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RESUMEN: El presente trabajo tuvo como objetivo obtener un candidato a probiotico de L. plantarum 22 LMC a nivel de
laboratorio en un medio de cultivo con residuos agroindustriales. Se emple6é un medio natural a partir de melaza (20 %),
suero de leche (33,0 %) y levadura hidrolizada (10,36 %) (MLS) para el crecimiento de L. plantarum; como control se
empled el medio de referencia Man Rogosa Sharpe (MRS). Se evaluaron la cinética de crecimiento, la determinacion del pH
y la produccion de 4cido lactico. En ambos medios se obtuvieron valores de crecimiento superiores a 12 Log UFC mL™! a las
48 h; se observd una disminucion del pH de 3,11 + 0,01 en el medio MLS, 4,01 + 0,05 en MRS y de 4cido lactico 3,28 +
0,12 gL'y 2,69 = 0,12 g.L'!, respectivamente. Luego se obtuvo el biopreparado a nivel de laboratorio y se establecieron,
como controles de proceso, la pureza del cultivo y la viabilidad de la cepa en dicho medio. Se evalud la estabilidad en
anaquel a la temperatura de 5 + 3°C, a dos concentraciones del probidtico (1x10° y 1x10'® UFC/mL) durante 60 dias, y se
observo la estabilidad en la viabilidad bacteriana y en el pH, por lo que el medio result6 idoneo para este fin.

Palabras clave: probidtico, Lactobacillus spp., medio de cultivo natural, crecimiento, estabilidad.

ABSTRACT: The present work was aimed at obtaining a probiotic candidate of L. plantarum 22 LMC at laboratory level in
a culture medium with agroindustrial residues. A natural medium based on molasses (20 %), milk serum (33.0 %) and
hydrolyzed yeast (10.36 %) (MLS) was used for the growth of L. plantarum. Man Rogosa Sharpe (MRS) reference medium
was used as a control. Growth kinetics, pH determination and lactic acid production were evaluated. Growth values higher
than 12 Log CFU mL-1 were obtained in both media at 48 h. A decrease in pH of 3.11 + 0.01 in MLS medium, 4.01 £ 0.05 in
MRS and lactic acid 3.28 £0.12 g.L-1 and 2.69 + 0.12 g.L-1, was respectively observed. Biopreparation was then obtained at
laboratory level. Culture purity and strain viability in such medium were established as process controls. Shelf stability was
evaluated at a temperature of 5 + 3°C, at two concentrations of the probiotic (1x109 and 1x1010 CFU/mL) for 60 days,
observing stability in bacterial viability and pH, thus making the medium suitable for this purpose.

Key words: probiotic, Lactobacillus spp., natural culture medium, growth, stability.

INTRODUCCION alglin otro proceso, o sea, abundante en el mercado y
de bajo costo de produccion (4).
Investigaciones anteriores descritas por Vera et al.

(5) y Sanchez et al. (6), demostraron las caracteristicas

En investigaciones descritas por diferentes autores,
se muestra que el medio Man Rogosa y Sharpe (MRS)

es un medio de cultivo adecuado para la recuperacion
de Lactobacillus spp. en condiciones de laboratorio;
sin embargo, su costo se eleva cuando se produce a
una escala mayor para obtener grandes cantidades y
producir un probiotico comercial (1, 2, 3).

Para la formulacion de un medio de cultivo de ti-
po industrial es necesario que este cumpla con todos
los requerimientos nutricionales (nitrégeno, carbono,
vitaminas y minerales) para el buen crecimiento del
microorganismo; se requiere que estén biodisponibles
en una materia prima obtenida como subproducto de

probidticas in vitro y la seguridad bioldgica de una
cepa de L. plantarum 22 LMC aislada de intestino
de cerdo. Para demostrar su efecto in vivo se necesita
su inclusién en la alimentacion de los lechones, de
ahi que se debe desarrollar un probidtico con materias
primas nacionales de bajo costo y lograr altos rendi-
mientos de células viables sin afectar su actividad bio-
l6gica, por lo que el objetivo fue obtener un candidato
a probiotico de L. plantarum 22 LMC a nivel de labo-
ratorio en un medio de cultivo natural con residuos
agroindustriales.
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MATERIALES Y METODOS

Crecimiento de L. plantarum en un medio de
cultivo natural

Cepa: L. plantarum (22 LMC), aislada de la muco-
sa del ciego de cerdos de 30 dias de edad, clinicamen-
te sanos e identificada mediante técnicas moleculares
por el laboratorio de Biotecnologia Aplicada Concepto
Azul (7). Conservada en el cepario del Laboratorio de
Biologia molecular de la Escuela Superior Politécnica
Agropecuaria de Manabi, Ecuador (ESPAM) y selec-
cionada por sus mejores caracteristicas probioticas in
vitro: resistencia a pH acido y a sales biliares, buenas
propiedades hidrofobicas, autoagregantes y actividad
antimicrobiana frente a patdgenos.

Medios de cultivos empleados

Se disefi6 un medio natural, segin los requerimien-
tos nutricionales de L. plantarum y lo descrito por
varios autores (8, 1). Se conform6 con melaza de cafia
20 %, suero de leche 33,0 % y autolizado de levadura
10,36 %, a pH 6,5 (MLS).

Se utiliz6 como control el Medio Mann Rugosa
Sharpe (MRS, Difco™ EUA).
cada medio

Condiciones de crecimiento en

evaluado

Preparacién del indéculo: L. plantarum (22 LMC)
se multiplicd en caldo MRS a pH 6,7 a 37°C duran-
te 24 a 48 h y, posteriormente, en agar del mismo
medio. Para ello se empleé una incubadora (ESCO
CelCulture®, EUA) con una atmoésfera de CO, de 5 %
a 37°C durante 48 a 72°C, para establecer condiciones
anaerobicas.

Las colonias resultantes de la cepa L. plantarum
22 LMC se inocularon en dos frascos de 250 mL con
150 mL del medio MRS y se incubaron a 37°C por
20 a 24 h, correspondiente a la fase logaritmica de
crecimiento con una concentracion de 108 UFC/mL
para disponer del indculo.

Volumen de inoculacion: se inoculd el 10 % del
volumen final para cada medio de cultivo, segun lo
referido por Vargas et al. (9).

Evaluacién del crecimiento: se emplearon tres Er-
lenmeyer con tapas de rosca de 500 mL con 400 mL
de liquido por medio de cultivo y se incubaron a 37°C
durante 48 h en cultivos estaticos, para establecer las
condiciones anaerobicas en cultivos liquidos.

Se realizd una cinética de crecimiento hasta la
entrada de la fase estacionaria crecimiento para eva-
luar los dos medios de cultivo durante 48 h y se
tomaron muestras cada ocho horas para la cuantifica-
cion del nimero de unidades formadoras de colonias
(UFC mL™). Las corridas se realizaron por duplicado.

Determinacion del numero de unidades

formadoras de colonias de los cultivos

Para efectuar el conteo de colonias se tomé 10 mL
de cada cultivo y se realizaron diluciones seriadas de
las muestras en una relacion de 1/10 (v/v) en agua
peptonada (OXOID, EUA), desde 10! hasta 10'2. Las
tres Ultimas diluciones se inocularon individualmente
en placas Petri con agar MRS. Esta operacion se rep-
licé tres veces y las placas se incubaron a 37°C en
condiciones de anaerobiosis en una incubadora (ESCO
CelCulture®, EUA) de CO2 al 5 % por 48 h. Poste-
riormente, se realizo el conteo de las colonias en un
contador de colonias digital (BOEGO modelo CC-1,
Alemania).

Determinacion de la velocidad de crecimiento (n) y
el tiempo de duplicacion (td)

A partir del programa de Microsoft Excel y los
datos obtenidos en la cinética de crecimiento, se
confeccionaron las curvas de dispersion; mediante la
aplicacion del método de ajuste se obtuvieron los
polinomios correspondientes y los valores de p. El
td se determind a través de la siguiente foérmula:
td = p/ Log 2 (10).

Determinacion de pH: se tomaron muestras de los
cultivos cada 8 h y se midieron los valores de pH
mediante un pHmetro digital (Sartorius, México).

Determinacion de acido lactico: se tomaron mues-
tras de los cultivos a las 40 h de crecimiento corres-
pondiente al final de la fase logaritmica de crecimien-
to y se determinoé la produccion de acido lactico segun
lo descrito por Santos et al. (3).

Preparacién del probidtico a nivel de laboratorio

Se prepararon cultivos de L. plantarum 22 LMC en
Erlenmeyer de 5 L con 4 L de volumen de trabajo
del medio MLS, para obtener dos concentraciones 1x
10° y 1x 10 ' UFC mL'. Las concentraciones de los
microorganismos se comprobaron mediante conteo de
UFC en placas de agar MRS.

Se conformd un flujo de produccion del candidato
a probidtico a dos concentraciones representadas en la
Figura 1.

Estudio de estabilidad en anaquel

La estabilidad en anaquel del probiotico se realizo
a la temperatura de 5 + 3°C durante 60 dias. La se-
leccion de la temperatura se establecio segun las reco-
mendaciones establecidas por AGROCALIDAD (11)
y el centro para el control estatal de medicamentos,
equipos y dispositivos médicos (CEDMED) (12) de

Cuba.
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Cepa de L. plantarum 22MLC crecida en
agar MRS por 48 h (Cp 1)

N
Siembra en medio de cultivo MRS frascos
de 400 mL a 20-18 ha 37°C condiciones
estaticas (Cp #2)

s N

Inoculacion al 10% V:F en dos erlenmeyers
SL/AL medio MLS por 24-30 horas y 40-48
horas a 37°C en condiciones estaticas(Cp #3)

Ajustar la concentracion (Cp #4)

Envasar en frascos de 1L con tapa de
goma y conservar a 4-8 °C hasta su
utilizacién

Control de proceso
Cp. # 1. pureza de la bacteria y Viabilidad,
Cp # 2 pureza del cultivo
CP #3 conteo de viables-
CP # 4 Ajuste de concentracion por conteo de viables-
1x10" UFC /ml y - 1x10"" UFC /mL, pH
Figura 1. Diagrama de bloque para la produccion
del probidtico de L. plantarum 22 MLC a nivel
de laboratorio. / Block diagram for the production of

L. plantarum 22 MLC probiotic at laboratory level.

Para ello se produjeron dos lotes de 5 L del probio-
tico de L. plantarum 22 LMC para cada concentracion
(Ix 10° y 1x 10'© UFC mL"), los cuales se distribu-
yeron en 24 frascos estériles con tapas de goma con
250 mL de volumen total. Se tomaron tres muestras
para su analisis los dias 1, 15, 35 y 60.

La estabilidad de este producto bioldgico se deter-
miné por la viabilidad, la pureza microbiana y la de-
terminacion del pH hasta los 60 dias.

Analisis estadistico

El paquete estadistico utilizado fue INFOSTAT Ver-
sion 2,0 2017 (13). Se realizaron los analisis de va-
rianza y la prueba de Duncan (14) para comparar los
resultados en la capacidad de crecimiento microbiano
entre los cultivos, la produccion de acido y el pH en
cada tiempo de muestreo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cinética de crecimiento de la cepa L. plantarum en
dos medios de cultivo

En la Figura 2 se muestran las caracteristicas del
crecimiento de L. plantarum 22 LMC en dos medios
de cultivo. En ambos medios se obtuvieron valores
de crecimiento superiores a 12 Log UFC mL! a las
48 h. Al comparar el crecimiento de la cepa en el
medio MLS, no existieron diferencias con respecto al
crecimiento en el medio de referencia MRS.

Se observa que la fase logaritmica o exponencial
de crecimiento comienza a las 10 h. Esta se prolonga
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Figura 2. Cinética de crecimiento de la cepa de L. plantarum
22 LMC en dos medios de cultivo MRS y melaza, autoliza-
do de levadura, suero de leche (MLS) durante 48 h de incuba-
cion. p- velocidad especifica de crecimiento; tg tiempo de du-
plicacion. n= 2. Media +EE. / Growth kinetics of L. plantarum
22 LMC strain in two culture media MRS and molasses,
autolyzed yeast, whey (MLS) during 48 h of incubation. u-
specific growth rate; tg doubling time. n = 2. Mean + SE.

hasta las 30 h; a partir de las 32 h se muestra una fase
de desaceleracion de crecimiento y a las 40 h entra
el cultivo en la fase estacionaria de crecimiento. Al
comparar los indices de crecimiento como la p y el
td en ambos medios, se comprobd que no existieron
diferencias entre los valores hallados.

Estas caracteristicas concuerdan con las descritas
para las bacterias acido lacticas (BAL), que son mi-
croorganismos que se reproducen por fision binaria,
con altas velocidades de crecimiento y tiempos de du-
plicacion entre 30-90 min, en optimas condiciones de
cultivo (15); en este caso, el tg se obtiene a los 66 min.

Ademas, son aspectos muy importantes a tener en
cuenta para la seleccion de los microorganismos pro-
bidticos, los que deben poseer elevada velocidad de
crecimiento para competir por los nutrientes y los si-
tios de adhesion dentro del ecosistema gastrointestinal,
adherirse y colonizar la mucosa para ejercer su efecto
beneficioso en el hospedero y disminuir su expulsion
durante el paso por el tracto gastrointestinal (16).

En la Figura 3 se observa una disminucion del pH
en el cultivo durante las 48 horas de crecimiento. Se
encontraron valores de 3,11 = 0,01 en el medio MLS y
de 4,01 £ 0,05 en el medio MRS.

Se demuestra la alta capacidad de la cepa para aci-
dificar el medio MLS, por lo que se infiere que se
producen sustancias inhibitorias y, dentro de ellas, el
acido lactico. En este caso, a las 48 horas de creci-
miento se encontraron valores de este acido 3,28 =+
0,12 gL' en el medio MLS y 2, 69 + 0,12 g.L'! en
MRS con diferencias significativa para p< 0,05.

Las BAL se caracterizan por la produccion de acido
lactico a niveles elevados. Varios autores refieren que
estas son los microorganismos que mas se utilizan
como probioticos, donde hay un predominio de la pro-

duccidn de acido lactico (17,18).
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Figura 3. Cinética del pH en los dos medios de cultivo. Le-
tras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05). n=2
Media +EE. / PH kinetics in the two culture media. Different
letters indicate significant differences (p<0.05). n = 2 Mean + SE.

Obtencion del probiotico a nivel de laboratorio

Después de crecida la cepa de L. plantarum
22 LMC en el medio MLS, se establecid la obtencion
probiodtico en mayores volumenes a nivel de laborato-
rio.

Se precisaron los puntos de control de proceso que
se debe realizar para producir a escala de laboratorio
el probidtico y mantener la consistencia del mismo.
Se elaboraron tres lotes para cada concentracion y, a
partir de estas producciones, se evalué en cerdos en
crecimiento. Se demostr6 su efecto de tipo probiodtico
en atencion al comportamiento de la salud y biopro-
ductividad de los mismos (18).

Los resultados demuestran que la composicion del
medio MLS cubre los requerimientos nutricionales pa-
ra la cepa L. plantarum 22 LMC, de forma similar
al medio MRS, debido a sus componentes como la
miel final o melaza, rica en azacares fermentables,
asi como sales, minerales, vitaminas y factores de cre-
cimiento (8); el suero de leche que aporta fuente de
nitrégeno organico en forma de aminoacidos, dentro
de los cuales se reportan cisteina, metionina, triptéfa-
no, isoleucina y valina, ademas de vitaminas como
el complejo B y minerales como calcio, fosforo y
magnesio (19), el autolizado de levaduras proporciona
aminodcidos esenciales, vitaminas, minerales y oligo-
sacaridos.

En este sentido, Jurado et al. (1) emplearon medios
de cultivo naturales compuestos por azucar, leche de
soya comercial y suero de leche para caracterizar el
crecimiento de L. plantarum y obtuvieron 12 Log
UFC mL"' de células viables con pH 3,7, con fines
probidticos en lechones como una alternativa al trata-
miento con antibidtico. Estos resultados son similares
a los encontrados con el medio de MLS.

Flores et al. (20), para la obtencion de preparados
de lactobacilos y levaduras, utilizaron el suero de le-
che en la formulacién del medio de cultivo y obtuvie-
ron 6,7 Log UFC mL! de células viables. Con la utili-
zacion del medio MLS, las concentraciones de células
viables de L. plantarum 22 LMC fueron superiores
a las que refirieron estos autores, posiblemente, por

la utilizacién de la melaza de cafia y del autolizado
de levadura que aportan carbohidratos fermentables,
vitaminas y minerales, por lo que los resultados vali-
dan el uso del medio de cultivo MLS conformado con
materia prima agroindustrial para la elaboracion del
probiotico a escala de laboratorio y, posteriormente, su
aplicacion por via oral en lechones.

La prueba de estabilidad es la principal herramien-
ta para evaluar la fecha de caducidad y las condicio-
nes de almacenamiento para productos bioldgicos. En
este sentido, el probidtico con dos concentraciones
de L. plantarum permanecieron estables durante el
tiempo evaluado, ya que en la prueba de pureza mi-
crobiana realizada no se observaron contaminaciones
con otros microorganismos. En el estudio de la de
viabilidad (Figura 4) se observo una disminucion del
recuento de células viables a partir de los 35 dias en
las dos concentraciones analizadas.

Sin embargo, no hubo diferencias entre los tiempos
evaluados. Las concentraciones requeridas de células
viables durante los 60 dias de almacenamiento se
mantuvieron por encima de los niveles recomendados
por la FAO (21), que es entre 10° y 107 UFC mL"! de
microorganismos viables para un alimento probiotico.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
Betancur et al. (22), quienes evaluaron algunos para-
metros de estabilidad de un probidtico con cepas de
L. plantarum con fines probidticos para cerdos. Estu-
dios similares realizd Beruvides (23), con un aditivo
VITAFER compuesto de BAL y levaduras para crias
y cerdos en crecimiento. Estos autores comprobaron
que a partir de los 30 dias se afecta la viabilidad de las
BAL, debido a que en estas condiciones se agotan los
nutrientes esenciales para su desarrollo.

El pH obtenido en esta investigacion se mantuvo
dentro de los rangos establecidos para productos bio-
logicos de esta categoria (Figura 5).

Seguin Benedetti y Palacios (24), los mecanismos
de accion de los productos bioldgicos con valores de
pH igual o inferior a 4, implican la inhibicién del
crecimiento de bacterias patdogenas, la produccion de
acido lactico, la disminucion de la permeabilidad in-
testinal, el aumento de la actividad de la lactasa y la
estimulacion de la inmunidad, de manera que la dismi-
nucion del pH en los productos obtenidos es indicador
de la viabilidad de las bacterias lacticas; en este caso
permanecen viables las bacterias de L. plantarum.

Es importante mencionar que se debe continuar la
evaluacion de la estabilidad en anaquel del probiotico
en el tiempo a dos temperaturas (temperatura ambiente
y 5+ 3°C) debido a la importancia de la viabilidad del
producto final.

Ademas, se recomienda el uso de este medio en
la produccion de otros probidticos, ya que presentan
componentes de bajo costo que podran sustituir el uso
del medio MRS comercial como medio de referencia

para el crecimiento de lactobacilos.
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Figura 4. Viabilidad de los probioticos de L. plantarum
durante 60 dias de almacenamiento a 5 + 3°C. Me-
dia £EE. / Viability of L. plantarum probiotics during
60 days of storage at 5 + 3°C. Mean + SE.

CONCLUSIONES

Se demostré que el medio de cultivo natural com-
puesto por materias primas agroindustriales (MLS)
constituye un medio adecuado para el crecimiento de
L. plantarum 22 LMC, ya que presenta una velocidad
de crecimiento y concentraciones de células viables
similares a las que se obtienen cuando se utiliza el
medio MRS o medio de referencia. El probiotico de L.
plantarum 22 LMC, a dos concentraciones de células
viables, presentd estabilidad en anaquel en la viabili-
dad microbiana y el pH a temperatura de 5 + 3°C,
durante 60 dias de almacenamiento.
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