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Resumen

El tracto gastrointestinal de los humanos ¢s habitado por una compleja coleccion de
microorganismos. conocida como microflora normal. Las especies predominantes son
anaerobios obligados y entre ellos destaca el género de las bifidobacterias o microflora
benéfica. Este género coloniza el colon poco después del nacimiento y estad presente en gran
numero en infantes amamantados, pero los cambios en la alimentacién disminuyen fa
presencia de este género. Recientemente las bifidobacierias tienen importancia debido al

incremento en el mercado de productos tacteos v probioticos.

Para la produccion de bifidobacterias, la literatura menciona algunas condiciones,
principalmente ambientales y de los medios de cultivo, pero no explican ¢l papel de los
componentes de los medios de cultivo o de sus interacciones en la produccion de biomasa v en

los medios complejos no se conoce el efecto de los ingredientes o de sus interacciones

Se han desarrollado disefios experimentales factoriales y modelos matematicos para analizar ¢l
crecimiento  bacteriano.  El desarrolio de estos modelos estadisticos permite a  los
microbiologos claborar predicciones confiables v rapidas del papel de los componentes de los

medios de cultivo sobre el crecimiento celular.

El objetivo de este trabajo es la optimizacién del medio de cultivo TPYG para la produccion

de biomasa acuva de Bifidobacierimn mifunnis. La Iteratura 1o porta que los medios de cultivo



Pas usuales son de composicion comple)a pero no se conoce b efecto de tos componenics ni

sUs nteraceiones on la obtencien de bomasa

f i osle estudio se realizo primero un disedo factonal de os componentes mitrogenados del
nedio de cultnve TPYG. peptona de casema. peptona de sova v extracto de Jevadura, Jos

resultados muestran que es necesaria la presencia de estos sustratos

Para evaluar ¢l efecto de los ingredientes que aportan nitrogeno v de la glucosa en la obtencion
de bromasa de A sfonis. se realizo un disefio ortogonal central con puntos estrella. os
reseitados no permiticron optinnizar el medie de cultine, por fo gue se disedaron tres medios
donde se vanaron las concentraciones de los cuatro ingredientes. BEstos medios s¢
denommaron como M- M-2 v M-2 En este ultimo v en las corridas correspondientes a los
valores maximos (- 1) del diseiio factorial. fue donde se obtuno la mavor produccion de

tiomasa. 4 ¢ ]

A parur de los resultados anteriores. se realizo un disefo experimental ortogonal con puntos
estretla Las concentraciones en el punto central fueron de 7.5 g 1 de peptona de casema, 4 ¢ |

de peptona de sova. 15 ¢ 1 de extracto de levadura v 10 21 de ghicosa

FIanalists matematco de este expermento pronosiico un crecimiento de biomasa de 1 ¢ |
Moreahizar el anahivs expernmental se logrd obiener 8 o | de células Por lo gue T diterencia en

of resultado podna deberse a la distminucion dei pl del medio de culin o
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evitar of electo del phben ol medio de cultive, este se preparo con un amortivuador de
cetatos 02N pHE T Baro enas condiciones s¢ loere jgualar fa obtenaon de hiomasa entie of

Cor feoneo s el enperimental

vbstract

Lo litge imtestime of humans s aphabiied by a compley collection of microbes, maosth
cocweril speciess known collecunely as the normal sncroflora. The predommant spocies are
coveatony anacrobres. and among them ity possible to find members of the genes
Cocisbaerermae. known as benehical microtlera Thowe species colomze the intestinal iract
wieoaiter birth and are present m Jarge populanions in brcastted mlants Changes o
nutiboial habits tend to disimimish the number of these bactena Bifidobacteria have recenthy

revened much attention becawse of the nereasmg demand for new dany products as

reabLoties 1n the international market

Somi authors have mentioned optimal condions for growth of bifidobacieria. but they do not
evplan the influenee of the media compaonents or therr interactiens n the bromass production
Cole attention has been pad to the effect of complex media and there role m Dionidss

Mt s Lon remam ungloat



Faclorial design and mathematical models have been developed to analyze bacterial growth.
The development of statistical models allows the microbiologist to make an accurate

prediction of the composition of the growth media with speed and confidence.

The objective of this work is the optimization of a culture media for the production of
bifidobacterium bioactive mass. The literature reports that most commons cultures medias
have a complex composition, but the components effects as well as his interactions for the

biomass obtention are unknowned

A factorial design of the three nitrogenated components; casein peptone, soja peptone and
veast extract has been perfomed The results show that at first the presence of all the

mgredients was necesary.

In order to observe the effect of all the ingredients, a central orthogonal design was performed.
The result did not allow the optimization of the culture medium, therefore three culture media
with a variation of their ingredients were outlined. These culture media were named M-1, M-
2 and M-3. The highest biomass production was 4 g/l In the M-3 medium and this also was

observed in the subsequent runs to the factorial design maximum values..

A new orthogonal design was performed form the previous results. The concentrations were

75 ¢/l caseine-pepione, 4 g/l de sovbean-peptone, 15 g/l de yeast extract and 10 g/l glucase.



The mathematical analysis of the experiment predicts 11 g/l of bromass. in the experimental

anaivsis 8 g/l of cells were obtained. The difference was caused by a disminution of pH.

In order to avold the acidity or pH effect, this media culture was prepared with a phosphate
huffer 0.2M  pH 7. Under this conditions, the biomass obtained was equal between the

theoretical and experimental values.



Introduccion

l.a fermentacion es uno de los métodos mas antiguos y utilizados para ta conservacion de
alimentos. Practicamente, todas las naciones tienen y conservan algun tipo de alimento
tradicional fermentado principalmente por la acciéon de bacterias lacticas puras 0 en consorcios

CON Otros MICrOOrganismos.

Los alimentos fermentados terapéuticos o probidticos, son productos que utilizan un tipo
especial de microorgamsmos, que tienen la propiedad de sobrevivir durante su paso por el
mntestino, produciendo compuestos probioticos que pueden ser preventivos o protectores del
huésped, animal o humano. Existe un gran numero de productos que se han desarrollado
recientemente que usan bacterias acido lacticas (BAL) selecionadas o modificadas
genéticamente, los cuales son insuficientes para cubrir la demanda de la industria de
alimentos, consumidores humanos y producteres de ganado {(Fuller, 1989; Ishibashi y

Shimamura, 1993).

El hembre primitivo no tenia el concepto de los mecanismos que envuelven a la fermentacion
v del papel de los lactobacilos. Fue hasta hace 300 anos que Leeuwenhoek describio Jos
microbios y solo 116 afios que Pasteur desarrollé el concepto de deterioro de los alimentos v
fermentacion. Al mismo tiempo, Koch demosiré que los microbios pueden causar
enfermendades especificas. Asi, mucho de lo que ahora se conoce sobre los microorganismos

v las fermentaciones, ha sido comprendido en los altimos 100 afios (1-htip).



Productos fermentados

Desde principios de siglo se ha presentado un marcado incremento en la produccion industrial
de alimentos lacteos fermentados. La tecnologia ha avudado a incrementar el tamafio de esta
rama de |a industria al disminuir los tiempos de produccidén y maduracion, al prolongar los
tiempos de almacenamento y preservacion y por la presentacion de gran diversidad de
productos, asi como también al desarrollo de alimentos fermentados derivados de cereales,

vegetales y frutas.

Los productos fermentados han sido y son fuentes de energia y nutrtmentos en todas las
culturas antiguas v actuales, es decir, se han desarrollado con la civilizacion. Este tipo de
alimentos han ayudado a sostener la poblacion humana y pueden ser producidos y distribuidos
a costos relativamente bajos. Los alimentos fermentados son generalmente seguros para su
consumo, altamente nutritivos va gue proveen calorias, proteinas, viiaminas, minerales y

sustancias prebioticas.

Ante el considerable aumento de la poblacion, ta malnutricion v hambre en los paises en
desarrollo, aunado a la mala distribucion de ia riqueza vy el uso de los alimentos como fuente
de poder y el agotamiento de la biosfera, obliga y da razon para el desarrollo de procesos para

mejorar las condiciones de vida de la sociedad.

Aun cuando los microorganismos pueden afectar a los alimentos hasta el grado de hacerlos

totalmente inaceptables para el consumo humano, el conocimiento de los microorganismos y



de sus mecanismos de comrol de crecimiento y de sus vias metabolicas, pueden jugar un papel
importante en la preservacion de alimentos fermentados con BAL. Estas bacterias convierten
los azacares en acidos organicos como ¢l lactico y acético, que provocan la disminucion del
pH, producen peroxido de hidrogeno y metabolitos secundartios como las biocinas, que

ayudan a prevenir la posible contaminacién por bacterias patégenas o enterotoxigénicas.

Los probidticos generaimente se refieren a microorganisinos viables, cultivados en productos
lacteos o suplementos alimenticios con BAL; y de pocos aiios a la fecha, de bifidobacterias.
Los probidticos tienen un efecto benéfico en el huésped por mejorar la integridad de la flora
intestinal normal. Estos productos probidticos incluyen alimentos congelados, tabletas o
capsulas y recientemente, diferentes productos lacteos fermentados. Aunque la primer leche
fermentada con bifidobacterias fue introducida al mercado hace mas de 50 aftos, es a partir de
la década de los 70°s que se encuentran en el mercado mas de 70 productos en varias

presentaciones y aproximadamente la mitad de ellos son manufacturados en Japon (Tamime v

col., 1995).

Lactobacilos y Bifidobacterias como probidticos

Iljia Metschnikoff en 1908 (1-http) fue el primero que propuso el consumo de lactobacilos
para evitar y conirarrestar inioxicaciones internas (autointoxicacion) causadas por un tipo
maligno de componentes en la flora intestinal v para prevenir distintos tipos de enfermedades.

Hoy en dia. s¢ encuentra en Ja bibliografia una gran cantidad dc investigaciones y protocolos
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chinicos, enfocados a demostrar los efectos terapéuticos y preventivos de lactobacilos y
bifidobacterias administrados en humanos, cuando existen efectos colaterales por el uso de
antibioticos o por infecciones virales en nifios y también, cuando son agregados como
suplementos en animales. Sin embargo, la interacciéon de la microflora intestinal con la
fisiologia, nutricion v metabolismo de animales superiores, asi como su papel en
enfermedades y en la salud sigue siendo un area muy controversial, por lo que es necesario

realizar mds estudios v protocolos clinicos amplios v rigurosos {Elmer y col., 1996).

Las bifidobacterias son habitantes normales del tracto gastrointestinal de espectes animales y
humanas. Son una de las especies predominantes junta con los géneros Peptococcaceae,
Lubacteriaceae, Clostridia, y Bacteroides, los cuales se encuentran en cantidades de 1o*-10"
bacterias/g de materia fecal. (Salaminen y col., 1995, Mitsuoka, 1990). Las bifidobacterias
constituyen el 95% de la poblacion total de la microflora intestinal en recién nacidos vy ¢] 25%
en adultos (Gibson y Roberfroid, 1995), su niimero declina conforme la edad avanza y los
habitos alimenticos cambian (Mitsuoka, 1990) y se les considera como microorganismos no

patdgenos benéficos para la salud humana y animal (Fuller, 1989; Gibson v Wang, 1994).

Las bifidobacterias difieren de las bacterias lacticas en que producen como productos finales
de la fermentacion de Ja glucosa los dcidos lactico v acético (Scardovi, 1981). Su clasificacion
ha cambtado con el tiempo desde que fueron descubiertas. A ta fecha se conocen
aproximadamente 32 especies distintas (Kaufmann y col., 1997). Este géncro es uno de los
predominantes en el intestino durante el ciclo de vida v €s uno de los grupos predominantes en

el intestino de nifios amamantados con leche materna, aunque la funcion de estas bacterias en



¢l colon no ha sido bien entendida. En estudios realizados con nifios alimentados con leche
materna, se encontrd que el riesgo de infecciones y diarreas es bajo, comparado con mfios
alimentados con leches de formula (Heinig v Dewey, 1996), esta diferencia parece estar muy

relacionada con la presencia de bifidobacterias.

Para que las bifidobacterias puedan ejercer su efecto probidtico, primero deben resistir la
actdez del tracto gastrointestinal. Estudios en adultos (Bouhnik y col., 1996; Hove y col.,
1994} y en nifios (Langhendries y col., 1995; Hudault y col., 1994) confirman que algunas
cepas de bifidobactenas son capaces de sobrevivir ¢l paso por el tracto gastrointestinal. Para
asegurar su sobrevivencia, se recomienda una ingesta tal que produzca un numero de
bifidobacterias en heces de 10% a 107 células viables por gramo de materia fecal. (Sanders y
col,, 1996) Para lograrlo, los productos comerciales deben tener altas concentraciones de

células viables.

‘Algunos productos comerciales son combinaciones de bifidobacterias con otras bactenas
lacticas (BAL), principalmente con Lacrobacillus acidophilus, pero la acidez producida por
los lactobacilos durante la fermentacion, promueve una baja sobrevivencia de las pnmeras, lo
que no permite tener una concentracién recomendada para consumo humano de 10° a 10°
cé¢lulas de bifidobacterias por gramo de producto final (Blanchette y col., 1996) Las futuras
formulaciones de probigticos deberan contener concentraciones altas de células, para que el
consumidor pueda mantener una dosis de 10° a 10" células por dia y muestre efectos

benéficos (Sanders y col., 1996},

10



Otro aspecto que deben contemplar los probidtices, es la sobrevivencia en anaquel de las
cepas utjlizadas, principalmente al bajo pH producido por la actividad metabolica y la
permeabilidad al oxigeno que permiten los empaques. En un estudio con productos tacteos
fermentados con Bifidobacterium bifidum se observé que estas bacterias no sobreviven a pH
de almacenamiento de 3.9 a 4.6, pero a un pH de 5.6 a 5.8, sobrevivieron el 50% de las células
(UFC) después de 8 semanas de almacenamiento en congelacion a -20°C. (Laoria y Martin,

1991).

Una caracteristica deseable que tienen las bifidobacterias es la produccion de exopolisacaridos
(EPS). Abbad v col. (1995) estudiaron la produccion de EPS en Bifidobacterium longum y
encontraron que producen mas de 140 mg/l. Para la industria de las bebidas fermentadas
lacticas, la produccion de estos EPS es importante por que se mejora la textura, incrementa la
viscosidad, el aroma y el sabor (Roberts v col., 1995). Pero por la presencia de los EPS, en
productos lacieos fermentados mixtos con bifidobacterias, se presenta una tendencia de estas a
agregarse al final del proceso, por lo que ha surgido la nesecidad de proponer alternativas para
la produccion de iniciadores lacticos concentrados para ser agregados a productos finales

(Boyaval y col., 1992).

Para su produccion, los estudios se han encaminado a evaluar ¢l efecto de sustratos en los
medios de cultivo. La ventaja de tas bifidobacterias de tener actividades proteoliticas, les
permite e uso de suero de leche dulce concentrado. de peptonas y de hidrolizados de ievadura.
También, la adicion de sustancias bifidogénicas o prebioticas no digeribles por enterobacterias
a bebtdas lacteas fermentadas, como los 1somalto-oligosacaridos (IMQ), (Kaneko v col. . 1994)

i1
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y fructo-oligosacaridos (FOS) (Muramatsu y col, 1993; Dubey y Mistry, 1996) las
bifidobacterias pueden crecer a partir de fuentes de carbono distintas a las que prefieren otras

bacteras.

Las bifidobacterias presentan caracteristicas tecnolégicas complicadas para su produccion a
gran escala, ya que su crecimiento se presenta en ausencia de oxigeno y sus tiempos de
generacion son mayores que otros cultivos lacticos, ademas, sus requenimientos nutricionales
son complejos vy la baja tolerancia y sobrevivencia bajo condiciones de acidez, hace dificil su

manejo y encarece su produccién. (Corre v col., 1992)

Efectos de las bifidobacterias en la salud

Estudios recientes suguieren que las bifidobacterias pueden ayudar a mantener ias funciones
normales del tracto intestinal. A este nivel, pueden actuar directamente por su actividad
anttbacteriana o indirectamente como activadores inmunoldgicos o al modificar la funcién de

la microflora normal.

Bezkorovainy (1989) reporta que estudios in vifro han demostrado la capacidad de las
bifidobacterias para sintetizar vitamina B,,;, piridoxina y 4cido félico. También. las
bifidobacterias estimulan Ja respuesta inmune en el huésped, aumentando ta produccion de

interferon (TNF-«) e interleucinas IL-6 € JL-10, esto resulté en estudios con cepas vivas de 4.



longum y B. amimalis sobre leucocitos humanos in vitro (Miettinen y col., 1996). Otro posible
mecanismo de accion es la produccion de IgA humoral, Link-Amster y col. (1994)
encontraron que la IgA aumentd cuando a una poblacion de prueba se le administrd
bifidobacterias y compararon los resultados con una poblacion contro]l a la que se le
administraron Salmonella typhi atenuada. En este mismo nsentido, Schiffrin y col. (1995)
reportaron gue la ingestion de bifidobacterias ayudé a incrementar la actividad de fagocitos

contra £. colli.

Otro aspecto biologico para el huésped es que estas se implanten, proliferer ¢ interaccionen
con las células de las paredes intestinales. Bernet y col. (1993) reportan la adehesion de
células de B. breve y B. infantis v L. casei a células de colon (linea celular Caco-2) in vitro.
Los autores proponen que las bactenias interaccionan con la superficie de la mucosa de las
células de colon v sintetizan un factor protéico que las ayuda a adherirse y asi, ejercen un
efecto inhibitorio a la adhesion y colonizacidn de cepas enterotoxigénicas y enteropatogenas.
También, la produccion de acidos organicos como los dcidos acético y lactico disminuyen el
pH intestinal y ayuda a prevenir la colonizacion de bacterias patégenas (Gibson y Roberfroid,

1995),

En ancianos, la constipacion puede ser parcialmente corregida por el consumo de fibras
vegetales insolubles que también disminuyen la posibilidad de que moléculas precarcindgenas
actuen en el epitelio del tracto gastrointestinal (Thebaudin y col., 1997). Seki v col. (1978)
reportaron que el uso de leches fermentadas con bifidobacterias ayuda a corregir la
constipacion. Las bifidobacterias también ayudan a reducir las sustancias precarcinogénicas y

13



carcinogénicas que producen cancer de colon (Kampmann y col., 1994). En estudios
realizados en humanos existen evidencias de que el consumo de productos fermentados con
bifidobacterias reduce los niveles de enzimas, como la glucorunidasa, que esta implicada en la
conversion de compuestos precarcindgenos a carcinogenos (Bouhnik y col., 1996; Abdelali y
col., 1995; Grill y col., 1995). Takiguchi y col. (1996) reportaron que metabolitos derivados de
la putrefaccion, como los indoles y el amonio se vieron reducidos por el consumo de
probiodticos con B. longum y S. thermophilus, asi como aminas heterociclicas (Orrhage y col.,
1994). Sin embargo, Moore y Moore (1995) encontraron bifidobacterias asociadas a cancer de
célon, pero los autores proponen la posibilidad de un efecto benéfico a largo plazo de las

bifidobacterias en la prevalencia de esta enfermedad.

En estudios con ratas, Gallaher y col. (1996} demuestran que en tumores inducidos, la
admnistracién de bifidobacterias provoca una disminucion en la formacion de lesiones

preneoplasicas en cdlon,

Saavedra y col. (1994), encontraron evidencias de que infantes alimentados con férmula
adicionada con 8. bifidum y S. thermophilus, disminuye la incidencia de diarreas hospitalarias
producidas por rotavirus, comparados con infantes alimentados con leche de formula. Existen
numerosos estudios in vitro para demostrar el efecto antagonico de las bifidobacterias contra
bacterias enteropatogenas como £.coli (Fujiwara y col., 1997; Gibson y Wang, 1994) que
proponen dos mecanismos de accion; la produccion de acidos organicos que disminuyen el pH

y previenen la colonizacion de patogenos y la produccion de sustancias antimicrobianas.

|4



Consideraciones tecnolégicas deseables para las bifidobacterias

Existen una serie de factores tecnologicos que deben ser tomados en cuenta en la produccion
de productos lacteos fermentados con bifidobacterias. En particular, la pérdida de viabilidad
del producto en anaquel y la baja sobrevivencia en pH cercanos a 4.5 o en condiciones
acrobias. Para asegurar su efecto probiotico, deben estar presentes en numero adecuado
(minimo 10° células por m}) en el momento de su consumo, pero actualmente no todos los
productos en el mercado cumplen con esta condicion, por lo que es necesarto el desarrolio de
técnicas que valoren la presencia de células vivas, especialmente en productos con mezcias de

bacterias. (2-http)

Las sustancias antimicrobianas y los compuestos probidticos producidos por BAL, pueden
ofrecer soluciones alternativas al desarrollo de aditivos para alimentos utilizados para control
de patogenos u otro tipo de contaminantes peligrosos en alimentos. Cepas con capacidad de
producir sustancias antimicrobianas (biocinas), pueden ser usadas como fuente de células

viables para ser incorporadas a la flora intestinal normat.

Estudios enfocados a explorar las bases genéticas de la sintesis de biocinas, abren nuevas
oportunidades y posibilidades para incrementar la produccion a escala industrial. Aunque las
BAL son generalmente consideradas como seguras (GRAS), estos compuestos

antimicrobianos necesitan ser evaluados para usarse como aditivos seguros.

15
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Metabolismo de las Bifidobacterias

Requisitos nutricionales y de cultivo. Las bifidobacterias constituyen un grupo de
microorganismos Ccon  caracteristicas metabolicas muy particulares y requenmientos
ambientales estrictos, que se deben considerar si se pretende aislarlas y manejarias en el

laboratorio para su estudio, produccion y su uso como probioticos.

Se sabe que las cepas de lactobacilos cuyo producto final de la degradacién de azicares es el
acido lactico (homofermentadoras) degradan la glucosa a través de la via glucolitica; en
cambio, las cepas heterofermentadores fo hacen a través de la ruta de las hexosas monofosfato
(DeVries y Stouhhamer, 1967a). Aunque en un principio se consideré a las bifidobacterias en
el género de los lactobacilos, su inclusion en este género no se justifica por el metabolismo de

carbohidratos que presentan.

DeVries y col. (1967b, 1968) y Scardovi (1981) detectaron 4cido acético, acido lactico, acido
formico y etanol como productos finales del metabolismo de carbohidratos en bifidobacterias.
Filos observaron que la produccion de estos metabolitos tiene lugar sin la liberacion de CO»;
lo cual indica que no es la ruta glucolitica donde se oxida la glucosa. De Vries y col. (1967a)
en un afan de ratificar sus observaciones, buscaron la enzima aldolasa (EC.4.1.2.7), enzima
tipica de la glucdlisis, asi como la actividad de la glucosa-6-P-deshidrogenasa (EC 1.1.1.49),
enzima caracteristica de la ruta de las hexosas monofosfato. Los autores no detectaron estas
actividades en ninguna de las cepas de bifidobacterias estudiadas. Pero también encontraron

reportada una ruta alterna para la degradacion de glucosa en Acerobacter xilinum. Al realizar
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estudios en extractos libres de células de bifidos, localizaron actividades enzimaticas analogas
a la misma via, y la enzima clave de ésta es la fructosa-6-fosfato-fosfocetolasa (F6PPK), que
cataliza la reaccion: Fructosa-6-P —  acetil-P + entrosa4-P. Actualmente la deteccion
de esta enzima se utiliza como un criterio para la identificacidn de bifidobacterias (Chevalier,

1990). La via metabolica se muestra en el diagrama 1.

Como productos finales de la oxidacion de la glucosa. las bifidobacterias producen 3 moles de
dcido acético y dos moles de acido lactico a partir de dos moles del azicar (DeVries y
Stouthamer, 1967b, 1968; Miller y Wolin, 1996; Wolin y col., 1998). Cuando se utihiza xilosa
como fuente de carbono, se produce un mol de cada uno de los mismos productos. Esta
relacién puede variar con una misma fuente de carbono dependiendo de las cepas bajo estudio
(Desjardins y col., 1990; DeVries y Stouthamer, 1968). Por otro lado, el lactato producido por
estas bacterias es del tipo L-(+), que a diferencia de bacterias lacticas como L. bulgaricus y 1.
acidophilus que producen L-(-), es metabolizado por nifios menores de un afio de edad, no

provocando acidez (Rasic, 1989).

La produccion de los acidos organicos, sitia a las bifidobacterias en condiciones ventajosas
cuando compiten con las bacterias patdgenas por los sitios de adhesion en Jas células
epiteliales del intestino. Esta competencia favorece a la flora autdctona (Juven y col., 1991) al

disminuir en consecuencia, la capacidad patogénica de bactenias enteroinvasivas {Hale, 1991).
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Diagrama | Via metabodlica de las bifidobacterias a partir de glucosa (Mitsuoka, 1990)

Una de las razones por las que estos microorganismos necesitan condiciones de estricta
anaerobiosis para su desarrotlo, es que la presencia del oxigeno permite la formacion vy la
acumulacion de perdéxido de hidrogeno (Shimamura y col., 1991), muy tdxica por su capacidad
de oxidacién y que probablemente inactiva a la enzima F6PPK (Poupard y col., 1973),
impidiendo asi la degradacion de la fuente de carbono y provocando la inhibicion del

crecimiento celular.

Con respecto a la fuente de nitrdgeno necesaria para el crecimiento de las bifidobacterias, la
informacion es muy variada. Hassinen y col. (1951) y Bezkorovainy y Miller-Catchpole

(1¥89) reportan que las bifidobactenas pueden crecer en fuentes de nitrogeno simple como el



amonio. Bezkorovainy y Miller-Catchpole (1989) apuntan que ¢l medio debe estar adicionado
de cisteina, el unico aminoacido necesario para su crecimiento. En otro estudio, Poch y
Beczkorovainy (1988, 1991) reportan que argimna, acido glutamico, isoleucina, leucina,
triptofano, tirosina, cisteina y valina estimulan o son esenciales para el crecimiento de las
hifidobacterias. Pero al 1gual que las bacterias dcido lacticas (Aeschlimann y von Stockar,
1990; Olmos-Dichara v col., 1997), las bifidobacterias prefieren fuentes de nitrégeno organico
{Ballonge, 1993), como la leche descremada (Nagawa, 1988), hidroiizados de caseina (Poch v
Beskorovainy, 1988), extracto de levadura, peptonas, casaminoacidos (Resnick y Levin,

1981), albumina y soya (Fujino y Nagawa, 1989).

Entre mas rica y elaborada sea la fuente de nitrégeno, mayor es ¢l crecimiento. Este es el caso
de fuentes complejas como el hidrolizado de caseina y el extracto de levadura. La posibilidad
de utilizar estas fuentes complejas, radica en la capacidad de las bifidobactertas de producir
erzimas proteoliticas extracelulares (Desjardins y col., 1990; Abu-Taraboush y col., 1998; Daigle
y col., 1999) que le ayudan a degradar proteinas complejas para su desarrollo y le permiten crecer
en medios de cultivo con ingredientes complejos como los hidrolizados de fuentes proteicas, por

eso la mayoria de los medios de cultivo incluyen estos compuestos.

Con respecto a las fuentes de carbono, la literatura sefiala que las bifidobacterias son capaces de
crecer en diferentes azicares como glucosa, galactosa, xitosa, manosa y arabinosa. Sin embargo,
arabinosa, manosa y xilosa soportan muy bajas tasas de crecimiento, mientras galactosa favorece
una mayor velocidad de crecimiento que la glucosa en algunas de las cepas reportadas (Beverly

y Macfarlane, 1991).



Wang y Gibson (1993) reportan la produccion de varias cepas de bifidobacterias en medio
comercial (PY() adicionado de oligofructdsidos, inulina, pectinas, almidén o polidextrosa como
fuentes de carbono. Ellos observaron que el cultivo en oligofructdsidos induce una mayor
velocidad de crecimiento (0.27 h™") comparado con la glucosa (0.18h™). En el mismo sentido,
McKellar y Modler (1989) y McKellar y col. (1993} reportaron la adicion de fructooligosacaridos
(FOS, neosugars) e tnulina al medio TPY, obtentendo resultados semejantes a los de Wang y
Gibson (1993) v concluyen que el uso de este tipo de azlicares tiene un considerable valor
comercial como fuente de carbono para las bifidobacterias y como fuente de eduicorantes no

calonicos para la industria de alimentos.

Desjardins v col. (1990) reportaron ¢l perfil de enzimas de las bifidobacterias v su capacidad de
degradar carbohidratos complejos, ya que este género tiene entre sus enzimas la o-galactosidasa
y P-galactosidasa {Gobbetti v col, 1998), necesarias para la degradacién de los azGcares
derivados de la leche. Scalabrini y col. (1998) caracterizaron cepas de bifidobacterias con
;:apacidad de utilizar azucares complejos como rafinosa, estaquiosa y sacarosa, asi como
derivados de la degradacion de 4cidos grasos, como n-pentano y n-hexano presentes en

hidrolizados de soya, que le dan el sabor y aroma caracteristicos a los derivados de esta planta.

Existen varios estudios sobre el crecimiento de bifidobacterias en aziicares complejos como fos
fructanos. Hopkins y col. (1998) estudiaron el crectmiento de varias especies de bifidobacterias
en oligosacaridos, disacaridos y monosacaridos. Los autores reportaron que los mejores

crecimientos se¢ observan en oligogalactostdos y oligofructosidos y que las tasas de crecimiento
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mas altas se encuentran en oligosacaridos como los fructanos y oligogalactosa, asi como en
azucares simples. Sghir y col. (1998) y Hartemink v col. (1997) reportaron la utilizacion de
fructooligosacandos denvados de la inulina como buenos inductores del crecimiento y con
capacidad de ser utilizados como sustancias prebidticas. Esto les ayuda a poblar el tracto
intestinal de humanos y animales, e incluso dominar sobre otras bacterias de la flora intestinal

que no pueden utilizar los sustratos complejos antes mencionados.

Son diversos los medios de cultivo que se emplean para el aislamiento y el crecimiento de
bifidobacterias. Estos medios tienen como caracteristica que son ricos en fuentes de proteinas
complejas. Bezkorovainy y Miiler (1989) reportaron que el primer medio de cultive empleado
para el aislamiento de bifidobactenas fue propuesto por Norris en 1950 y 5 afios mas tarde
Gyorgy y Rose afladieron leche matema descrernada al medio, ambos reportes se trabajaron con
L. bifidus var. Pensilvannicus actualmente conocido como Bifidobacterium bifidum. Petschow y
Talbot (1990) reportaron que para la misma especie de bifidobacteria, la leche humana es
importante, ya que le proporciona derivados de N-acetil-D-glucosamina, que la cepa no produce

en cantidades suficientes para el crecimiento.

Como se menciond anteriormente, las bifidobactenas prefieren sustratos nitrogenados complejos
y los medios de cultivo mdas utilizados para su estudio y produccion los contienen. El Medio
Comercial Columbia {Difco) propuesto por Beerens (1990) para estudios con este género.
contiene entre sus componentes Bacto peptona, Bacto fitona, Peptona de came y cisteina El
medio TPY (Scardovi, 1981), es un medio de enriquectmiento empleado para la proliferacion de

los bifidos ¢on ¢l fin de identificarlos por un método enzimatico. Este medio fue usado por
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Chevalier (1990) y demostré que después de cuatro dias se obtiene una cantidad aceptable de

bactenias para aislar e identificar la enzima F6PPK.

Otro medio de cultivo es el BL, los componentes de este medio son extracto de carne, extracto
de higado, extracto de levadura, peptona de caseina, peptona de sova, glucosa, almiddn
soluble, Tween 80 y sales minerales. Los medios de cultivo mas usados para la produccion de
bifidos en investigaciéon son los medios Lactobacillh MRS (Difco) usado por la marca de
productos Biogarde™® (Wijsman y col., 1989), el medio MRS (Difco) utilizado por Blanchette y
col. (1996) en reactores de 110 litros y el medio TPY, pero estos son muy costosos para usarlos
en la produccion a mayor escala. El medio mas reportade por la literatura es el medio TPY. E]
medio MRS (Difco) contiene basicamente los mismos componentes del medio TPY, solo cambia
ia fitona por extracto de came. Payne y col. (1999) evaluaron varios medios de cultivo y

reportaron que para el crecimiento de este género son necesarios los ingredientes complejos.

Los bifidos prefieren condiciones donde el potencial de oxido-reduccién es bajo, lo que se logra
con la adicion de compuestos como la cisteina (Desjardins y col., 1990; Poch y Bezkorovainy,
1988) y el acido ascorbico (Poupard y col., 1973) y sales de estos mismos como agentes
antioxidantes, los cuales generan un potencial de oxido-reduccion favorable para el crecimiento.
A nivel de laboratorio, su produccién generalmente se realiza en condiciones anacrobias
mediante e} uso del sistema Gas-Pack (BBL). En estas condiciones el crectmiento es lento v

limitado, puede tomar hasta 72 horas y resulta en un bajo rendimiento de células.
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Produccién

Existen pocos reportes para la produccion de bifidobacterias en escala comercial. La mayor parte
de estos utihizan leches completas y fracciones de suero y caseina de leche de origen animal y
humano. Petschow y Talbot (1990) reportaron que la leche completa es buen promotor del
crecimiento, sin embargo, después de 24 horas de proceso, las cuentas de células (UFC) caen
debrdo al bajo pH que se genera. Las fracciones de leche utilizadas indican que el crecimiento se
debe en gran parte por la presencia de N-acetil-D-glucosamina, siendo la leche humana un mejor
promotor que la de origen amimal. En el caso de B. infantis, B. breve v B. bifidum, los

constituyentes del suero de leche y de la caseina son los que promueven el crecimiento.

Corre y col. (1992) reportaron la produccion de B.bifidum con suero de leche adicionado de
extracto de levadura, caseina y 4cido ascorbico en un proceso continuo acoplado 2 un sistema de

ultrafiltracion para concentrar Jas células.

Ventling y Mistry (1993) reportaron la produccidn de bifidobacterias utjlizando leche descremada
con un 10% de solidos totales y concentrada (x5) por ultrafiltracién teniendo tiempos de
generacion de 30 minutos en promedio para B. longum y de 1 a 2 horas para B, infantis. Los
autores reportaron que el sustrato concentrado aumenta la capactdad amortiguadora de] medio de
cultive, v que con ¢l control continuo del pH permite mejores condiciones para el crecimiento, no

siendo afectado por la produccion de acidos organicos.



Desjardins y col. {1990) reportaron el uso de suero de leche con un 10% de sélidos totales para la
produccion B. breve, B. longum y B. infantis con tiempos de generacidn de hasta
aproximadamente 2 horas. Estos autores observaron que el crecimiento disminuyd por la
produccion de acido acético y lactico, siendo mas afectado B. breve y el menos afectado B.
infantis. Los autores reportaron también que estos acidos se producen hasta en un 70% durante la
fase estacionana, inhibiendo con esto el crecimiento después de 12 horas de fermentacién
(Desjardins y col., 1990). Gomes y col. (1998) utilizaron hidrolizados de leche descremada con
un contenido de 60 g/kg de proteina para la produccion de B.lactis v L.. acidophilus, obteniendo
después de 30 h 10° UFC en cultivos estaticos. Blanchette v col (1996) reportan la produccion a
nivel fermentador de 110 litros de bifidobacterias utilizando el medio MRS adicionado de lactosa

al 2.5%.

En conclusién, los medios de cultivo reportados en la literatura para la produccion de
bifidobacterias no permite concluir cual de ellos es el mejor, sin embargo, el medio TPYG es el
que mas se encuentra reportado, pero los reportes no examinan la funcién de los componentes de
los medios de cultivo. El uso de métodos estadisticos podrian permitir analizar el papel de cada

componente de los medios de cultivo en la produccién de biomasa de bifidobacterias.
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Metodologia de Superficie de Respuesta

La experimentacion ha sido la mejor herramienta para resolver problemas practicos y probar
hipbtesis tedricas en las ciencias basicas y aplicadas, asi como para entender las relaciones
entre las vaniables o factores de entrada y las respuestas, de tal manera que ayuden a
comprender mejor los resultados y a mejorar los procesos en estudio. Una forma efectiva de
incrementar el valor y calidad de una investigacion es seleccionar las respuestas y acotar el
proceso experimental en tiempo y costos por medio de técnicas estadisticas bien disefiadas

(Sejong y col., 1995).

Si un experimento es una prueba, un disefio es usualmente una serie de pruebas en las cuales
los cambios en las condiciones de trabajo son utilizadas como variables de entrada, de tal
manera que algin cambio en estas vanables pueda ser identificado con facilidad en la

respuesta o salida del sistema (Montgomery, 1991).

El método clasico de estudio de la influencia de una vanable a un tiempo es poco practico y no
garantiza la determinacion de las condiciones optimas de trabajo (Kalaimahan y Panda, 1995;
Hounsa y col,, 1996). También, es incapaz de detectar las interacciones que ocurien con
frecuencia entre las variables en estudio (Sen y Swaminathan, 1977, Box y col.,, 1978; Sejong
y col, 1995). Por otro lado, el disefio experimental estadistico es una herramienta eficiente
para tratar problemas con un gran numero de variables (Box v col., 1988) y proporciona fa

informacion necesaria sobre la forma v longitud de la respuesta. Ademas, es eficiente porque
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disminuye el namero de experimentos y para evaluar la significancia de los factores con un

grado de certeza.

En particular, el disefio factorial completo puede ser utilizado cuando la presencia de
interacciones complejas es esperada (Box y col., 1978; Hounsa, 1996} o bien, como disefio
inucial para seleccionar los factores que realmente afectan ia respuesta. Un disefio factorial
completo (Box y col., 1978; Montgomery, 1991) incluye todas las posibles combinaciones de
los tactores en estudio (de aqui el término factorial) y para describir las interacciones de los
factores involucrados en sistemas multifactoriales, es una forma de entender los mecanismos
detallados de procesos complejos que no son conocidos. Esta metodologia permite también,
identificar la respuesta como una funcion de las variables a través de una superficie en un

espacio experimental (Hounsa y col., 1996).

La metodologia de superficie de respuesta (MSR), que incluye disefios factonales y analisis de
regresion, es una herramienta ideal para estudios de optimizacién de mas de dos variables
(Sejong vy col, 1995). MSR es una coleccton de técnicas estadisticas para el diseiio,
construccién y evaluacion de los efectos en ‘estudios multifactonales, asi como para encontrar
tas mejores condiciones de trabajo para cada respuesta seleccionada (Montgomery, 1991,

Saval y col., 1993).

Se ha utilizado la 1écnica de superficie de respuesta para varias aplicaciones (ndustriales. Esta

metodologia es utilizada generalmente para determinar las mejores condiciones de cada
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variable en estudio y las interacciones de los factores que tienen influencia en los procesos.

Todo Jo anterior se puede evaluar con un minimo namero de experimentos.

La metodologia de superficie de respuesta (Montgomery, 1991) es una técnica estadistica de
analisis de regresion multiple en la que utilizando datos cuantitativos generados en
experimentos disefiados, resuelve ecuaciones sitmultaneas multivariadas para asignar nuevos
valores a los factores en estudio. La representacion grafica de estas ecuaciones son las
superfictes de respuesta, que son usadas para describir los efectos individuales y acumulativos
de las variables de prueba en la respuesta y para determinar las interacciones entre estas
variables de prueba y los subsecuentes efectos en las respuestas. Un disefio central compuesto
acoplado a un modelo polimomial cuadratico completo €5 una combinacién poderosa que
proporciona representaciones eficientes y adecuadas de superficies continuas de respuesta,
mediante el uso de pocos recursos, aunado a una mejor comprension del efecto de las variables

que intervienen para describir e] modelo del proceso de manera més real.

En Jos procesos de fermentacion, donde las variables de operacion interaccionan e influyen en
la respuesta, es importante que el método de optimizacion sea capaz de detectar las variables
significativas v sus interacciones en distintas condiciones experimentales. Por ejemplo, un
aumento en la concentracion de un sustrato tendra un efecto directo en la tasa de crecimiento
del microorganismo, pero ademas puede alterar la viscosidad del medio de cultivo y en
consecuencia, puede reducir la tasa de transferencia de oxigeno del medio. Un incremento en
temperatura puede incrementar las tasas de reaccidn pero reductr la solubilidad de oxigeno

(Sen y Swaminathan, 1997).



AR KOCHIMILCO SERVICIOS DE INFORMAGIGN
ARGHIVYO HISTORICO
La aplicacion del disefio experimental estadistico en procesos de fermentacion, puede dar
como resultado una mejora en el rendimiento, la reduccidn de costos v también el grado de
variacion del proceso y la optimizacion, que consiste en medir los efectos cuando cambian las
condiciones de operacion, asi como las interacciones entre las variables de operacion, es una

opcldn importante de estudio.

La combinacion de los niveles o concentraciones de cada factor, permite que la respuesta
éptima pueda ser descubierta por esta metodologia. Los tres principios basicos del disefio
experimental estadistico son: que sea reproducible, que sea aleatorio y que pueda ser trabajado
en bloques. Las repeticiones proporcionan un estimado del error experimental, incrementa ia
precision porque reduce el error estdndar y asi apuntala las bases para identificar las fuentes de
variacion de las interferencias. La aleatoriedad elimina errores por tratar todos los
experimentos de manera simitar, eliminando factores ajenos y asegura la independencia entre
las observaciones o errores. E! bloqueo o hacer el experimento por partes que tengan las
mismas caracteristicas, sirve para incrementar la precisidn del expenmento y la cantidad de
informacion que este puede proporcionar. Un disefio expenimental puede considerarse como

poderoso si contempla los tres puntos anteriores.



Diseno estadistico ertogonal central con puntos estredla (a)

[ disefio experimental central compuesto consiste en un disefio experimental completo A*
con puntos centrales #, v puntos estreila (o). donde A son los niveles, & es el nimero de
vanables, n; los puntos centrales o controles donde (s, 2 1) v  son los puntos axiales (puntos
estrella) que dan la ortogonalidad al sistema en los extremos de cada variable a una distancia.

E? valor de los puntos estreila (o) se calcula con la ecuacion (1)
.25
o = N2 (N
dende N es el numero de variables. Para calcular €] valor de la concentracion a utilizar en cada
punto a, el valor de a se multiplica por la distancia, que se define como la diferencia entre el
punto central y los limites superior ¢ inferior del dominio experimental, para cada variable

(Myers, 1971; Saval y col., 1993). Asi encontramos que

+ o = (distancia x o) + punto central (2)

- ¢ = punto central ~ (distancia x o) (3

El numero total de puntos de estudio es

N, = Al + m + puntos & ()
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Un disefio factorial ortogonal central compuesto es usualmente utilizado para generar datos
que ajusten el proceso a un modelo polinomial de segundo orden. Este disefio experimental es
una herramienta que proporciona una representacion adecuada de la continmidad de una
superficie de respuesta sobre un amplio intervalo de trabajo experimental (Montgomery,

1991).

Para cuatro factores de estudio y considerando las interacciones con posibilidad de ser

explicadas, el modelo tiene la siguiente forma (5):

Yi=bo+bpxpi+ by +bycy + byt brixs + bapesi+ bsa Xal + besxd’ +

bax 13 si + bysx X + bry X 1x g + b23x 33 + baaxoxca + biex2ixsi + E; (5}

El coeficiente by es el intercepto y los términos # son los efectos de los factores principales. La
regresion multiple puede ser estimada para calcular ¢l contorno de la eliptica en una superficie

constante.
Asi, un disefio factorial completo 2 con puntos centrales para cuatro variables de prueba a dos

niveles con ocho puntos estrella, indica que no se requieren mas de 30 expenimentos para

completar el estudio.
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Aplicaciones en biotecnologia

La literatura muestra gran cantidad de ejemplos sobre el uso especifico de esta metodologia
que ha sido utilizada de manera muy amplia en el 4rea de la biologia. Asf encontramos que
Saval y col. (1993) reportan que el uso de esta metodologia permitié desarrollar un medio de
cultivo para optimizar ia produccion de estreptomicina. Zhang y col. (1996) desarroliaron un
medio de cultivo desde la fase de laboratorio hasta la de produccion a 800 litros de
fisioestigmina, un alacaloide producido por Streptonyces grisoufuscus con un aumento en la
produccion de 44 veces. Hoon-Ahn y col. (1997) utilizando esta metodologia, estudiaron las
condiciones quimicas y fisicas para la recuperacién de una lipasa recombinante de
Pseudomonas fluorescens, mejorando en un 30% la recuperacion de la proteina sobre el
método tradicional. Achary y col. (1997) optimizaron la produccion de biomasa y de la enzima
hidantoinasa de Agrobacterium radiobacter en un medio complejo. Roberto y col. (1995),
Witjitra y col. (1996), Taillander y col. (1996) y Kimmel y col. {1998) estudiaron con ésta
metodologia la influencia de componentes del medio de cultivo y de variables fisicas como
pH y temperatura en la produccion de biomasa, células viables y exopolisacaridos de Candida
guillermondii, Clostridium thermoaceticum, Lactobacillus acidophilus 'y Lactobacillus

delbrueck:i respectivamente, en medios de cultivo complejos.

Este modelo de superficie de respuesta ha sido utilizado también para describir las condiciones
que favorecen la presencia de bacterias contaminantes en la produccion de bebidas y alimentos
fermentados (Waitier y col., 1996; Tien Meng y Schaffner, 1997), en la produccion de
anticuerpos monoclonales (Stoll y col., 1996), cultivo de células recombinantes de hamster
(Rosster y col., 1996), en la induccion y estabilizacion de enzimas (Stecher y col,, 1997), en la

produccion de metano (Bretler y Marison, 1996) y en procesos de produccion de células de
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Lactococcus lactis por cultivo continuo (Ishizaki y Vonktaveesuk, 1996) entre otros estudios.
En general, se puede ver que el potencial de la metodologia puede ser diversa cuando se
entienden sus limitaciones, principalmente cuando las variables de estudio son complejas, se
produce un error alto (Sejong y col., 1995 } y el error es bajo cuando se estudian variables
simples o definidas (Kalaimahan y Panda, 1995; Sen y Swaminathan, 1997). Aunque se
reporta que es una metodologia para ser utilizada solamente con variables fisicas como pueden
ser efectos de variables ambientales en procesos de fermentacidn, también puede aplicarse
para estudios metabélicos, ya que permite observar las condiciones en que una o mas variables

de estudio interaccionan para dar una respuesta especifica.
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JUSTIFICACION

La produccion de bifidobacterias ha recibido Gltimamente gran atencion debido a su potencial
como probi6tico para consumo humano y animal. Sin embargo, ésta se ve limitada por las
condiciones de produccion y por los requerimientos nutricionales complejos con respecto a sus
necesidades de fuentes de nitrogeno (McKellar y Modler, 1989, Wang y Gibson, 1994} y de
carbono (Beverly y Macfarlane, 1991), asi como las condiciones de oxido-reduccién y de
anaerobiosis (Bezkorovainy y Miller Catchpole, 1989) requendas durante el proceso de
fermentacion. Otra himitante es la escasa informacion que existe sobre el proceso de produccion.
Existen estudios que analizan algunas fuentes nutncionales como sustituios para medios
comerciales, también alternativas para la produccion de productos lacteos fermentados utilizando
cepas con caracteristicas deseables, pero es necesario plantear alternativas de estudio y desarrollo

de procesos atractivos para fa produccion masiva de bifidobacterias.

Algunos autores han descrito algunas condiciones para el crecimiento de las bifidobacterias,
pero no explican la influencia de los componentes del medio de cultivo o sus interacciones
(Tien-Meng y Schaffner, 1997). Poca atencion se ha dedicado al estudio de medios complejos
y su papel aun no es muy claro (Bibal y col., 1989). Para compensar ésto, se han desarrollado
herramientas como el disefio factorial y modelos matématicos (Waitier y col., 1996) que
ayudan a estudiar y a entender el papel de los medios complejos. El desarrollo de modelos

estadisticos permite a los microbidlogos hacer predicciones correctas de la composicion de los
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medios de cultivo y obtener mejores rendimientos de biomasa celular (Baird-Parker y Kirsby,

1987; Savaly col., 1993},

Los antecedentes anteriores dejan ver la necesidad de desarrollar procesos para la produccion de

bifidobacterias y en particular sobre el desarrollo y optimizacién de los medios de cultivo.
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OBJETIVO

Estudiar el proceso de fermentacion para la produccién de bifidobacterias activas, para establecer
la composicion del medio de cultivo que permita un aito rendimiento celular en la produccion,

con miras a definir en un futuro un proceso comercial.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Establecer las condiciones de cultivo y de obtencion de biomasa en medio TPYG liquido

en frascos con atmosfera de CO,,

2. Estudiar el efecto de las fuentes de carbono (glucosa) y de nitrégeno (peptona de caseina,

paptona de soya y extracto de levadura} en la obtencién de la biomasa.

w

Estudiar el efecto de las sales minerales v de aditivos en la obtencién de biomasa.
4. Seleccionar y disefiar un medio de cultivo que favorezca la obtencion de biomasa.

5. Optimizar las concentraciones de los ingredientes del medio de cultivo por medio de la

metodoiogia de superficie de respuesta.
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METODOLOGIA

Microorganismo. La cepa utilizada fue Bifidobacterium infantis ATCC 17930, especie
caracteristica del tracto intestinal de nifios. La cepa se comservé en una solucién de leche
descremada al 10% y glicerol al 80% a -70°C. Para su activacién se sembrd la bacteria en medio
liquido TPY sometido a un flujo de CO, y con resarzurina como indicador de anaerobiosis. La

bacteria puede ser también activada en medio TPY sdlido.

Medio de cultivo. E! medio utilizado fue el TPYG que contiene {(g/1), peptona de caseina
(Bioxon) (10), peptona de soya (Bioxon) (5), extracto de levadura (Bioxon) (2.5), glucosa (J.
T. Baker) (5), cisteina (Merk) (0.5), K;HPO, (2.0), MgCl,.6H,0 (0.5), ZnS0,.7H,0 (0.25),
CaCl,.7H;0 (0.15), FeCl; (0.03) y Tween 80 (Merk) (1 ml/1), pH 6.9-7.0. A este medio se le
adicionaron 4 ml/l de una solucién de resarzurina (Sigma) 0.025% para observar las
condiciones de anaerobiosis. El medio se coloco en frascos viales de 50 ml con 35 ml de
medio de cultivo gaseados con CO, durante un minuto para desalojar el oxigeno y mantener
una atmosfera anaerobia. Los frascos se sellaron con tapones de hule y anillos de aluminio. Se

esterilizaron a 15 libras de presion por 15 minutos.

Conservacién de la cepa. La cepa original ATCC, se crecio en el medio de cultivo TPYG,
después de 12 horas, el caldo se centrifugdé a 10,000 rpm a 4°C por 10 minutos. El

sobrenadante se descartd y el paquete celular fue resuspendido en la solucién de leche
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descremada-glicerol descrita. Se colocd | ml de ésta suspension en tubos eppendorf estériles y

se guardaron a —70°C,

Elaboracién de la curva estindar de peso seco celular vs Absorbancia. Después de crecer
las células 12 horas en medio liquido, 35 ml del caldo se centrifugd a 10,000 rpm a 4°C
durante 10 min. El sobrenadante se descartd y el paquete celular se lavé con 10 ml solucién
salina isotonica estéril. Este proceso se repitio x 3 para quitar residuos del medio de cultivo.
Del paquete celular se tomé I ml con pipeta esteril y se resuspendid en 1 mi de solucién salina
al 0.85%. Se hicieron diluciones de 1:2 hasta 1:256 en la solucidn salina isoténica por
triplicado para leer a 660 nm. Cada tubo con las diluciones se filtraron en una membrana
Millipore de 0.22 p de didmetro que se dejo secar a 55°C en estufa por 24-48 horas hasta
obtener un peso constante en una balanza analitica (Sartorius). La absorbancia se grafico

contra el peso seco. En la Figura 1 se muestra la grafica.

0.0 03 1.0 15 20 25 30 35 40 a5
Peed $600 (91)

Figura 1. Curva de peso seco vs. Absorbancia a una longitud de onda de 660 nm. Las lincas puntcadas
son las tendencias. La ecuacidn del grafico es v = 0.274x + 0.0136. v el coeficiente es R*= 0.979
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Fermentacion

Adaptacién de la cepa. Un tubo Eppendof contentendo la cepa congelada se sembro en los
frascos viales sellados con medio TPYG. La inoculacién se realizé con 1 mi de la cepa con
jeringa estéril desechable. Los frascos se incubaron en una camara de crecimiento con
agitacion rotatoria a una velocidad de agitacion de 200 rpm a 37°C durante 12 horas. De aqui
se tomd una alicuota de 2 ml para inocular Jos frascos semilla donde se dej6 crecer por 12

horas.

Cultive. Después de 12 h de crecimiento a 37°C., de los frascos semilla se tomo una alicuota
con la cantidad necesania para inocular a los frascos de fermentacion una concentracidn de
cétulas de 0.15-0.20 mg por m! de medio de cultivo. La fermentacién se realizé a 37°C por 12

h en una cdmara de crecimiento con agitacién rotatoria a una velocidad de agitacion de 200

rpm.

Métodos analiticos

Anahsis de peso seco celular: A partir del ttempo 0 y hasta las 12 horas, se tomo en
condiciones estériles una alicuota de 1 ml de cada frasco de fermentacion, se midio el pH en
un potenciometro (Corning 21) y la concentracion de biomasa celular se calcul6 a partir de Ja

curva estandar previamente construida.
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Células viables o activas. Para la cuenta de células activas o viables (UFC), se tomo una
alicuota (0.1 ml) que se adiciond a 0.9 ml de agua en frascos de 3 ml en condiciones de
esterilidad. Las diluciones fueron de 10”' hasta 10" De cada dilucién se tomo6 0.1 ml y se
sembrd por triplicado en cajas Petri con medio de cultivo Lactobacilli (Difco) adicionado de
0.5 g/l de cisteina, 0.1 g/l de CaCl,, 0.2 g/l de Na,CO, y agar al 1.5%. Las cajas se incubaron
en jarras anaerobias con el sistema generador de anaerobiosis Gas-Pack (BBL) por 48 horas a
37 °C. Se contaron las colonias y se calculd el namero de células (UFC) por ml de medio de

cultivo.

Disefios experimentales. Los disefios factoriales (Box y col, 1978; Montgomery, 1991)
fueron evaluados a un nivel bajo (-1) y alto (+1), que es un nivel 50% arriba v debajo de los
puntos centrales. En todos los casos la respuesta fue la biomasa expresada en peso seco. Los
datos experimentales fueron analizados por el programa Stargraphics software 6.0 (Statistical

Graphics Co.)



Resultados

Produccion de células. Los primeros experimentos se realizaron en matraces de 250 ml con
200 mi de medio TPYG colocados en una jarra anerobia y se incubaron a 37°C en una estufa
microbiologica. Después de 72 horas de cultive, el crecimiento que se obtuvo fue 0.58 mg/mi
de células (promedio por triplicado). Es preciso hacer notar que a las pocas horas de haber
iniciado el cultivo, las células se encontraban sedimentadas, lo que provocd un gradiente de

concentracion de los nutrientes y gran parte de elios quedaron sin consumnir.

Para evitar lo anterior y a partir de este momento, fos cultivos se¢ llevaron a cabo en frascos
viales con 35 ml de medio de cultivo, gaseados con CO; (Linde, grado puro), a 37°C en una
camara con agitacion orbital a 200 rpm. A las 12 horas se obtuvo un crecimiento de 2.3 mg/ml

en promedio del triplicado.

Efecto de los componentes del medio TPYG.

Ausencia de un ingrediente. Con el proposito de evaluar e] efecto de cada componente del
medio TPYG en el crecimiento de Bifidobacterium infantis, se realizaron cultivos en las
condiciones descritas anteriormente. En estos experimentos se elimind un componente cada vez.
Cada expenmento se realizo por triplicado con su control que fue el medio TPYG completo.
Para hacer mas facil el trabajo v reducir ¢l error expenimental por la canudad de frascos, se

trabajo en dos bloques, el primero con los ingredientes organicos v también con la ausencia de
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todas las salcs. En ¢l segundo bloque, se estudio ta ausencia de cada una de las sales minerales
mas un expenmento adicional donde se estudio la ausencia de la fuente de cisteina y del
extracto de levadura que aporta también este sustrato y que es necesario para mantener las
condiciones reductoras del medio. En las Tablas | y 2 se muestra ¢l andlisis estadistico de

homogeneidad de grupos v en las Figuras 2 y 3 los graficos de crecimiento.

Enla Tabla 1 y la Figura 2 se observa como la ausencia de los sustratos afecta la obtencion de
biomasa celular y la falta de glucosa tiene el efecto mas importante en la disminucién det
crecimiento. Aunque las peptonas proporcionan azucares al medio de cultivo, su
concentracion y tal vez la calidad de los azdcares es insuficiente para soportar un buen

crecumiento.

Tabla 1 Analisis de grupos homogéneos por la ausencia de un ingrediente organico
y de las sales inorganicas en el medio TPYG cada vez

Ingrediente ausente Repeticiones Crectmiento Grupos
(mg/ml) homogeneos®

(Glucosa 3 135 x

Tween 80 3 1.94 X

P. cascina 3 215 X

Sales 3 2.53 X

P soya 3 2 64 X

E levadura 3 3i8 X

Cisteina 3 325 XX

Control 3 336 X

* Tukes P=0 05
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Figura 2. Efecto de la ausencia de un ingrediente del medio TPYG cada vez sobre
¢l crecimiento de Bifidobacterium infantis. El crecimiento se muestra después de
12 h de cultivo

La ausencia de los ingredientes que aportan principalmente nitrégeno, como son peptonas de
caseina y de soya asi como extracto de levadura, también afectan la obtencion de biomasa de
manera significativa. Estos microorganismos estdn muy bien adaptados a crecer en leche, por
lo que posibiemente la ausencia de algunos componentes de la peptona de caseina afectan el
crecimiento, no asi en el caso de la peptona de soya y extracto de levadura. Petschow y Tabot
(1990; 1991) y Ventlig y Mistry {1993) reportaron que la leche completa es un promotor del
crecimiento en la produccion de bifidobacterias y Ventlig y Mistry (1993) cuando usaron leche
descremada con un 10% de sélidos totales y concentrada (3x) aumentaron la produccién de

biomasa de B. infantis.
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Con respecto a la ausencia de Tween, el crecimiento también se vio reducido. Bezkorovainy
(1989) reportd que B. bifidum carece de la capacidad de sintetizar 4cidos grasos de cadena larga,
por lo que prefiere utilizar dcidos grasos exdgenos. Asi, cuando el autor adicioné Tween 20
(monoldurico) en lugar de Tween 80 (monooléico), aumentaron drasticamente los niveles de is0-
12:0, 12:0, iso-14:0 y 14:0 y decrecieron los 4cidos grasos de 16:1, 18:0, 18:1 y 19:0. Cuando se
agregd Tween 60 (palmitato y estearato), se incrementaron los niveles de 16:0 y 18:0, con una

caida dristica de los insaturados. También cuando el autor cultivé las céfulas a 27°C, decrecieron

los acidos grasos de 18 carbonos y se incrementaron los de cadena corta.

En el primer bloque de experimentos, la ausencia de todas las sales afectdé también el
crecimiento. Aunque las tres peptonas que componen el medio las aportan, no se encuentran

en la concentracion adecuada para ¢l desarrollo de la bacteria

Con respecto a la ausencia de cisteina, Beskorovainy y Miller-Catchpole (1989) reportaron
que entre las fuentes de nitrégeno organico mas importante para B. bifidum, la cisteina es
indispensable para su crecimiento. También, la falta del aminoacido afecta la condicion
reductora necesaria para lograr la anacrobiosis, aunque bajo las condiciones del presente

estudio parece no afectar porque el medio fue gaseado con COs.

Ausencia de sales minerales. En la Tabla 2 y Figura 3 sc observa el efecto de la ausencia de

Jos compuestos 1norganicos en el medio TPYG. Como puede verse, la ausencia de zinc no

afecta el crecimiento, pero ia falta de cualquier otra sal lo afecta significativamente.
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En el segundo blogue experimental, se estudio la ausencia del extracto de levadura y cisteina
juntas. Como se puede observar, su ausencia afecta €] crecimiento con respecto al control con
el medio completo, obteniéndose una btomasa total a las 12 horas significativamente mas
pequefia. La literatura indica que este género de bactenas necesitan pequefias cantidades de
cisteina. Las peptonas presentes en el medio aportan este amino4cido, pero su concentracion
es pequefia (maximo 0.5%) y en el extracto de levadura la concentracion es el 1.6% (Tabla 12)
de su composicion total de aminoacidos, por lo que es necesario la presencia del aminodcido o

de la levadura en el medio de cultivo para Ja produccion de biomasa de B. infantis.

Tabla 2. Analisis de grupos homogéneos por la ausencia de un ingrediemnte
inorganico en el medio TPYG cada vez

Ingrediente ausente Repeticiones Crecimiento Grupos
{mg/ml) homogéneos™®

K;HPO, 3 1.97 X
CaCl;. TH,0 3 2.11 X
E. levadura y Cisteina 3 227 X
FeCly 3 2.48 X
ZnSO.JH;O 3 2.8] X
Control 3 2.83 X
¥ Tukey P=0.05
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Figura 3. Biomasa de Bifidobacteriunm infantis en medio TPYG con ausencia de
stles inorganicas. El crecimiento se muestra g las 12 h de cultivo

Las observaciones al microscopio mostraron que la falta de alguno de los tres compuestos
organicos nitrogenados no afecta la morfologia microscopica. Se observaron células
semejantes a la del medio control, siendo células Gram positivas, de buen tamafio y alargadas.
bifurcadas o en forma de bacilos curvos en su mayor parte. El mismo comportamiento se
muestra con la falta de cisteina y de sales. La falta de glucosa produce en 5. infantis una
morfologia Gram variable, con un importante porcentaje de células Gram negativas (30%),
delgadas v pequefias y la falta de Tween 80, muestra células muy pequefias y delgadas, aunque
la mayoria son Gram positivas. En estos dos ultimos casos, no se observaron células

bifurcadas sino todas en forma de bacilos rectos.

En la Figura 4 se muestran las tasas de crecimiento en las primeras seis horas de cultivo para

cada medio estudiado. Se observa que la tasa de crecimiento disminuye entre el medio control

y los medios con la ausencia de un ingrediente cada vez y es una manera de ver la calidad del

45



medio de cultivo, por lo que los resultados parecen indicar que las condiciones quimicas para

un buen crecimiento no han sido establecidas.
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Figura 4. Tasas de crecimiento de Bifidobacterium infantis en medio TPYG con
ausencia de un ingrediente. El valor de 1 es entre {as 0 y 6 h de cultivo.
Modelo: dxfdt =p x

Ausencia de aminodcidos. Como se observa en la Figura 2 y en la Tabla I, donde la ausencia
de uno de los tres ingredientes que aportan nitrégeno organico afectan la obtencion de biomasa
de B. infantis, y para analizar con mayor precision, si es la carencia o la baja concentracion de
un aminoacido en particular, se realizo un estudio para analizar el efecto de la ausencia de un
aminoacido. Los medios utilizados fueron: medio minimo con los 20 aminoacidos como
fuente de nitrégeno; medio minimo con cloruro de amonio como fuente de nitrégenc y medio
minimo con ausencia de un aminoacido a la vez. Los medios de cultivo para este estudio se

elaboraron de acuerdo al medio propuesto por Nuraida y col. (1992). Cada frasco con el medio
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de cultivo fue sometido a un fluyjo de CO; como se describe en material y métodos. Los
resultados mostraron que este microorganismo crece en medios simples con todos los
aminoacidos pero también puede crecer en un medio con amonio como fuente de nitrdgeno,

pero adicionado de cisteina.

La Figura 5 intenta mostrar de forma resumida los resultados de este experimento. Como se
puede observar en la Figura, el grafico que representa la ausencia de un aminodcido a la vez es
un agregado general de la ausencia de cada aminoacido y la desviacién estdndar muestra los
limites entre los crecimientos obtenidos. Estos valores se comparan con los cultivos control en
medio minimo cor la presencia y la ausencia de los 20 aminodcidos. El andlisis estadistico
muestira que no existe diferencia significativa (P = 0.05) entre el medio control con los 20
aminoacidos, el medio control con cloruro de amonio como fuente de nitrégeno vy el agregado
de la ausencia de un aminoacido a la vez, pero si existen diferencias significativas (P < 0.05)

entre el control con todos los aminodcidos y el control con amonio como fuente de nitrogeno.

Estos resultados no permiten concluir si en los ingredientes utilizados en este estudio, es la

ausencia o la baja concentracién de un aminoacido 1o que afecta el crecimiento de B. infant:s.
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Figura 5. Efecto de la presencia y ausencia de amino4cidos en medio minimo para la
obtencion de biomasa de B. infantis. Barras diagonales; medio minimo
con closure de amonio como fuente de nitrbgeno. Barras vacias:
ausencia de un aminoacido a la vez. Barras con puntos puntos;
presencia de Jos 20 aminodcidos

Los estudios anteriores solo permiten analizar el efecto de la ausencia de un componente, pero
no permite analizar si existen interacciones entre los componentes que probablemente ejercen
un efecto acumulativo o sinérgico en la variable de respuesta. El analisis factorial y de

superficie de respuesta probablemente permitird examinar estos efectos.

Andlisis factorial de los ingredientes que aportan nitrégeno orgédnico.
Para evaluar el efecto y las interacciones de los tres ingredientes complejos en el medio de
cultivo, se realizé un disefio factorial 2° con los ingredientes peptona de caseina (x,), peptona

de sovya (x;) v extracte de levadura (x3), cada ingrediente fue evaluado a un nivel alto (+1) y
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bajo (-1) respecto a un punto central (0), las fermentaciones se hicieron por triplicado y el

crecimiento después de 12 horas de cultivo se presenta en la Tabla 3.

Tabla 3. Disefio factorial y obtencidon de biomasa

dei experimento con los tres ingredientes que

aportan nitrégena organico
Ingrediente
Run X X3 X3 Biomasa™*

gl
1 - - - 0.48
2 + - - 207
3 - + - 232
4 + + - 254
5 - - + 1.19
6 + - + 1.72
7 - + + 1.26
8 + + 2.74
o 0 0 0 1.83

* peso seco celular después de 12 h de cultivo

El ANOVA del disefio factorial indica que los efectos significativos corresponden a los
ingredientes x, (P = 0.016), x, (P = 0.018) y para la interaccion x;xaox3 (P = 0.027), con un
valor de R? de 0.99. La respuesta para el crecimiento en este experimento esta dado por la
ecuacion Y= -2.94 + x, (0.34) + x, (0.801) + x; (1.085) + x1xx3 (0.018). El coeficiente de
regresion de la variable x3 se toma en cuenta en la ecuacién del crecimiento ya que es un
modelo jerarquico. Esto quiere decir que de los tres factores en estudio, Peptona de caseina y

Peptona de soya tienen una influencia importante en el crecimiento, y el valor de la interaccion
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x1x2x3, indica que la presencia de los tres componentes es necesaria aunque la variable x3 sola
no interviene de manera significativa. Los resultados anteriores indican la importancia de los

tres ingredientes para favorecer la produccion de la biomasa.

Disefio Ortogonal Central con Puntos Estrella.

Los resultados anteriores indican la necesidad en principio de estudiar y optimizar las
concentraciones de los ingredientes que aportan nitrégeno y carbono. Para esto, cada
ingredjente se estudio a dos niveles; 50% menor y mayor con respecto al medio control (punto
central, PC} vy las distancias de los puntos estrella () 1.414 arriba y abajo del punto central
para cada ingrediente. Los ingredientes del medio de cultivo fueron identificados de la
siguiente forma; peptona de caseina como x;, peptona de soya como x», extracto de levadura

como x3 y glucosa como x4.

El estudio se dividié en dos bloques. En el primero se realizd el disefio factortal completo y en
el segundo los experimentos para los puntos estrella; para ambos casos, siempre se corrieron
controles (puntos centrales). En las Tablas 4 y 5 se muestran el disefio experimental ortogonal
central con puntos estrella y los codigos, concentraciones y distancias de 1os ingredientes en
estudio. Todos estos experimentos se realizaron por triplicado para evaluar la reproducibilidad

y confiabilidad del trabajo experimental asi como la vanabilidad intrinseca del sistema.
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Tabia 4. Disefo ortogonal central con puntos estrella

Observaciones 2° P.C. Puntos estrella (o)
ewp b2 03 4 05 6 7T 8 9 10 1 12 13 44 15 16 17a20 2% 22 23 24 15 26 27 28
YRR TR S E S T RS R R S S N R DR B o 14 a4 0 0 0O 0 0 o0
R T S T S T T S R R E S S 0 0 0 la 4 © ¢ 0 0
PSS T T S e S S S S S S S Tt S N T S 6 0 0 0 1M s 0 0
T S T S S S S T S T a4y 0 e © 0 0 0 0 14 -4

Tabla 5. Codigos, concentraciones y distancia del diseflo experimental

Codigo X X, X3 X4
(/) (&) gh (&)
- 295 1.48 0.74 1.48

- 5 25 1.25 25

0 10 5 25 5

+ 15 7.5 375 7.5
+a 17.08 3.53 4.26 8.53
Distancia 5 25 1.25 2.5

a=1414

La Tabla S muestra que la concentracion enel punto central para el factor x, fue de 10 gi”
y los niveles (-1) y (+1) fueron 5 gi'' y 15 gl’! respectivamente, para el factor x; la
concentracion en el punto central fue de 5 gl” y para los niveles (-1) y (+1) 2.5 gl vy 7.5 gl
Para el factor x3, la concentracién en el punto central fue de 2.5 gl'] y para los niveles (-1) y
(+1y 1.25y 3.75 gl", respectivamente. El factor x4, con una concentracién en el punto central

desgl’y para los niveles (-1 y (+1)de 2.5y 7.5 gl'], respectivamente.

51



Posteriormente se realizd un disefio experimental ortogonal central con puntos estrella con el
medio de cultivo completo y la Tabla 6 muestra los cédigos y los resultados en la

concentracion de células después de 12 h de culttvo.

Tabla 6. Disefio experimental v biomasa obtenida para cada combinacion del

medio TPYG
Biomasa
Comida X1 x; X3 X4 (g/")
1 - - - - 0.62
2 + - - - 109
3 - + - - 092
4 + + - - 1.42
5 - - + - 081
] + - + - 1.25
7 - + + - 1.10
8 + - + - 1.35
9 - - + 0.67
10 + - + 1.19
11 - + - + 0.96
12 + + - + 1.47
13 - - + + 0.89
14 + - + + 1.35
15 - + + + 1.14
16 + + + + 1.52
17 g 0 0 0 1.50
18 -a 0 0 0 1.02
19 ) +o o (] 1.34
20 0 - ¢ 0 0.99
21 0 0 +¢, 0 137
22 ) 0 -t 0 0.86
23 0 0 0 +o 1.60
24 0 0 0 0 1.37
25 0 0 0 0 1.42
26 0] 0 0] 0 1.40
= 925
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Los resuitados de regresion multiple de este expenimento muestran que las vanables
significativas (P< 0.05) son Xy, xa, X3, X4, X|°, X2° y X3°, ¥ la ecuacién que define el crecimiento

es la ecuacién (6) y en la ecuacion (6°) con los valores de fos coeficientes:
#=Dbg + byx; + byxa + byrs + byxs + byyx;” + bysxry? + baaxs’ (6)
= 1407 +0.211x; + 0.125x; + 0.09x; + 0.048x, - 0.072x;% - 0.120x,% - 0.145x® (6"

El calculo de las nuevas concentraciones de los ingredientes en estudio dio como resultado las
siguientes concentraciones en g/l; Para x; 11.29; para x, 5.43; para x; 3,10 y para x, 5.33, que
son concentraciones muy semejantes al medio original. Con estos nuevos valores se calculo el
crecimiento tedrico, dando un valor de Y= -11.67 mg células en peso seco por ml. Por ser
ilogico el resultado, se calculd la nueva matriz incluyendo los valores de los coeficientes de

los datos no significativos pero no hay solucion unica por ser un comportamiento no simétnico.

Las graficas de superficie de respuesta para este experimento (anexo 1) indicaron la necesidad
de aumentar la concentracion de los ingredientes que aportan nitrogeno, y los valores de los
coeficientes obtenidos indicaron que los ingredientes mas importantes que afectan la
obtencion de biomasa fueron las peptonas de caseina y de soya (0.211 y 0.126}

respectivamente.

Considerando los resultados del primer experimento con el medio TPYG normal y que las

fuentes de nitrogeno resultaron ser significativas en la obtencion de biomasa, se programaron
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una seric de experimentos, definidos como medios M-1, M-2 y M-3. En la Tabla 7 se
muestran las concentraciones de los ingredientes para cada medio y en la tabla 8 las corridas

de cada experimento y los resultados obtenidos.

Tabla 7. Punios centrales para tos factores en los medios de cultivo modificados.

Concentracién en punio central gl

Ingrediente Codigo Medio
M-1 M-2 M-3
P. caseina Xy 15 15 5
P. soya X3 10 5 3
Extracto tevadura X3 2.5 25 10
Glucosa X4 5.0 15 5

Medio M-1. En el medio M-1, se aumenté en un 50% la concentracién dg: los ingredientes x, y
x; v la concentracion de x;3 y x4 permanecieron constantes de acuerdo al medio TPYG descrito
en la literatura. Los resultados de biomasa obtenidos con el medio M-1 se muestran en la
Tabla 8 en la columna correspondiente al medio M-1. El andlisis estadistico muestra que las

variables significativas (P<0.05) corresponden a los ingredientes x; y x; .

A partir de los coeficientes obtenidos por la regresion multiple para el medio M-1, se disefio la
matriz que se resolvié por ecuaciones simulténeas y su resultado debe dar los nuevos valores
de concentracion de los ingredientes x, y x,. La matriz se disefid como a continuacion se

describe en la ecuacion (7):

54



0 0] [0.4179
00/ |0.3205 7

Los valores de la matriz derecha corresponden a los coeficientes y los valores de la matriz
izquierda corresponden a las variables significativas, que en este caso no hay y que se obtienen
de la regresion multiple. El programa que se utilizé para los céiculos fue Statgraphics 6.0.

obteniéndose que para esta matriz no hay solucion Gnica.

Tabla 8. Disesto factonal y resultados obtenidos con los medios modificados. Los puntos
centrales (0,0.0.0) corresponden a los medios de cultivo descritos en la Tabla 7

Factores - Biomasa {g1™")*

Run X X3 X3 X3 M-1 M-2 M-3
1 - - - - 1.69 169 188
2 - - + 171 1.59 211
3 - - + - 13) 114 2R
4 - - + + 1.96 | Ba 310
5 - + - B 232 2130 263
6 - + - + 2.37 210 2.42
7 - + + - 2.5 210 298
8 - + + + 2.58 243 3.25
9 + - - - 2.54 2.84 2.08
10 + - - + 2.58 266 297
il + - + - 2.60 2.58 4.20
12 + - - + 267 223 345
13 + + - ER 2n 249
4 + + - -+ 331 264 272
15 + + + - 3.58 290 4,27
16 + + + + 376 289 41]
17 +o 0 0 0 285 258 4 D6
18 < i} 4] G 214 1 80 306
i9 33 +or 0 4] 289 217 2.93
20 0 < 0 4] 269 1.72 260
21 o 0 +a 0 273 1.64 374
22 0 0 - ] 277 199 256
23 o ] 0 +ox 273 217 2.93
k) i} 0 £ -1 216 230 297
25 0 1) Q ), 258 2.R0 R
26 I\ ) 0 i 250 249 312

(") peso scco después 12 h de culuvo
x| peptona de casetna: x; peptona dec sova, x, extracto de levadura: x, glucosa



Medio M-2. El medio M-2 se diseitd para observar si el factor que limita el crecimiento es la
glucosa, ya que la relacion carbono/nitréogeno en el medio TPYG difiere de la relacion
(107107 M) que normalmente se encuentra en los medios de cultivo (Dunn, 1985). La Tabla
7 muestra las concentraciones en los puntos centrales para el medio M-2 y los resultados del

crecimiento a las 12 h se muestra en la Tabla 8.

Para este medio, los ingredientes significativos fueron x; (P = 0.0004) y x, (P = 0.0273) y el
tratamiento matematico no mostré una solucién unica para los nuevos valores de las
concentraciones de los ingredientes. Las graficas de superficie de respuesta (anexo 2)
muestran la necesidad de aumentar los ingredientes y no se observa un aumento significativo

en la obtencidn de biomasa.

Medio M-3. Si la glucosa no parece ser un factor que limita del crecimiento y los ingredientes
que aportan el nitrogeno organico parece que no satisfacen las necesidades de la bacteria, se
diseno ¢l medio M-3, en donde se incremento 4 veces la concentracion del extracto de
levadura (x3) por considerarlo un ingrediente de alta calidad por su aporte en aminoacidos y
otros compuestos como vitaminas y N-acetil-D-glucosamina (Petschow y Talbot, 1990),
mientras que las concentraciones de la Peptona de caseina (x,) y la de Peptona de soya (x3) se
disminuyeron a la mitad. La concentracidon de glucosa (x4) se mantuvo constante al nivel del

medio TPYG oniginal.

L.os resultados obtenidos con este medio se muestran en la Tabla 8 y el analisis estadistico

mostré que los ingredientes significativos fueron x; (P = 0.0006), x3 (P = 0.0000), x,* (P =
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0.0445), con menor grado de significancia pero suficiente para ser tomada en cuenta, el
coeficiente de xs? (P = 0.062) y la interaccion xux; (P = 0.050). La ecuacién que describe el

crecimiento es la (8) y con los valores de los coeficientes en la ecuaciéon (8°).

F=bo+bix) + bsxa+ byxa® + bagx” + byaxixs (8)

¥=3202+0.326x) + 0.501x; - 0.236x," - 0.2166xs> + 0.167x,x;3 (8"

Con base en los valores significativos de los ingredientes y a sus coeficientes, se disefié la

matriz (9) para calcular las nuevas concentraciones de los ingredientes.

0 0 0.0834 0 0.3362

0 -0236 0 0 0 9)
00834 0 0 0 0.5015

0 0 0 -0.2106 0

Por ecuaciones simultaneas se resolvié la matriz y se obtuvieron los nuevos valores para Jos

ingredientes que fueron en g/l:

x=6.013 X

r
fl
Lo

x3=3,911 X4 =)
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sustituyendo los valores en Ja ecuacion (8), ¥ toma un valor de

J=_8.525

que es un valor de crecimiento negativo. Sin embargo, el medio M-3 mostro en las corndas 15
v 16 (Tabla 8) del disefio factonal, concentraciones de biomasa mayor a los 4 g/l a las 12 h.
Estas corridas corresponden a concentraciones de peptona de caseina (x)) 7.5 g/1; peptona de
soya (x3) 4.5 g/l; extracto de levadura (x3) 15 g/t y ghucosa (x4) 2.5 y 7.5 g/l. Lo interesante de
estas nuevas concentraciones es que no varia la relacion en peso de la fuente de carbono y de
las fuentes de nitrégeno, que para el medio TPYG la relacion C:N es de 1:3.5 y para estas
corndas fa relacidn C:N es 1:3.6. Con base en estas concentraciones se disefié un nuevo
expenimento factorial central con puntos estrella, siendo los puntos centrales las
concentraciones anteriores, pero para la glucosa, la concentracion se ajusto a 10 g/l. El disefio
factorial se trabaj¢ a niveles de 50% abajo y arriba de los puntos centrales y los puntos estrella
a un valor de 1.414. En la Tabla 9 se muestran las concentraciones de los ingredientes para
cada comda y las concentraciones de biomasa a las 12 h de cultivo. Este nuevo medio de

cultivo se le denominé M-3E
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Tabla 9. Codigo, concentraciones de sustrato y obtencion de biomasa en el medio de cultivo

M-3E después de 12 h de fermentacion

Cédigo Concentraciones Biomasa
(&) (mg/ml)
Run L] Ay 13 Xy X X3 X3 X4
1 - - 375 2 7.5 5 4.11
2 + - - 11.25 2 75 5 533
3 - + - - 375 6 735 5 4.00
4 + + - i1.25 6 7.5 5 5.70
5 - - + - 375 2 225 5 3.88
6 + - + 11.25 2 22.5 5 4.64
7 - + + 375 6 225 5 398
g + + + - 11.25 6 225 5 483
9 - - - + 3.75 2 7.5 15 4.62
10 + - - + 11.25 2 7.5 15 6.03
11 . + + 375 6 7.5 15 5.02
12 + + - + 11.25 6 7.5 15 6.61
13 - - + + 375 2 225 15 340
14 + - + + 11.25 2 225 15 4,79
15 - + + + 375 6 225 15 2.64
16 + + + + 11.25 6 225 15 5.26
17 +o. 0 0 G 128 4 15 10 6.7)
18 - 0 0 0 2.19 4 15 10 489
19 0 o 0 ] 75 682 135 10 5.64
20 0 - 0 0 7.5 1.47 15 10 5.06
21 0 G o 0 75 4 256 10 547
22 0 0 - 0 75 4 44 10 3.80
23 ] 0 ] +u 7.5 4 15 17 584
24 0 0 0 - 7.5 4 15 2.93 384
25 0 0 0 0 7.5 4 15 10 6.01
26 0 (] 0 0 7.5 4 t5 10 595
27 0 0 0 0 75 4 15 10 5.99
28 0 0 4] 0 1.5 4 15 10 5.86

¥, peptona de caseina; x, pepiona de soya; x; extracto de levadura; x, glucosa

Para elaborar ¢l analisis estadistico con estos resultados, se realizd el andlisis de regresién

multiple cuyo modelo se muestra a continuacion

Regreslidn Maltiple

variable dependiente: biomasa

variables independientes: Do 0o Do) e ot [ ] D7) . %70
(7)o [ x:) o [ %o x5 [xp.x.3 . [x:.%x:).
(x:oxs] . [ %20 x4)
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ajuste del modelo para la bicmasa del medio M3E

variable independiente coeficiente error std. t-value significancia
constante 6.00816 0.176775 33.9877 0.0000
M3E. X, 0.70671 0.095026 7.4371 0.0000
M3E. X, 0.10401 0.095026 1.0946 0.293%
M3E. X, -0.4223 0.095026 ~4.4446 0.0007
M3E.x, 0.23741 ©.095026 2.4984 0.0267
M3E.- X, -0.2319 0.141346 -0.9335 0.3676
M3E.x,° -0.3570 0.141346 -2.5258 0.0253
M3E. x:° -0.2144 0.141346 ~1.5173 0.1531
M3E. x,° -0.6120 0.141346 -4.3304 0.0008
M3E.%, . M3E.X» 0.125 0.106239 1.1766 0.2605
M3E.x, . M3E.xX, -0.0175 0.106239 -0.1647 0.8717
M3E.Xy . M3E.x, 0.15625 0.1062383 1.4707 0.1651
M3E.x, . M3E.x, -0.0762 0.106239 -0.7177 0.4856
M3E.x; . M3E.x, 0.01 0.106239 0.0941 0.9264
M3E.x3 . M3E.x, ~0.2725 0.106239 -2.5650 0.0235%

R ajustada=0.8172
x| pepiona de caseina; x; peptona de soya; x; extracto de levadura; x, glucosa

A partir del analists anterior y tomando en cuenta las vanables significativas (P< 0.05) se

obtiene la ecuacidn (18) que describe la obtencién de biomasa:

Y=o+ bix; + baxs + byxy + baxs® + baaxs® + bagxaxy

(10

Y el andlisis de varianza que se muestra a continuacion, demostré que la regresion miltiple es

significativa

Anhlisis de Varianza parz la Regresion
fuente Suma de cuadrades DF Media’ F-prueba valor-p
Modelo 26.3352 14 1.88109 7.9960 L0003
Error 3.05829 13 0.23525
Total (Corregido) 29.393%5 27
R* = 0.895953 error stad estimado= 0.485029 R°(Adj para df.} = 0.783903
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Para obtener los nuevos valores de los ingredientes, se calculo la matriz (11). Los valores de
los coeficientes b; se sustituyen por los valores de los coeficientes de la regresion multiple

arriba descrita

- _ _
b~ Y2biy Vb Yabyy F b,

Y1byy  bn Vb labyy b2

Yabyr  Yabia  bay Vabad b; (11)

Yy b41 Va b42 Y b43 b44 by

_ 4L

Sustituyendo [os valores de los coeficientes de la matriz obtenidos en el analisis de regresion
multiple y resolviendo la matriz por ecuaciones simultaneas, los nuevos valores de los

ingredientes son las siguientes:
X3 =4.19428 X3 =-2.37073 x1=-2.18725 xy = -8.08307

Con estos valores y con el modelo propuesto por Saval y col. (1993), se calcularon las nuevas

concentraciones de los ingredientes en estudio:
(valor de la solucion para cada variable X,) x distancia + punto central

Las nuevas conceniraciones para los ingredientes del medio de cultivo modificado como se

muestran en la Tabla 10.
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Tabla 10 Concentraciones calcutadas para cada ingrediente del medio de

cultno TPYG
Cadigo del ingrediente Concentracion Concentracion a utihizar
calculada (/)
(/
x| -0.3562 0
X3 637 6.4
Xy 23.20 250
Xy 30.20 30.0

x, peptona de caseina: x; peptona de soya; xj exiracto de levadura; x, glucosa

Sustituyendo valores de los coeficientes en la ecuacion (18), se tiene ta (12) :

Y=6.008 +0.706 x; ~ 0.422 x; + 0.237 x4 - 0.3570 x> - 0.612 x,7 ~ 0.272 x3x, (12)

Sustituyendo las variabies X, por los valores obtenidos en la solucién de la matriz (11)

se obtiene un valor tedérico de ¥= 11.04 g/l de biomasa.

El anélisis estadistico permite predectr si las concentraciones de los ingredientes son las
adecuadas para obtener bajo las condiciones actuales de estudio la produccion optimizada de
biomasa de B. mnfantis. Para lo anterior, con el programa de estadistica Statgraphics v 6.0, se
obtuvieron las graficas de superficie de respuesta con los valores de los coefictentes de las
variables que resultaron significativas. En la Figura 6 se observa que las graficas de superficie
presentan un ¢ptinto en la respuesta de biomasa para las interacciones de cada dos ingredientes

del medio de cultivo.



fiarSi) eseaci

blomasa {mgiml}

Blonuts [mgml}

blomass (mgiml)
blonaky (mpiml)

Figura 6. Superficie de respuesta para las interacciones de los ingredientes, x, peptona de caseina; x, peptona
de soya; xy extracto de levadura y x4 glucosa. Los valores mostrados en las escalas de los ingredientes son
valores relativos que dependen de las distancias v de los puntos ¢ de cada par de ingredientes

La Figura 7 muestra las graficas de contorno que ayudan a ubicar en un solo plano la respuesta
en el crecimiento para las interacciones de cada par de variables. Para las interacciones xpx,,
xXx3 ¥ xpxy se observd que la respuesta maxima no se ajusta en las escalas al valor 0. Esto
probablemente se¢ debe a que para el medio de cultive y como se indica en la nueva

concentracién de los ingredientes, la peptona de caseina (x;) no se debe agregar. En las



Figuras que nmuestran las interacciones xavs, Xaxy y Xivy, el maximo punto de obtencion de

biomasa cotresponde a [as interacciones 0,0 en los ejes de las graficas.

X3

Figura 7. Graficas de contorno para las interacciones de los ingredientes, x; peptona de caseina; x; peptona de
soya, X; extracto de levadura y x4 glucosa. Los valores mostrados en las escalas de fos ingredientes son
valores relativos. Los valores dentro de los contornos se refieren a la biomasa que se puede obtener
con cada par de ingredientes
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Medio optimizado

Para comprobar los datos anteriores se cultivo B. mfantis en las nmusmas condiciones a las
descritas en material y métodos con el nuevo medio de cultivo y se compararon con cultivos
con el medio TPYG original. Las nuevas concentraciones para los componentes del medio de

cultivo se muestran en la Tabla 10

En la Figura 8 se muestra ¢l perfil de crecimiento celular de B. infantis obtenida en este
experimento que se realizé por triplicado y se compara con el medio TPYG original durante
24 h de cuitivo, en la Figura 9 el perfil de pH y en la Figura 10 la biomasa viable hasta las 12

horas de cultivo.

-
(=]

&

[r:]

Biomasa (g/)

(8]

Teempo (h)

Figura 8. Cinética de crecimiento de B. infantis en medioc TPYG originai ( O ) yen
medio optimizado ( (7 )
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15 20 23
Tiempo (h)

Figura 9. Perfit de pH en los cultivos de B. infaniis en medio TPYG original (O) y en
medio optimizado {(0)

log 10 UFG

6
Tlempa (h}

Figura 10. Produccion de biomasa activa de B. infaniis en los cultivos en medio TPYG
original { O ) v en medso optimizado ()
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El andlisis de varianza (ANOVA) no mostré diferencias significativas en la obtencion de

biomasa viable entre el medio TPYG original y ¢l medio optimizado (P = 0.05), pero si en la

obtencion de biomasa a las 12 y 24 horas de fermentacion (P < 0.05).

Como se observa en la Figura 8, el crecimiento maximo que se obtuvo en el medio optimizado
fue de 8 g/l en promedio a las 12 horas de cultivo, menor al crecimiento tedrico esperado, que
se calculo en 11 g/l. Es importante hacer notar que el pH del medio optimizado a las 10 horas
de cuitivo llego a 4.46, mientras que en el medio -TPYG el pH a las 10 horas fue de 5.0t en
promedio. Esto probablemente es debido a la capacidad amortiguadora de los tres
componentes nitrogenados del medio TPYG, y que en el medio de cultivo optimizado no
existe esa capactdad de amortiguar el pH. Si en el medio TPYG la relacion CNesde 135 y
en el medio optimizado la relacidn C:N es de 1:1, la produccion de acidos debe ser mayor y en
consecuencia, se provocd una mayor disminucion del pH a partir de las 10 h de cultivo. Laoria
y Martin (1991) reportaron que las bifidobacterias no sobrevivieron a pH menores de 4.5 pero
a pH mayores a 5.6, sobrevivio el 50% de la poblacion de células. Esta causa es la mas

probable para no lograr el rendimiento teorico de biomasa.

Por otro lado, si la caida de pH no permite obtener una mayor concentracion de céluias viables
v tampoco permite igualar la cantidad de biomasa tedrica, entonces, si se controla el pH con
un amortiguador, debe aumentar la biomasa durante en el cultivo del medio optimuzado. Por lo

anterior se formulé el nuevo medio de cultivo con un amortiguador.
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Medio optimizado con amortiguador

Para comprobar la hipotesis anterior, se realizo un siguiente experimento en el cual el medio
optimizado se preparé con un amortiguador de fosfatos 0.2M pH 7 donde se disolvieron todos
los ingredientes. En la Figura 11 se observa el crecimiento de B. infantis en medio TPYG
original, TPYG con amortiguador y ¢l medio optimizado con amortiguador. En esta caso, la
biomasa obtenida en el medio de cultivo optimizado fue mayor de 11 g/l de células en peso
seco, el doble del medio TPYG oniginal y del medio TPYG con amortiguador de fosfatos. La
variacion de pH (Figura 12) no mostro diferencias significativas en los tres casos, pero si se
compara ¢l perfil de pH del experimento anterior (Figura 9), se observa un mejor
comportamiento para el medio optimizado con amortiguador, que se refleja en una mayor
obtencién de biomasa (Figura 11). La biomasa viable de B. infantis, en los tres medios de

cultivo fue similar (Figura 13).

Tiempo (h)

Figura 11. Cinética de crecimiento de Bifidobacterium infamtis en medio
TPYG Original (0), TPYG con amortiguador de fosfatos 0.2 M
pH 7 (A) y en medio optimizado con amortiguador de fosfatos
0.2 MpH 7(C)
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Figura 12. Perfil de pH en el crecimiento de Bifidobacterium infantis en medio
TPYG origimal {O), TPYG con amortiguador de fosfatos 0.2 M pH 7 (A )
y en medio optimizado con amortiguador de fosfatos 0.2 M pH 7 (0)

UFC/ml

o] 2 4 :] B 10 12
Tiempo (k)

Figura 13. Biomasa viable {UFC/ml) en la fermentacién de Bifidobacterium
infantis en medio TPYG original {O), TPYG con amortiguador de fosfatos 0.2 M
pH 7 (A) v en medio optimizado con amortiguador de fosfatos 0 2 M pH 7 (C)
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El analisis realizado hasta estc momento no arro)é evidencias determinantes para hablar de
una verdadera optimizacion, no obstante, se considerd necesario recurrir a2 otros elementos de
anatisis, en especial 1as tasas especificas de crecimiento y los rendimientos celulares, en donde
se debe reflejar que en los primeros estadios del crecimiento celular, la tasa méxima de
crecimiento es dirigida por la presencia en calidad y concentracion de los sustratos
relacionadas con las vias metabolicas primarias necesarias para la obtencion de energia. (Van

Hoek y col., 1998)

En la Figura 14 se graficaron las tasas de crecimiento de la biomasa cetular (g células/l) y en la
Figura 15 de la biomasa activa (UFC/ml). En la Figura 14 se observa un comportamiento no
esperado, ya que aun siendo la mayor tasa de crecimiento para el medio optimizado a las 2
horas, a las 4 horas es menor a la de los medios TPYG original y con amortiguador de
fosfatos. Su explicacion es dificil, ya que por tratarse de medios muy complejos, parece ser
que a las 2 horas de iniciados los cultivos, el medio optimizado tiene los sustratos necesarios

para ¢l crecimiento, sin embargo, a las 4 horas, las velocidades de crecimiento de los medios
TPYG onginal y con amortiguador son mejores. Pero en la Figura 15 donde se muestran las
tasas de crecimiento de la biomasa viable, para el medio optimizado los valores son mayores a

los obtenidos con los otros dos medios de cultivo.
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Figura. 14, Tasas de crecimiento de B. infantis en 1os cultivos con el medio TPYG
original (O}, TPYG con amortiguador de fosfatos 0.2 M pH 7 (A) y en
medio optimizado con amortiguador de fosfatos 0.2 M pH 7 ()
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1.3 4
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Figura. 15. Tasas de crecimiento de la biomasa activa de B. infantis en los cultivos
con medio TPYG original (O), TPYG con "mortiguador de fosfatos 0.2 M pH 7
(A) y en medio optimizado con amortiguador de fosfatos 0.2 M pH 7 ()
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La productividad volumétrica de biomasa y de células activas se muestra en las Figuras 16 y
17. En la Figura 16 se observa que la productividad celular (g/lh) a partir de las 6 horas y hasta
el final, fue mayor para el medio optimizado a partir de las 4 horas y hasta el final del cultivo,
con un valor maximo a las 9 horas que es significativamente mayor si se compara con ¢l
medio TPYG original y con el amontiguador. La productividad volumétrica de biomasa activa
(Figura 17) muestra resultados semejantes a la productividad de biomasa con un maximo en el
valor de productividad a las 9 horas. Estos resuitados son un efecto del control de pH, que

permitié durante las pnmeras horas un aumento sustancial de biomasa y de células activas.

qx (g celh)
Noom o

o
@

Tiempo {h)

Figura 16. Productividad volumétrica de biomasa de B. infantis durante las
fermentaciones en el medio de cultivo TPYG original (O), TPYG con
amortiguador de fosfatos 0.2 M pH 7 (4) y en medio optimizado con
amortiguador de fosfatos 0.2 M pH 7 (D)

72



40E+05

ax (LIEC/m h}

1 0E+05

¢ 3 6
20E+09 |

i
|
1
}
i
1
|
|
I
i
;
l
|
!
j

5.0E+09
Tiempe {h)

Figura 17. Productividad voluméirica de biomasa viable de B. infapntis durante Jas
fermentaciones en el medio de cultivo TPYG original {(O), TPYG con
amortiguador de fosfatos 0.2 M pH 7 (4) y en medio optimizado con
amortiguador de fosfatos 0.2 M pH 7 (0)

En la Figura 17 se observan la productividad volumétrica de la biomasa viable (UFC/ml h)
con un comportamiento similar a la productividad de biomasa en peso seco, con un maximeo de

productividad a las 9 horas de fermentacion y favorecida por el medio optimizado.

Como se puede observar en los resultados anteriores, se obtuvo una biomasa en peso seco
igual a la que se calculd mediante el modelo de optimizacién, con un crecimiento teérico de
11.04 g/1, en el caso de este experimento se obtuvo en crecimiento experimental de 11.3 g/l de
células en peso seco, sin embargo, 1a preparacion de los medios de cultivo con el amortiguador

de fosfatos no se reflejé en una menor disminucion del pH, ya que este en los tres medios de

cultivo llegd a 4.5,
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Con respecto a la biomasa viable, la Figura 13 muestra las unidades formadoras de colonias
(UFC) durante los cultivos y en Ia Tabla I 1se muestra el analisis estadistico, donde se observa
que existen diferencias significativas entre los medios de cultivo TPYG original y el medio
optimizado y no hay diferencias significativas entre los medio TPYG original con TPYG con
amortiguador de fosfato de potasio y entre los medio TPYG con amortiguador y el medio

optimizado con fosfato de potasio.

Tabla } 1. Andlisis de grupos de los medios de cultivo TPYG, TPYG con
amortiguador de fos(atos 0.2 M pH 7 y medio optimizado con amortiguador

Medio de cultivo N Media UFC Grupos homogéneos
TPY original 8 1.9 x 1¢° X
TPYG amortiguador 8 40 x 10° X
Medio Optimizado 8 7.0 x 10° X
Tukey P = 0.05 '

En fa Tabla 2 se observa que la ausencia de la fuente de fosfatos disminuye significativamente
el crecimiento, es muy probable que en este 4ltimo experimento el amortiguador de fosfatos
no fue suficiente en su concentraciéon para mantener ef pH, sino para ayudar a la obtencién de

biomasa celular.

También, en lo que respecta a la obtencién menor de biomasa viable entre los experimentos

con el amortiguador de fosfato con los que no {o tienen, se observo la formacidén de agregados
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dificiles de romper, lo que probablemente afecté fas lecturas de células viables, pero ain asi la

diferencia entre el medio optimizado con el medio TPYG es notoria.

Con respecto al pH, en todos los experimentos realizados durante este estudio, en&e las9y 12
h de fermentacion, el pH siempre se encontré en 4.0 en promedio. En las Figuras 12 y 13 se
puede comparar que la maxima concentracion de células viables fue a las 6 horas cuando el
pH se encuentra en 5, después, ya en fase estacionaria, la produccion de 4cidos organicos
aumenta y causa una caida en la biomasa viable, lo que lleva a fijar como un tiempo maximo
de fermentacion 6 horas, que usualmente es el utilizado en la industria de produccién de

bebidas licteas fermentadas.
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Discusién

Muchos estudios con bifidobacterias se han enfocado principalmente al efecto en la salud y en
la microflora intestinal y son escasos los estudios sobre los medios de cultivo v las
necesidades nutricionales para su crecimiento y produccion. Olmos-Dichara y col. (1997)
reportaron que los medios de cultivo con ingredientes complejos como las peptonas y extracto
de levadura se han estudiado como factores para el crecimiento celular, pero su papel adn no
es claro. La produccion de bifidobacterias mantiene actualmente un gran interés debido a su
efecto benéfico en la microflora intestinal y a su utilizacién en productos lacteos fermentados

(Ishibashi y Shimamura, 1993).

La hteratura describe condiciones Optimas para la produccion de bifidobacterias, pero no
explica la influencia de los ingredientes de los medios de cultivo (Tien-Meng y Schaffner,
[997). Poca atencidn se ha puesto en el efecto de los medios complejos y su influencia no ha
sido aclarada. Para compensar este hecho, se han desarrollado métodos estadisticos que
ayudan a entender el efecto de los ingredientes v sus interacciones, el desarrollo de estas
metodologias ha permitido a los microbidlogos establecer la composicion de los medios de
cultivo en la obtencién para la maxima produccion de compuestos o células de interés (Saval y

col., 1993; Sejong y col., 1995; Kalaimahan y Panda, 1995; Kimme! y col., 1998).

En este trabajo s¢ estudié el efecto de los ingredientes del medio de culitivo para la produceion
de biomasa de B. infantis utilizando un medio complejo. Con respecto al aporte de nitrogeno,

los resultados permiten evaluar que la ausencia de cada uno de los ingredientes que aportan
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nitrogeno en el medio de cultivo TPYG, la obtencién de biomasa disminuye de manera
stgnificativa, principalmente por la ausencia de la peptona de caseina (x)) y la de soya (x2)

(Tabla I).

En el caso de la caseina, Rasik y Kurmann (1983) reportaron que la actividad promotora del
crecimiento por los derivados de leche se debe a la presencia de N-acetilglucosamina,
indispensable para la sintesis de pared celular de B. bifidum y es considerada como factor
bifidogénico. Petschow y Talbot (1990) reportaron que las fracciones del suero de leche
humana incrementan el crecimiento de B. infantis en mayor cantidad que el suero de leche
animal, Azuma y col. (1984} reportaron que el tratamiento de x-caseina con enzimas

proteoliticas libera un macropeptido que promueve el crecimiento de B. infantis,

Sin embargo, en el medio de cultivo optimizado en este trabajo, la ausencia de caseina aunado
al incremento en la concentracion de extracto de levadura (x4), permite obtener una mayor
biomasa y se puede asumir que este ingrediente puede proporcionar la N-acetilglucosamina

que es un componente de la pared celular de microorganismos

La ausencia de extracto de levadura o de cisteina efectd la obtencién de biomasa en menor
grado que la ausencia de los demas componentes del medio de cultivo control (TPYG) aunque
no se observd diferencia sigmficativa cuando se eliminan por separado y también, este

aminoacido puede ser suplido por la peptona de soya (x;) (Tabla 1). Sin embargo, la ausencia
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de las dos juntas si afecta significativamente fa produccién de biomasa (Tabla 2). Por lo

anterior, para el desarrollo de la investigacion, estos resuitados fueron determinantes,

Para analizar con mayor perspectiva el papel de los ingredientes nitrogenados en ¢l medio de
cultivo, fue necesario buscar los componentes que aportan estos ingredientes en particular. En
la Tabla 12 se muestran los aminodcidos y su concentracion. No se observan diferencias que
permitan determinar cual de los productos es mejor, pero es interesante ver que en la mayor
parte de los experimentos, al realizar el andlisis de significancia, la ausencia de peptona de

soya mostrd efectos significativos sobre el crecimiento (P< 0.05).

Tabla 12. Aporte de los ingredientes { % ) utitizados come fuentes de utrégeno en
procesos de fermentecion,

fitona soya Peptona caseina extracto levadura
papaina Pancredtica sutohizado
* * enzimatico®
MNurégeno % 9.2 11.7 103
Axzicares 37 0 16.6
Arunocdcido

Arg 46 26 35
Asp 58 51 -
Cys 5.0 03 16
Gly 28 1.8 -
Giu 9.3 17.0 -
His 16 14 t3
Isoleu 25 5.0 4.7
Leu 32 7.1 64
Lys 16 53 6.5
Mat 06 24 20

F ata 16 18 15
Pro 14 1135 -
Treo 18 15 33
Top 07 0.9 1.0
T 19 23 4.0
Val 20 36 43

Fuentes, Manual de raedios de Cultivo BBL (1980), Zabriskie y Armiger, {1985)
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Con respecto a las sales minerales que componen el medio TPYG, tnicamente e zinc no tiene
afecto sobre el crecimiento (Tabla 2) y la ausencia de las otras sales y principalmente, del
fosfato de potasio y del calcio si afecté significativamente. Probablemente, ¢l aumento de
0.01M de esta sal en el medio original a 0.2 M en el medio de cultivo optimizado, ayudé al

aumento de biomasa. Este resultado debe ser evaluado de manerma particular.

Por otro lado, con la finalidad de optimizar el medio de cultivo, los experimentos factoriales
permiten estudiar los efectos de los ingredientes y las interacciones que se presentan entre
ellos, pero es indispensable tener en cuenta que esta metodologia, es solo una herramienta y
que los resultados deben ser evaluados a la luz de critenos biolégicos. En el caso del
experimento factorial de los ingredientes nitrogenados (Tabla 5) et anélisis estadistico dejod ver
que los ingredientes con mayor efecto en el crecimiento son las peptonas de caseina (x) y de
soya (x,), aunque se¢ presenta una interaccion tniple (x)x,x;) también significativa pero dificil
de interpretar biologicamente, pero que en este estudio se considerd para justificar la presencia
de los tres ingredientes que aportan nitrégeno para favorecer la produccion de biomasa. El
analisis ortogonal central con puntos estrella de los cuatro ingredientes del medio TPYG

mostro que los ingredientes significativos fueron Gntcamente x; y xz.

Para poder entender los resultados obtenidos hasta ese momento, se diseftaron tres medios de
cultivo (Tabla 7) el analisis estadistico de los resultados (Tabla 8) dejo ver que cuando se
disminuye la concentracion de las peptonas y se aumenta la del extracto de levadura, se
obtiene un incremento de biomasa en la mayoria de las corridas. A partir det medio M-3 y del

crecimiento celular en las corridas 15 y 16 (Tabla 8), se diseiié el medio de cultivo para los
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siguientes disefios experimentales por superficie de respuesta. La composicién del medio
modificado es la siguiente en g/l: peptona de caseina (x;) 7.5; peptona de soya (x;} 4.0,

extracto de levadura (x3) 15 y glucosa (x) 10.

El andlisis de regresion miltiple de los resultados del nuevo experimento mostré que todos los
ingredientes fueron significativos (P< 0.05), en su efecto particular y por sus interacciones.
Estos resultados permitieron calcular las nuevas concentraciones de los ingredientes y es
notorio seifalar que el modelo descarta a la peptona de caseina en el medio de cultivo

optimizado, siempre y cuando se aumente la concentracidn del extracto de levadura.

El coeficiente de regresién de este experimento (R* = 0.89) sefiala que el 11% de los
resultados no se explican por este modelo. Sejong y col. (1995) reportaron un valor de R® =
0.809 en un primer exl.)cn'mento de optimizacién para la produccion de Lactobacillus caset,
que no representa certeza en sus resultados. Ellos aumentaron el valor del coeficiente (R =
0.98) utilizando términos hasta de orden cuadritico, siendo significativas las vanables
temperatura (xs°), extracto de levadura (x;’), glucosa (x;") y peptona de caseina (x;*). Con
estos datos pudieron calcular que el nuevo medio de cultivo contiene en g/l; glucosa 25;
peptona de caseina 20 y extracto de levadura 7. En este reporte no hubo aumento de células

activas, solo una disminucion del costo.

Sin embargo, Sen y Swaminathan (1997) y Kalaimahan y Panda (1995), a partir de el primer
experimento de optimizacién, obtuvieron valores de R? de 0.968 y 0.98 respectivamente. Los

autores trabajaron la optimizacion de variables fisicas y con medios de cultivo simples. La
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diferencia entre los reportes anteriores es la utihzacion de medios de cultivo simples. Los
medios de cultivo con ingredientes complejos producen gran variabilidad de los resultados,

como es ¢l caso de este reporte.

Con respecto a los resultados, los graficos de las figuras 5 y 6 mostraron que los ingredientes
va estan optimizados con una biomasa tedrica de 11 g/l de biomasa. Cuando se realizé el
ensayo con el nuevo medio de cultivo la biomasa resultante fue en promedio de 8.6 g/l de
biomasa (Figura 7). En el caso de las células viables, a las 12 horas de fermentacion se

obtuvieron 10'> UFC/ml para el medio optimizado y de 10’® UFC/ml en el medio TPYG.

Considerando la baja obtencién de biomasa en el medio optimizado (8.6 g/1) con respecto al
valor teorico, probablemente debido a la disminucion del pH en el medio y tentendo en cuenta
la baja resistencia de las bifidobacterias a valores de pH menores a 4.5, se considerd preparar
‘ el medio optimizado con un amortiguador. Para controlar la disminucién del pH, se
selecciond un amortiguador de fosfatos pH 7 0.2 M., va que su efecto en la obtencién de

biomasa es notorio, como s¢ observa en la Tabla 2.

El aumento en la concentracion de fosfatos (amortiguador) en el medio optimizado sirvid para
obtener 11 g/l de biomasa, pero las células activas disminuyeron en dos 6rdenes de magnitud.
Es interesante apuntar que a partir de las 6 horas de fermentacién se observo que las células se
agregaban en el medio, lo que probablemente dificulté la cuenta de céluias. Abbad v col.
(1995) reportaron en B. longum la produccién de exopolisacaridos después de 48 h de cultivo

en un medio con leche descremada, peptona y extracto levadura, con un control continuo de
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pH a 7 con NH;OH. Los autores observaron que la adicion de CaCO: aument6 la produccion
del exopolisacando en cantidades similares a las producidas por bacterias utilizadas en la
produccion de yogurt y que le da al producto final caracteristicas reoldgicas ideales para la
presentacidon del producto. Tomita y col. (1994) reportaron la aglutinacion de B. Jongum,
Clostridium mnocuum y Micrococcus [uteus en el medio de cultivo por la presencia de
lactoferrina y ovotransferrina, situaciéon que tuvo influencia en la determinacidn de biomasa

cuando }a comparan con medios de cultivo sin la presencia de las glicoproteinas.

Aunque los estudios citados en el pdrrafo anterior no permiten concluir el papel de los
ingredientes en la agregacion de células, es postble en este estudic que la adicién del
amortiguador de fosfatos provoco la aglutinacion y la dificultad consecuente para cuantificar

las ¢élulas activas.

Por otra parte, las bifidobactenas pierden su viabilidad a pH menores de 5, la concentracion de
ingredientes en el medio optimizado ayud¢ a mantener un pH menos &cido (Fig 8), comparado
con el medio en el que ss agregé el amortiguador de fosfatos (Fig 11) por lo que es muy
posible que este altimo sirvié para mejorar la obtencion de biomasa. Si la ausencia de esta sal
afectd significativamente la produccién de biomasa (Tabla 2), un aumento de la misma, puede

tener un efecto posttivo en el crecimiento celular.

Entre el medio TPYG original y el medio optimizado, se logré un aumento de 2.5 en promedio
a 11 g/l, mas de 4 veces se aumentd la concentracion de biomasa. De una relacion C:N de 1:3

se paso a una relacion C:N de 1:1. La concentracidon de peptona de caseina pasé de 10 g/l a
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cero. De peptona de soya de 5 g/l a 6g/l. De extracto de levadura de 2.5 g/l a 23 g/l y de
glucosa de 5 g/t a 30 g/l. Sejong y col. (1995) optimizaron ¢l medio de cultivo para la
produccion de L. casei con 30 g/l de peptona de caseina, 9 g/l de extracto de levadura y 15 g/l
de glucosa con un promedio de 10% células/ml. Mientras Olmos-Dichara y col. (1997)
incrementaron la produccion de biomasa de L. caser de 1.95 g/t a 4.0 g/l cuando aumentaron
de 5 a 20 g/l el extracto de levadura, de 10 a 40 g/l la peptona de caseina con 50 g/l de glucosa.

En la tabla 13 se muestra un resumen de lo descrito ammiba.

Tabla 13 Comparacion entre los medios TPYG orniginal y el medio optimizado en
composicion v resultados obtenidos

Componente Concentracion en el Concentracion en el
medio TPYG original medio optimizado

&/ (&)

Peptona de caseina 10 0

Peptora de soya 5 6

Extracto de levadura 2.5 23

Glucosa 5 30

K;HPO,/KH,PO, 2/-- 8/6

Ret O/N 1/3.5 1/1

Biomasa 25 11

Células activas 10° 10°

Estos resultados permiten observar que los sistemas de optimizacién de ingredientes
complejos es complicado y no se encuentra linealidad en la respuesta del disefio experimental.
El error experimental puede deberse a varios factores, como son las interacciones que se
presentan entre cada componente de los medios de cultivo para la obtencion de biomasa final

y por la respuesta distinta en el crecimiento de la bacteria en cada una de las corridas del



experimento. El uso de ingredientes complejos como los utihizados en este trabajo son
comunes en la industria de fermentaciones, ya que su costo es menor al de los medios simples,
pero la complejidad y variabilidad de estos ingredientes debe ser considerada como una

variable de respuesta mds que aumenta el error experimental.

Para la industria de fermentaciones es muy importante conocer los niveles mimimos y
maximos de concentracion de ingredientes que ies permita la mdxima produccion del producto
deseado. En este estudio, la figura 6 muestra que para las interacciones peptona de soya y
glucosa (xpxy) v para las interacciones extracto de levadura vy glucosa (x3x;), los rangos de
variacion de los ingredientes son pequefios. Es decir, una variacion en la concentracién de
cada ingrediente, puede provocar una disminucién notoria en la obtencién de biomasa. Para
calcular los limites permisibles de trabajo en las concentractones, es necesario realizar un
nuevo experimento de superficie de respuesta con las concentraciones optimizadas y con el
error estandar de estas interacciones, calcular el limite inferior y superior de trabajo para cada

ingrediente.

Cuando se realizan estudios sobre el efecto de ingredientes complejos v sus interacciones
mediante disefios experimentales estadisticos, durante el andlisis de los resuitados siempre
debe prevalecer el criterio biologico. Esto se puede apreciar en el medio de cultivo TPYG
original, donde la interaccion triple Ilevo a concluir que los tres componentes complejos deben
estar presentes. Por el contranio, cuando en el medio M-2 se aumenté 4 veces la concentracion

de glucosa, ¢l modelo utilizado no sefialé un efecto en el crecimiento, por lo que se decidié
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que ¢l crectmiento estaria limitado por el tipo y cantidad de los componentes nitrogenados que

aportan los ingredientes usados.

Los modelos de superficie de respuesta permiten apreciar no solo la importancia de los efectos
principales, sino también la importancia de las interacciones que existen entre los factores.
Asi, este estudio permitio aumentar la obtencion de biomasa celular de B. infantis en el medio
propuesto con respecto al medio TPYG oniginal, al analizar que los efectos significativos de
cada uno de los ingredientes complejos que aportan los substratos nitrogenados. Se puede

concluir con mayor precision, que la presencia de los tres es importante.

Los procesos biolégicos estudiados a través de modelos que arrojan efectos triples
significativos no tienen una explicacion facil de interpretar, pero al igual que con el medio
TPYG original donde se observd una interaccion triple significativa entre los tres ingredientes
que aportan la fuente de nitrégeno, la ausencia de cualquiera de los tres, tendria como
consecuencia una disminucién importante en la obtencién de biomasa, tal como se observo en

latabla 1.



Conclusiones

Ausencia de un ingrediente

-

Son necesarios las tres fuentes que aportan nitrdgeno organico

La cisteina puede ser sustituida por el extracto de levadura siempre y cuando esté

presente la peptona de soya

+ La fuente de carbono es indispensable

« La ausencia de Tween 80 afecta la morfologia celular y disminuye la obtencion de
biomasa

« Laausencia de fostato de potasio y de calcio afectan la obtencion de biomasa

» Laausencia de zinc no afecta significativamente la produccion de céiulas

» Todas las sales del medio TPYG son importantes y un aumento en la concentracion de
fosfatos parece mejorar ¢l crecimiento ’de B. infantis

- La ausencia de un componente del medio TPYG afecta la tasa de crecimiento de B.

infantis

- B. infantis es capaz de crecer en un medio simple con amonio como fuente de nitrogeno

Disefio ortogonal central compuesto central
+ El medio de cultivo TPYG no es un medio optimizado
« Esta metodologia permite observar el efecto de la interaccién de los componentes

. Esta metodologia permitié hacer un cambio sustancial en el medio de cultivo optimizado
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No es necesana la presencia de peptona de caseina siempre y cuando exista otra fuente de
N-acetii-glucosamina

Probablemente el aumento en 12 concentracion de fosfatos tiene un efecto en el aumento de
biomasa y de células activas

La contribuctdn de las interacciones no permite examinar el efecto total del medio de
cultivo en la produccion de biomasa

Se optimizo el medio y se aument6 la biomasa celular de 2.5 g/l en el medio TPYG a 11
g/l en el medio optimizado

Las tasas de crecimiento y las velocidades volumétricas de biomasa y de celulas activas
aumentaron en el medio optimizado

La metodologia utitizada permite estudiar el efecto de los ingredientes y sus interacciones,
pero es Indispensable tener en cuenta el critenio bioldgico

El error del disefio experimental puede ser debido a la complejidad del sistema en estudio
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Graficas de superficie de respuesta medio TPYG
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Anexp 2

Gréficas de superficie de respuesta medio M-1
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Anexo 2

Graficas de superficie de respuesta medio M-2
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