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Evaluacion de las condiciones de cultivo de Lactobacillus

acidophilus y Lactobacillus casei a nivel de laboratorio,
con inulina como fuente de carbono.
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Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus casei son bacterias acido lacticas que funcionan como probioticos, gene-
ralmente son usadas para la formulaciéon de alimentos funcionales y crecen en condiciones de cultivo similares.
Ambas especies de Lactobacillus metabolizan azucares especificos. La inulina es un fructooligosacérido cuya fun-
cion prebidtica contribuye a la proliferacion de la micro-flora intestinal y evita el crecimiento de microorganismos
patdégenos. En el presente trabajo se evalué la concentracion de inulina tanto de grado molecular como de grado
reactivo, asi como el pH del medio en sistemas fermentativos aerobios. Se obtuvo un medio 6ptimo para el creci-
miento de Lactobacillus casei suplementado con 43,1g/L de inulina grado reactivo a un pH de 7,47; para Lactobaci-
llus acidophilus se requiere de mayores estudios para determinar las condiciones éptimas tanto de concentracion
de inulina como de pH.
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ABSTRACT

Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus casei are lactic acid bacteria that function as probiotics, are generally
used for the formulation of functional foods and the bacteria growth happens under similar culture conditions. Both
species of Lactobacillus metabolize specific sugars. Inulin is a fructooligosaccharide whose prebiotic function con-
tributes to the proliferation of intestinal micro-flora and prevents the growth of pathogenic microorganisms. In the
present work, the inulin concentration of both molecular grade and reactive grade was evaluated, as well as the pH
of the medium in aerobic fermentative systems. An optimal growth medium for Lactobacillus casei supplemented
with 43.1 g/L of reagent grade inulin was obtained at a pH of 7.47. For Lactobacillus acidophilus further studies are

required to determine the optimal conditions for both inulin concentrations and pH.
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Introduccion

Existe una problematica en torno a las enfer-
medades de tipo gastrointestinal que desencadenan
cuadros patoldgicos importantes en humanos como:
gastritis, colon irritable e incluso cancer. Estudios han
demostrado que una de las soluciones menos agresi-
vas y mas efectivas recae en el consumo de productos
que contengan probidticos, esto se debe a que dichos
microorganismos tienen la habilidad de reconstruir la
flora intestinal mejorando asi el proceso de digestion'.
Las enfermedades infecciosas bacterianas son tratadas
generalmente con antibidticos, estos al ser de amplio
espectro eliminan a los patégenos conjuntamente con
la micro-flora intestinal benéfica; ademas de que los
efectos de los antibidticos son agresivos, estos pueden
generar resistencia por parte de los patogenos?. Estos
problemas han generado la necesidad de buscar nue-
vos métodos que beneficien de manera directa a la re-
construccion de la flora intestinal. Se ha propuesto al
consumo de probidticos como la alternativa mas eficaz
para atacar los distintos problemas presentados.

Los probidticos son microorganismos, general-
mente bacterias acido lacticas (LBA), que poseen la

habilidad de modificar la microbiota intestinal evitan-
do la generacion de microorganismos patégenos en el
sistema digestivo®. Los Lactobacillus spp. son bacterias
acido lacticas Gram positivas anaerobias aero-toleran-
tes y homofermentativas; la mayoria de especies for-
man parte del consorcio microbiano del tracto intes-
tinal®.

Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus casei tie-
nen un efecto protector en el sistema gastrointestinal
debido a su importante rol en el sistema inmune. Por
ejemplo, L. acidophilus evita la adherencia de Candi-
da albicans en el tracto digestivo impidiendo la pro-
duccién de biofilms de la levadura ya que reducen su
capacidad filamentosa, mediante la regulaciéon inmu-
noldgica mediada por citoquininas®. Otro ejemplo de
respuesta inmunologica es dado por L. casei, este con-
tribuye a la disminucion de células cancerigenas en un
80 % debido a su actividad antitumoral, evidenciadas
en con-cultivos con células epiteliales cancerosas®.

La inulina es un fructooligosacarido (FOS) com-
puesto por una cadena lineal de fructosas unida por
enlaces B 1-2; en su extremo reductor se encuentra
vinculada una molécula de glucosa por enlaces a 1-2.
Dicho aztcar posee funciones prebidticas en bacterias
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LBA, generando efectos protectores inmunoldgicos; esto se da
mediante el metabolismo de la molécula y su almacenamiento
final en la célula’.

La importancia de esta investigacion recae en la obtencién
de datos ttiles para procesos de masificacion. Esto permitird
formular alimentos funcionales donde exista una relacién pro-
ductiva entre el crecimiento de Lactobacillus y el consumo del
prebidtico; ademads, los datos generados permitiran la mejora de
condiciones de cultivo y disminucién de tiempos de fermenta-
cién mediante la optimizacion de las condiciones de cultivo con
el fin de generar las mayores concentraciones de biomasa de am-
bas cepas (L. acidophilus y L. casei). La importancia de la evalua-
cion de propiedades fisico-quimicas en el crecimiento bacteriano
recae en la influencia del pH en el metabolismo de la inulina por
los probiéticos en condiciones de fermentacién aerobia. Los pa-
rametros cinéticos (rendimientos, velocidades de crecimiento,
tiempo de duplicacién, consumo de sustrato, etc.) fueron anali-
zados y relacionados entre si para desarrollar un medio de cultivo
optimo que sea la base de la formulacién de un producto alterna-
tivo y economico en el que se emplee a la inulina como prebidtico
el Lactobacillus spp. (alimento funcional simbidtico).

1
Métodos

Cultivo de Lactobacillus

Para la activacién de Lactobacillus acidophilus ATCC ® 314 y
Lactobacillus casei ATCC ® 334. Se cultivé en caldo MRS modi-
ficado y se incubo cada producto liofilizado en un periodo de 72
horas a 37°Cy 127 rpm. Una vez activadas las cepas se preservo el
cultivo madre a 4°C y se realizaron sub-cultivos cada 3 semanas.

Se modificé el medio MRS para el crecimiento de Lactoba-
cillus spp. basandose en la composicién del medio original®. Ob-
teniendo asi la siguiente formulacion: nitrato de amonio 2,85g/L
(Merck °); acetato de sodio trihidratado 5g/L (Fisher Chemicals);
sulfato de manganeso hidratado 0,05g/L (Loba Chemie); fosfato
de sodio2 g/L (AppliChem GmbH-an ITW Company); tween-80
1g/L; peptona 10g/L (Merck °); dextrosa 20g/L (Becton, Dickin-
son & Company); extracto de levadura 5g/L (Becton, Dickinson
& Company); caldo cerebro corazén 10g/L (Becton, Dickinson
& Company).

Determinacion de parametros cinéticos

Cada ensayo realizado en este proyecto fue analizado con
respecto a la obtencion de los siguientes parametros cinéticos: ve-
locidad de crecimiento, velocidad méaxima de crecimiento, tiem-
po de duplicacién, productividad global, productividad méaxima
y rendimientos.

Ensayos de selecciéon de pH

Para este ensayo se realizé un medio basal MRS modificado
(sin fuente de carbono), donde se agreg6 por separado 30g/L de
inulina grado reactivo (Beneo™ GR) y 30g/L de inulina grado
molecular (Inulin from chicory sigma °). Para evitar que el pH de
los medios de cultivo varié después de su esterilizacion e inocula-
cion, se completd el volumen final del medio con tampones: para
los medios que varian entre pH de 3,5 a 5,5 se usé tampon citrato
1M y para los medios que varian entre pH de 6 a 7,5 se completd
con tampo6n Tris base HCI 0,01 M. Posteriormente, se inoculd
ambas cepas por separado en los distintos tratamientos y se incu-
b6 los tubos de ensayo a 37°C, 127 rpm por 72 horas.

Ensayos de seleccion de inulina

Se formul6 el medio basal MRS caldo modificado a un pH
constante de 6,5. Posteriormente se aiadi6 inulina al medio en un
rango de 10 a 50g/L de concentracion en intervalos de 10g/L.9 Se
inocul6 ambas cepas por separado en los distintos tratamientos y
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se incubo los tubos de ensayo a condiciones constantes de 37 °C,
127 rpm por 72 horas.

Diseiio experimental

Se plante6 un disefio central compuesto rotacional (DCCR)
2k, para permitir el analisis del proceso de optimizacion de los
medios, a partir de los datos obtenidos en los ensayos de seleccién
de pH e inulina. Las variables de estudio fueron la variacion de
pH v la variacion en la concentracién de inulina; mientras que
la variable de respuesta fue la concentraciéon de biomasa (g/L);
obteniendo una ecuacién de segundo orden.

Optimizacién de concentracion de inulina y pH

Para la validacion se utilizo medio MRS caldo basal modifi-
cado, empleando el medio optimizado resultante del disefio ex-
perimental. Se usé la férmula cuadrética (ecuacion 1) dada en el
disefio de superficie de respuesta para obtener los valores ideales
de las variables de estudio (pH y concentracion de inulina).

y =ax; + bx, + cx? +dx: +ex;x, + f

Ecuacionl. Férmula cuadrética dada en el disefio de superficie de res-
puesta para obtener los valores ideales de las variables de estudio

Se inocul6 2,02 x 10-1 g/L de Lactobacillus casei y se midié
la biomasa por densidad 6ptica para el crecimiento de biomasa
como el consumo de sustrato a 600nm y 540nm respectivamente.
Se afnadid el analisis de rendimientos y su comparacién con el
crecimiento bacteriano.

Andlisis de datos

Se emplearon los softwares EXCEL 2010, STATISTICA ver-
sién 13.0 e IBM SPSS Statistics 24 para la obtencion de datos de
seleccidn de las variables de pH y concentracion de inulina tanto
grado molecular como grado reactivo. También se emple6 am-
bas herramientas para la formulacion y recopilacion de datos del
diseno experimental. Todos los experimentes fueron analizados
con un nivel de confianza del 95%. En los ensayos de seleccion
tanto de pH como de inulina, se realiz6 un analisis de contras-
te de medias. Se analiz6 cada grupo de muestras de variable de
respuesta (crecimiento de biomasa) con su respetiva variable in-
dependiente; ademds se contrasto la linealidad de las muestras.
Obteniendo en todos los ensayos un error estindar menor a 0,05.

|
RESULTADOS Y DISCUSION.

Ensayos de seleccion de pH.

Se obtuvo mayor crecimiento de L. acidophilus a pH 6,5 con
inulina grado molecular y 7,5 con inulina grado reactivo com-
parado con los otros tratamientos (figura 1). Esto se debe a que
en sistemas aerobios el crecimiento de biomasa se favorece a pH
neutros; donde el potencial de reduccion juega un papel impor-
tante en el metabolismo de las moléculas. Los crecimientos de las
cepas no entran en los rangos estandares mencionados en fichas e
investigaciones previamente realizadas (pH bésicos). Un estudio
previo', demuestra que los parametros de agitacion y el uso del
sustrato contribuyen a que la cepa se desarrolle en pH mads ba-
sicos. Por lo tanto, se sugiere que el pH tiene influencia sobre el
desarrollo de L. acidophilus interviniendo en rutas de produccion
de metabolitos o la inhibicién de los mismos. Otra investigacion
demostr6 que el pH éptimo para la masificacion de L. acidophilus
se encuentra en un rango de 6 hasta 7,5."*

En esta investigacion se comprobd que existié mayor creci-
miento de biomasa de L. casei a pH 7 con inulina grado molecular
y pH 7,5 con inulina grado reactivo (figura 1). Diferentes investi-
gaciones demuestran que L. casei tiende a crecer a pH mads bésico
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Figura 1. Ensayos de vanacion de pH de: A) L acidophilus con imlina grado molecular, B)
L acidophilus con inulina grado reactivo. C) L casei con inulina grado molecular, D) L casei con inulina grado

reactivo.

en fermentaciones discontinuas, con un rango de variacién gene-
ralmente entre 6,5 a 7'2.

Se puede apreciar la factibilidad de masificacion de las dos
cepas a pH neutrales en un rango de 6,5 a 7,5, que coincide con el
pH del medio de cultivo comercial MRS, disminuyendo el uso de
soluciones reguladoras de pH.

Ensayos de seleccion de inulina.

Las concentraciones de biomasa obtenidas fueron 45.9mg/L
y 68.4mg/L de L. acidophilus y L. casei respectivamente a una
concentracion inicial de 45g/L de inulina grado molecular (figura
2). Este resultado sugiere que este tipo de inulina, al ser pura y no
contener trazas de otros carbohidratos, permite ser aprovechada
por las bacterias generando mayor crecimiento en mas de una
especie de Lactobacillus. El mejor prebiético para a masificacion
de especies de Lactobacillus es la inulina, una investigacion pre-
via permito observar un crecimiento a las 24 horas de L. casei
(8,48 +/- 0,05 UFCmL") y L. acidophilus (8,08+/- 0,07 UFCmL")
utilizando inulina grado molecular®. Se sugiere que la inulina es
metabolizada por algunas especies de la misma forma debido a
su pureza; en dicho estudio no existe diferencia significativa en
la biomasa final de ambas cepas, a diferencia de los resultados
presentados en este ensayo en particular donde L. casei alcanza
una mayor concentracion de biomasa, demostrando una mejor
capacidad en metabolizar este fructooligosacarido, debido a pro-
duce enzimas apropiadas.
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completa a pH 5-7, mientras que a pH bajos la inulinasa degrada
moléculas mediante el rompimiento de enlaces de manera aleato-
ria®. Esto sugiere (segun las condiciones de cultivo del presente
estudio) que el método de accidn de la inulinasa combinada con
el pH, contribuy? en el crecimiento bacteriano, debido al rompi-
miento del fructooligosacarido en mondmeros, facilitando pro-
cesos metabolicos.

Con inulina grado reactivo los resultados obtenidos fueron;
42.2mg/L de L. acidophilus a 50 g/L de FOS y 73.3mg/L de L.
casei a 35g/L de FOS (figura 2). Los resultados demuestran que
al usar inulina grado reactivo se obtiene mayo concentracion de
biomasa; esto se debe a que el reactivo no es 100% puro y contiene
trazas de otros azticares como glucosa, fructuosa y sacarosa. Lo
cual sugiere que existe un mayor aprovechamiento de fuente de
dichos azticares mas simples ademads de la inulina (especialmente
por parte de L. casei), también se propone que las trazas activan
de forman positiva la duplicacién celular inicial.

Se ha propuesto mediante estudios que la inulina tiende a
reducir tiempos de fermentacion para la produccién de metabo-
litos como el acido lactico y promueve el crecimiento de probidti-
cos como L. casei'. En este ensayo la inulina grado reactivo com-
binada con la cepa L. casei presentaron la mayor concentracion
celular, lo que concuerda con la literatura citada. Beneficiando
econémicamente a la posible producciéon de un probiético a esca-
la industrial en el pais.
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Curvas de crecimiento previas a la optimizacion
del proceso.

Para L. acidophilus la concentracién de biomasa final fue de
4,31x10" g/L, obteniendo un crecimiento exponencial a partir
de las seis horas de incubacién hasta decima hora. Un estudio
realizado determind que a partir de la tercera hora existe un cre-
cimiento exponencial de la bacteria hasta la hora doceava hora
en un medio suplementado con suero de leche y 1% de inulina';
a diferencia de esta investigacion donde la biomasa tiene un pe-
riodo de adaptacion mas prolongado y una fase exponencial mas
corta. La fase de adaptacion fue mas larga debido a que la degra-
dacién enzimdtica de inulina tarda a comparacién de sustratos
mas simples, por consiguiente, la bacteria requiere de un gasto
energético mayor. Sin embargo, otros estudios concuerdan con
el presente trabajo concuerdan que la fase estacionaria de L. aci-
dophilus se da a partir de la décima y onceava hora.

Se obtuvo una de 0,78 h-1 para L. acidophilus presentado
un crecimiento exponencial a partir de las 4 horas de incubacién
hasta la doceava hora; los parametros cinéticos se encuentran
descritos en la tabla 1. Comparando con estudios propuestos'®,
donde se establece una de 1,0 h', se debe tomar en cuenta que
el estudio con el que se compara utilizé otras fuentes de carbono
como lactosa y por lo tanto la velocidad de crecimiento es mayor,
y se sugiere que procesos energéticos influyen en el metabolismo
de moléculas complejas como la inulina, es decir el microorga-
nismo consume inicialmente las moléculas mas simples para dar
paso al consumo de azicares mas complejos como la inulina.
La ruta metabdlica presentada en estudios previos, indica que
el sistema de degradacion de inulina es complejo, inicia con la
conversion del FOS en mondmeros de fructosa y glucosa hasta
obtener productos finales como succinato, acetato y etanol'’; este
gasto energético es representativo e influye en la produccién de
biomasa incluyendo su velocidad de crecimiento.

En L. casei la concentracion de biomasa final fue de 5,58
x10! g/L, obteniendo un crecimiento exponencial a partir de las
4 horas de incubacion hasta la doceava hora; ademds, se deter-
minaron los pardmetros cinéticos descritos en la tabla 1. Una
investigacion realizada®, determiné que la fase exponencial
duré aproximadamente 10 horas, de manera similar a esta in-
vestigacion. Adicionalmente, el estudio indica que la velocidad
especifica de crecimiento maxima para Lactobacillus utilizando
glucosa como fuente de carbono es de 0,25 h-1; mientras que en
el presente trabajo se obtuvo pmax de 0,307 h-1. Aunque la va-
riacion de velocidades no es grande, se sugiere que su diferencia
se debe al uso de sustratos diferentes y la concentracién inicial
del inéculo.

Optimizacion de concentracion de inulina y pH.

Velocidad de 0,19 b 0076 Iy

Ink; —Inks
crecimiento
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Tabla 1. Parametros cinéticos de L. acidophilus y L. casei.
La superficie de respuesta generada para el DCCR de L.

acidophilus con inulina grado molecular (ver figura 3), se ajustd
en un 94,93% al modelo matematico propuesto y el mejor ren-
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dimiento (Yx/s) alcanzado en el ensayo fue de 0,59 (g/g) en el
tratamiento de pH 6,5 y 31g/L de inulina grado molecular. Exis-
ti6 significancia estadistica para las variables cuadraticas; al con-
trario de la interaccion de las variables y su efecto lineal. Lo que
sugiere un buen ajuste al modelo ya que los términos cuadraticos
proveen la curvatura en la superficie; ademds estos analizan cada
factor con los resultados promedios, obteniendo asi una ecua-
cién de segundo orden.?*

La superficie de respuesta generada en el DCCR de L. aci-
dophilus con inulina grado reactivo (ver figura 3), se ajusté al
modelo matemdtico a un 70,78%; el rendimiento (Yx/s) mas alto
alcanzado en este ensayo es de 0,11 g/g en un medio de pH 8 y
40g/L de inulina grado reactivo. No existi6 significancia estadis-
tica en la combinacién de variables ni en su expresion lineal o
cuadrdtica, lo que implica que el modelo matematico propuesto
no es el mas adecuado, y a futuro se debe proponer mas ajustes en
los niveles de las variables del disefio experimental.

Se puede apreciar en las figuras de superficie de respuesta
(figura 3) que los puntos extremos de las variables son posibles
puntos Optimos para el crecimiento de L. acidophilus con inuli-
na grado molecular. Mientras que el disefio de L. acidophilus con
inulina grado reactivo demostrd que el mejor crecimiento bacte-
riano se obtiene a menores porcentajes de inulina; el rango de pH
es muy amplio por lo que no existi6 diferencia en el crecimiento
con respecto a esta variable.

La superficie de respuesta L. casei con inulina grado molecu-
lar (ver figura 3), se ajust6 en un 64,57% al modelo matematico.
El mejor rendimiento (Yx/s) alcanzado en el ensayo fue de 0,26
g/g en el medio suplementado con 31g/L de inulina grado mole-
cular y ajustado a un pH de 7. No existié significancia estadistica
tanto de los efectos cuadréticos como los efectos lineales de las
variables, asi en la combinacién de las mismas. Esto da lugar a la
interpretacion de que el disefio no poseia valores significativos de
ambas variables con respecto al crecimiento de L. casei.

La superficie de respuesta de L. casei con inulina grado reac-
tivo (ver figura 3), se ajustd al modelo matematico en un 99,92%,
lo cual sugiere la optimizacién del medio de cultivo a pH de 7,465
y a 43,1g/L de inulina para la masificaciéon de la bacteria (datos
obtenidos a partir de la ecuacién dada por el modelo). También
se obtuvo un mejor rendimiento (Yx/s) en cuanto al consumo
de sustrato de 0,24 (g/g) en el tratamiento de pH 7 y 2,5g/L de
inulina grado reactivo. Comparando con un estudio®, se deter-
miné que la bacteria crece mejor en pH mas neutrales (6,5 - 7);
contrastando con los resultados obtenidos, concuerdan los valo-
res de rendimientos y los puntos 6ptimos de pH que arroja el
experimento.

Validacién del medio de cultivo optimizado

Para los ensayos de validacién del medio optimizado se de-
terminaron las variables a partir de la formula dada por el modelo
matematico (ecuacion 1) de la siguiente manera:

Riomasa gL-! = T,0167x + 07712y — 04741x - 0,129y° 4 0,0166xy — 27,0192
—Eis — i

o ae — 2he
=TA65 pH =

4de - e*

uling grodo reactive

Los ensayos de validacion del disefio experimental que im-
plica la inoculacién de L. casei en un medio regulado a pH 7,5
y a 43,1g/L de inulina grado reactivo; presentaron rendimientos
(Yx/s) superiores a 0,55 (6,8 g/g), esto indica el aprovechamiento
de inulina por parte de bacteria. Adicionalmente se alcanz6 una
concentracién final de biomasa de 215 mg/L a las 72 horas de
incubacién en tubo de ensayo.

El medio ideal sugerido permitié obtener valores superiores
tanto de velocidad especifica de crecimiento (2,71 x10°* h') como
de rendimientos de consumo de sustrato y productividad global
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Figura 3. Grificos de superficie de respuesta correspondientes a cada diseio: A) L. acidepdifus con imiling grado molecular,
B) L. acidopivilus con inuling grado reactivo, C) L. cased con inalina grado molecular. D) L. cased con inulina grado reactivo

( =0,68g/gy 7,75x10-4 g/Lh), presentado mejores resultados
que los obtenidos a lo largo de la investigacion.

|
CONCLUSIONES

Se equilibré el nivel de pH del medio mediante el uso de
tampones, esto contribuy6 a disminuir errores entre réplicas y
unidades experimentales. El rango de pH estudiado fue muy am-
plio, lo cual dificult6 el proceso de optimizacion de este pardme-
tro para cada cepa; sin embargo, se obtuvo un medio ideal para
el crecimiento de L. casei, que existe una significancia estadistica
de pH tanto en su expresion cuadrdtica como lineal. Ademds los
resultados obtenidos en la validacién del medio se asemejan a los
propuestos por el modelo matematico (concentraciones de bio-
masa mayores a 0,4 g/L).

Los porcentajes ideales propuestos para el medio masifican-
te de ambos tipos de inulina varian. Esto se debe a que existe
una diferencia en la pureza de los prebiéticos, influenciando en
el crecimiento de las cepas; los resultados de seleccion del FOS
demuestran que el uso de inulina grado reactivo genera mayor
concentraciéon de biomasa a comparacién de inulina grado mo-
lecular. Es por esto que el medio optimo propuesto utiliza dicha
inulina, la cual contiene trazas de otras fuentes de carbono para
el crecimiento de L. casei. Pese a que ambas cepas pertenecen al
mismo género, se pudo visualizar diferencia significativa en el
crecimiento y desarrollo de cada especie. Aunque los resultados
se asemejen, su comportamiento es distinto.
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