, azicar total (g/L) y acido lactico {g/L) de L. plantarum 1 H1
en los medios 4 (M4) y MRS

L. plantarum 1 H1 en el | . )
) | rum
Medio 4 L. planfarum 1 H1en el Medio MRS
. Azlcar  HPLC Azlicar HFLC
Tiempo e L rLL
, total A lact , total A. lactico
{horas) pH UFC/mI all all pH LFCimI ail gl
-0 5,0 —-eee 15,2 - 6,2 - 252 -
t0(00Ry 484 1.0x10% 1330 0012 54 2.0x108 23,81 2,02
t1(06hy 444 20x10" 1107 21,32 4,66 1.0x 108 18,20 12,91
2 (12h) 421 30x10%= 2,20 17,66 4,19 2.0x100= 6,41 16,13
t3(18hy 402 40x107 8,24 18,61 3,94 4.0x10" 2,07 17,75
14 (24h) 399 30x10M 5,30 2175 382 1.0x10" 0,64 ERE!

Tabla 6. pH final, UFC/ml, azucar total (g/l) v acido lactico (g/L} de L. plantarum 1 H2
en los medios 4 (M4) y MRS

L. plantarum 1 H2 en el Medio 4 L. plantarum 1 H2 en el Medio MR S
Tiempo , Aztal HPLC , Aztal HPLC
(horas) pH UFCiml al oL pH UFC/mL all al
-0 50 — 15,1 — g2 — 252 —
t0(0ony 4,87 30x108 1390 6,62 5,80 20x108 2422 g,68
t1(06hy 451 B0x10° 1183 13,27 457 20x108 14,65 15,69
t2¢12hy 4,07 60x10" 108 1316 413 6,0x10° 4 076 17,09
t3¢18h) 406 40x10™ TEG 2348 388 20x108 148 16,73
t4 (24n) 386  10x107 3.8 13,97 381 1,0 %108 047 10,93

Aztal: azicar total; HPLC; Acido Lactico.

Esta alta viabilidad presentada por L. plantarum 1 y sus altas
concentraciones de microorganismos (>107 UFC/g) (Vargas et al.,
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2004), seran un factor decisivo para que estos microorganismos realicen
la colonizacion del tracto gastrointestinal en los lechones destetos
contribuyendo a mejorar los recuentos de Lactobacillus en el tracto
intestinal en experimentos in vivo (Gardiner et al., 2004). Tabla 5-6

Los resultados de la produccion de consumo de aztcar total (g/L) y de
biomasa aparecen en las Figuras 1y 2, y en la Tabla 7.

Curvade calibracion de azucares totsles

b sorbancia

Concantraclon mal

Figura 1. Curva estandar para determinar azicar total (método de antrona).

Lactobaciilus plantarum 1 H1 - M4 Lactobacilius plantarum 1 HZ = M4
14 as 16 10
5 12 T30 |7 =
E P
= 10 4 = 25 = 4 20
s 2[2 10 ¢ e
IR [ 3]% s {15
it =R =
s G T15 = ||2 51 5
E aJ g + 10
2 4 + 10 g 4+
s E 1 s
o2 + 5 2 ’
0 e 1] I = 0
9 1215 13 11 M D 3 6 9 121518 21 X
o TF":'}J%“"' Tiempo (horas) +,[‘;_,_,é_ir|'_" Tiempo (horas

Figura 2. Consumo de azucar total (g/L) y crecimiento (UFC/ml) en el Medio 4.

Tabla 7. Datos cinéticos del crecimiento bacteriano de L plantarum 1 H1 y L
plantarum 1 H2

L. plantarum 1 H1 L. plantarum 1 H2
Medio Medio
M4 MRS M4 MRS
Faselat ] a a ]
Vel Esp. Crec.(u h') 09753 09803 06456 02875
Fin Fase Log (h) 12 12 12 12
Tiem. Dupl. {min) 42 54 42 42 G4, 44 746
Incr. Cel. Total. 299E+10 980E+09 Z290E +08 1E+08
Incr. Cel. Final. JE+12 2E+12 GE+11 GE+19
% Azuc. Cons. Total. (gL} G0, 15% g7 1% T2 GE% 85,06%
% Azuc. Cons. Fin. Total {g/L) 33.08% 73,08% 22.3% 83,07%
ri= 08235 09373 09833 0,98749

Vel. Esp. Crec: Velocidad Especifica de Crecimiento; Tiem. Dupl: Tiempo de Duplicacion; Incr. Cel. Total:
Incremento Celular Total; Incr. Cel. Final: Incremento Celular Fin Fase Log; % Azuc. Cons. Total: % de
Azicares Consumidos Totales; % Azuc. Cons. Fin. Total: % Azocares Consumidos Fin Fase Log.
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La tasa de rendimiento en el Medio 4 no fue calculada, por cuanto no
fue posible la obtencion real del peso seco de la biomasa, por la elevada
cantidad de so6lidos en suspension. Estos solidos son responsables por el
incremento de la produccion de biomasa viable en este medio, y esto se
da por la mayor superficie de contacto que brindan para las bacterias.
Este aspecto seria una razon importante para la investigacion de los
procesos relacionados con la produccion de biomasa y para la
elaboracion de indculos con propiedades probioticas.

Los productos para que sean considerados como probioticos, dependen
de la legislacion de cada pais. Algunos senalan que deben contar con
una poblacion minima de 10° UFC/ml, y otros sefialan que debe tener la
cantidad necesaria para que se ingiera una cantidad de 10° UFC/ml
(Ouwehand et al.,, 2002). Sin embargo, para poder sostener los
beneficios en la salud, la bacteria probidtica debe estar viable y
disponible a altas concentraciones, por lo general, >10° UFC/g de
producto (Puupponen-Pimii et al., 2002). Asi por ejemplo, aunque los
sustratos favorecen de manera distinta a los microorganismos, se
obtienen conteos por encima del criterio identificado para la industria
lactea (1,0 x 10° UFC/ml). Teniendo en cuenta lo anterior, se pueden
considerar los alimentos desarrollados como probidticos (FAO, 2010).

Los valores de pH encontrados a las 12 horas de cinética indican que L.
plantarum 1 favorece los procesos de fermentacion en la produccion de
indculos. Este pH alcanzado en el Medio 4 y que corresponde al pH del
medio intestinal de los lechones, es debido muy probablemente a que
son bacterias aisladas del intestino de cerdos y que harian que se
adapten mas facilmente en el tracto gastrointestinal debido a la
especificidad del hospedero (Prescott et al., 2002).

Con estos valores de pH las bacterias probidticas aisladas podran
sobrevivir al transito a través del estomago, en donde la secrecion de
acido gastrico constituye un mecanismo de defensa primario contra la
mayoria de los microorganismos. Por consiguiente, L. plantarum se
considera un probidtico unico, por su capacidad de soportar valores de
pH mas bajos que la mayoria de otros microorganismos y por esta razon
es comun encontrarlo en alimentos fermentados naturalmente (Cebezi
& Giirakan, 2003). Esta capacidad de resistir estas condiciones de
acidez, se da por mecanismos celulares (como bombas de extraccion de
protones) para mantener el pH intracelular proximo a la neutralidad;
siendo el L. plantarum 1 una de las cepas de mayor capacidad y uso
probidtico (Cebezi & Giirakan, 2003).

Teniendo en cuenta que L. plantarum pertenece a la misma familia de
Lactobacillus que se encuentran en el intestino de los lechones, se
podrian obtener buenos resultados al alimentar los lechones a partir del
destete con los probioticos seleccionados que incluyan estas especies de
bacterias lacticas, y asi, se podra mantener un pH 4cido, que puede
determinar un fenémeno de inhibicién microbiana a lo largo del tracto
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intestinal, previniendo un desorden gastrointestinal (Ifiiguez et al.,
2007).

Estos resultados indican que estos microorganismos son Optimos para
ser utilizados en la preparacion de indculos, por cuanto a las 12 horas
de la cinética, en el cual las dos bacterias alcanzan la fase exponencial
de crecimiento, disponen de una concentracion suficiente para mantener
esta fase logaritmica, es decir, mantener una viabilidad alta en el
tiempo. Segin Ben et al. (2008), el Lactobacillus plantarum puede
utilizar oligosacaridos como estaquiosa y rafinosa durante la
fermentacion. La leche de soya es una buena fuente de sacarosa,
rafinosa y estaquiosa, asi como de proteinas y magnesio. Durante la
fermentacion, mas del 60% del contenido inicial de estaquiosa, rafinosa
y sacarosa en la leche de soya se metaboliza por las bacterias y para el
caso de Lactobacillus plantarum estos investigadores obtuvieron
viabilidades de 1,0 x 10° UFC/ml al final de las fermentaciones.

Esta capacidad parece estar en parte vinculada a la sintesis de enzima a-
galactosidasa que podria hidrolizar o-galactosidos (estaquiosa y
rafinosa) durante la fermentacion (Connes et al., 2004). Esto confirma
los resultados obtenidos en esta investigacion, segin los cuales, L.
plantarum 1 crece adecuadamente en medios (como el Medio 4) cuya
composicion tiene leche de soya (Nguyen et al., 2003; Pyo et al., 2005).
Los probidticos deben ser viables en el alimento en concentraciones de
10%-10" UFC/ml, durante el tiempo de vida qtil, coincidiendo con los
resultados encontrados en el estudio de cinética (Collado et al., 2007).

En general, para que L. plantarum 1 se implante y colonice los
enterocitos, 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,
coincidiendo con el prebidtico salvado de trigo (fibra insoluble)
utilizado en esta investigacion (Bielecka et al., 2002; Holzapfel &
Schillinger, 2002).

Esta versatilidad de Lactobacillus plantarum se debe al tamafio de su
genoma, el cual es 50% mas grande que la mayoria de BAL y tiene una
gran capacidad metabolica, que le permite utilizar una gran variedad de
fuentes de carbono; propiedad que resulta de un gran nimero de genes
involucrados en el transporte y utilizacion de azlcar, y un versatil
metabolismo del piruvato, el cual tiene el potencial de producir D y L-
lactato, formato, acetato, etanol, acetoina y 2,3-butanediol (Ljungh &
Wadstrom, 2009).

Una caracteristica importante del género Lactobacillus es su capacidad
de producir acido lactico y que tiene una influencia directa en el
descenso de pH presentado en el Medio 4 (M4) y MRS. Esta
produccion de acido lactico se da a partir de la fermentacion de las
hexosas a acido lactico por la via Embden-Meyerhof, o bien ciertas
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bacterias, con produccion de acido lactico, acido acético, etanol y acido
formico. Esta fermentacion también se puede dar a partir de las
pentosas hasta acido lactico y acido acético por la via de fosfocetolasa
inducible. Entre estos microorganismos esta L. plantarum (Llanes et al.,
2007).

Uno de los més importantes mecanismos por el cual las BAL inhiben a
sus competidores se da por la produccion de acido lactico, acético y
bacteriocinas. La produccion de acido lactico por parte de L. plantarum
1 es un factor importante debido a que los lechones destetos presentan
una inadecuada capacidad para la acidificacion. La produccion de acido
lactico y acético posee un efecto inhibitorio y esto se relaciona con la
estructura no disociada de la molécula, siendo esta capaz de difundirse a
través de la membrana celular y disociarse en su interior para provocar
la muerte de la bacteria patogena. De esta manera, a los dos dias de
destetados los lechones gran numero de coliformes proliferan en el
tracto intestinal y esta fuertemente correlacionado al aumento del pH
del contenido ileal, al tiempo que los Lactobacillus estan reducidos
debido a la colonizacion y proliferacion de E. coli por un posible
bloqueo de sus receptores intestinales y secrecion de toxicos
metabolicos. Es asi, como, el cerdo lactante emplea muchas formas para
vencer la limitacion de la insuficiente secrecion acida; la primera
estrategia implica la conversion de lactosa de la leche de la madre a
acido lactico por los Lactobacillus que se encuentran en el estbmago; la
segunda, el cerdo lactante reduce la necesidad de la secrecion de
grandes cantidades de acido transitoriamente por la ingestion frecuente
de pequefias cantidades de alimento (Iniguez et al., 2007).

La produccion de acido lactico se dio a una temperatura de 32°C y con
buenos valores a las 12 horas, y Orozco y Solarte (2003) sostienen que
a 30°C es una temperatura Optima, usando pentosas como sustrato,
presentando la produccion de acido lactico racémico. Esta produccion
se incrementa simultdneamente al consumo de azucares, dandose hasta
el agotamiento del aztcar en el medio, incluso luego del crecimiento
celular se contintia produciendo este metabolito. Segiin lo anterior, se
puede clasificar la fermentacion como in batch tipo I, pues la formacion
de 4cido lactico deriva directamente del metabolismo primario utilizado
para la produccion de energia (Zhan et al., 2007).

El Medio 4 (M4), result6 ser el mas adecuado para la elaboracion de los
in6culos, ya que durante el proceso de fermentacion efectuado las dos
cepas evaluadas alcanzaron los valores mayores de ph™'. Sin embargo,
entre las dos bacterias la mejor ph-1 fue para L. plantarum 1 HI y por
tanto, el tiempo de duplicacion celular es menor, lo que se ve reflejado
en una mayor concentracion celular en la fase logaritmica a las 12
horas. Se evidencia una clara diferencia con respecto al Medio MRS,
por cuanto, en este medio los valores de ph™' fueron inferiores para los
dos microorganismos y con diferencia significativa para L. plantarum 1
H2 que mostrd un valor de 0,2875 (uh™), lo que indica que usar este
Medio comercial para elaborar los indculos no seria viable debido a que
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presentaria un tiempo de duplicacion celular muy elevado, lo que
implica que al llegar a la fase logaritmica la concentracion celular sera
mucho menor, con respecto al Medio 4. Ademas, confirmaria que son 2
cepas diferentes y que L. plantarum 1 H1 tendria una mejor capacidad
metabolica para utilizar este sustrato (M4 y MRS). En cuanto a que L.
plantarum H2 seria mas exigente referente al sustrato ya que necesitaria
de una mayor fuente de carbohidratos como los proporcionados por la
leche de soya, como lo son la rafinosa y la estaquiosa.

Por otro lado, los costos de produccion del Medio 4 (M4) y MRS, son
de gran interés por cuanto es factible el proceso de produccion a nivel
industrial de estos inoculos para estos microorganismos. De esta
manera, el costo de 500 gramos del Medio comercial MRS es
aproximadamente de US$ 170,44, y el costo de elaboracion de un litro
de este Medio comercial es de US$ 19,88; mientras, que el costo de la
materia prima para la produccion de un litro de indculo con el Medio 4
fue de US$ 0,84.

En conclusion, Lactobacillus plantarum 1 mostré en el Medio 4 (10 g/L
azucar blanco, 15 g/L leche de soya, 150 g/L suero de leche, 15 g/L
salvado de trigo) ser adecuado para la elaboraciéon de indculos con
caracteristicas probidticas que podrian ser utilizados en estudios
posteriores para mejorar la salud y produccion al ser incluidos en la
alimentacion para los lechones destetos.

Agradecimientos

A la empresa CERVALLE por la financiacion de este proyecto de
investigacion. A la Escuela de Ingenieria de Alimentos de la
Universidad del Valle; al Dr. Germén Bolivar. A todas las personas que
de una u otra manera colaboraron en esta investigacion.

Referencias Bibliogréaficas

Axelsson, L. Lacticacid bacteria: classification and
physiology. In: Salminen, S.; Von Wright, A.;
Ouwehand, A. (Ed). Lactic Acid Bacteria. New York:
Marcel Dekker, 2004. p.61-66.

Ben, W.; Champagne, CP.; Makhloufa, J. et al
Utilization of tofu whey pre-treated by electromembrane
process as a growth medium for Lactobacillus plantarum
LB17. Desalination, v. 229, p.192-203, 2008.

Bielecka, M.; Biedrzycka, E.; Majkowska, A. Selection
of probiotics and prebiotics for synbiotics and
confirmation of their in vivo effectiveness. Food
Reseacher Institute, v.35, n.2-3, p.125-131, 2002.

©Universidad de Caldas 50



g

\'/, Veterinaria y Zootecnia ISSN 2011-5415 Vol 7 No.2, julio - diciembre de 2013

Brizuela, M. Seleccién de cepas de bacterias acido
lacticas para la obtencion de un preparado con
propiedades probiéticas y su evaluacion en cerdos. La
Habana, Cuba: Instituto Cubano de los Derivados de la
Cafia de Azucar, ICIDCA, 2003. 200p. Tesis doctoral.

Cebezi, A.; Giirakan, C. Properties of potential probiotic
Lactobacillus plantarum strains. Food Microbiology,
v.20, p.511-518, 2003.

Collado, M.; Meriluoto, J.; Salminen, S. Measurement of
aggregation  properties between  probiotics and
pathogens: in vitro evaluation of different methods.
Journal of Microbiology Methods, v.71, n.1, p.71-74,
2007.

Connes, C.; Silverstroni, A.; Leblanc, J. et al. Towards
probiotic lactic acid bacteria strains to remove raffinose-
type sugars present in soy-derived products. Dairy
Science and Technology, v.84, p.207-214, 2004.

Crueger, W.; Crueger, A. Biotecnologia: Manual de
Microbiologia Industrial. 3* ed. Madrid: Acribia, 1993.

Dubois, M.; Hamilton J.K.; Rebers, P.A. et al.
Colorimetric method for determination of sugar and
related substances. Analytical Chemestry, v.28, p.350-
356, 1956.

Gardiner, G.; Casey, P.; Casey, G. et al. Relative Ability
of Orally Administered Lactobacillus murinus To
Predominate and Persist in the Porcine Gastrointestinal
Tract. Applied Environmental Microbiology, v.70,
p-1895-1906, 2004.

Holzapfel, W.; Schillinger, U. Introduction to pre-and
probiotics. Food Research International, v.35, n.2-3,
p.109-116, 2002.

Iniguez, C.; Pérez, R.; Acedo, E. Evaluation of
probiotics properties in Lactobacillus isolated from
small intestine of pigltes. Revista Latinoamericana de
Microbiologia, v.49, p.3-4, 2007.

Kaban, G.; Kaya, M. Effect of starter culture on growth
of Staphylococcus aureus in sucuk. Food Control, v.17,
n.10, p.797-801, 2006.

©Universidad de Caldas Veterinaria y Zootecnia. 2013; 7(2): 37-53



g

\'/, Veterinaria y Zootecnia ISSN 2011-5415

©Universidad de Caldas

Ljungh, A.; Wadstrom, T. Lactobacillus Molecular
Biology From Genomics to Probiotics. Norfolk:
Caister Academic Press, 2009.

Llanes-Iglesias, J.; Toledo-Pérez, J.; Fernandez-Valdez,
I. et al. Estudio del ensilado bioldgico de pescado como
inoculo de bacterias lacticas en la conservacion de
desechos  pesqueros. Revista Electronica de
Veterinaria, v.8, n.9, p.1-6, 2007.

Mack, D.; Ahrné, S.; Hyde, L. et al. Extracellular MUC3
mucin secretion follows adherence of Lactobacillus

strains to intestinal epithelial cells in vitro. Gut, v.52,
p.827-833, 2003.

Montes, A.; Santacruz, A.; Saftudo, J. Efecto in vitro de
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus sobre el
crecimiento de un aislado de Helicobacter pylori. San
Juan de Pasto, Colombia: Universidad de Narifio, 2003.
85p. Trabajo de grado (Bi6logo).

Nguyen, L.; Champagne, C.; Lee, B. et al. Growth of
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei on tofu whey.
International Journal of Food Microbiology, v.89,
p.67-75, 2003.

Organizacion de las Naciones Unidas para Ila
Alimentacion y la Agricultura (FAO). Programa
Conjunto FAO/OMS Sobre Normas Alimentarias.
Comision del Codex Alimentarius. Informe de la
FAO/OMS. Ginebra: FAO/OMS, 2010. 33° periodo de
sesiones.

Orozco, M.; Solarte, J. Busqueda del mejor medio de
cultivo y modelamiento cinético para la obtencion del
acido lactico a partir de glucosa por via fermentativa.
Manizales: Universidad Nacional de Colombia, 2003.
104p. Trabajo de grado (Ingenieria Quimica).

Ouwehand, A.; Salminen, S.; Isolauri, E. Probiotics: an
overview of beneficial effects. Antonie Van
Leeuwenhoek, v.82, n.1-4, p.279-289, 2002.

Prescott, L.; Harley, J.; Klein, D. Normal microbiota
and nonspecific host resistance in Microbiology. 5 ed.
Madrid: McGraw-Hill-Interamericana, 2002.

Puupponen-Pimid, = R.;  Oksman-Caldentey, K.;
Mylldrinen, P. et al. Development of functional

Vol 7 No.2, julio - diciembre de 2013

52



g

\'/, Veterinaria y Zootecnia ISSN 2011-5415 Vol 7 No.2, julio - diciembre de 2013

ingredients for gut health. Trends in Food Science &
Technology, v.13, n.1, p.3-11, 2002.

Pyo, H.; Lee, TC.; Lee, Y. Enrichment of bioactive
isoflavones in soymilk fermented with B-glucosidase-
producing lactic acid bacteria. Food Research
International, v.38, n.5, p.551-559, 2005.

Ramirez, C. Uso de bactérias lacticas probioticas na
alimentacao de camardes Litopenaeus vannamei como
inibidoras de microrganismo  spatogénicos e
estimulantes do sistema imune. Curitiba: Universidade
Federal do Parana, 2005. 190p. Tesis doctoral.

Rodriguez, J.; Bueno, G.; Rodriguez, D. et al. True and
apparent yields and maintenance coefficient and
their significance on fermentation kinetics. In:
Roussos, S. (Ed). New Horizons in Biotechnology.
Marseille: Kluwer Academic Pub, 2004. p.163-172.

Vargas, E.; Gomez, C.; Parra, M. et al. Produccion de
microorganismos  probidticos como aditivo para
alimentos concentrados para ganado vacuno (primera
parte). Revista de Ingenieria, v.20, p.23-33, 2004.

Zamudio, K.; Zavaleta, A. Estudio del potencial
probiotico de lactobacilos aislados de fuentes naturales.
Ciencia e Investigacion, v.6, n.1, p.30-35, 2003.

Zhan, Y.; Bon, J.; Joan, K. Production of lactic acid
from renewable materials by Rhizopus fungi.
Biochemical Engineering Journal, v.35, p.251-263,
2007.

Jurado-Gamez, H.; Ramirez, C.; Aguirre, D. Cinética de fermentacion
de Lactobacillus plantarum en un medio de cultivo enriquecido como
potencial probiotico. Veterinaria 'y Zootecnia, v.7, n.2, p.37-53, 2013.

©Universidad de Caldas Veterinaria y Zootecnia. 2013; 7(2): 37-53





