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RESUMEN

La produccion de bifidobacterias ha recibido Gltimamente gran atencion debido a su
potencial como probidtico para consumo humano y animai. Durante su proceso de
fermentacion su produccién se ve limitada por los requerimientos nutricionales tan
complejos con respecto a las fuentes de nitrogeno (McKeliar y Cols, 1989; Wang vy
Cols, 1993) y de carbono (Biavati y Cols, 1992), asi como las condiciones de oxido-
reduccion y de anaerobiosis (Shimamura y Cols, 1990). En el presente trabajo se usé la
cepa de Bifidobacterium infantis ATCC17930, especie caracteristica del tracto
gastrointestinal de infantes reportada como probidtica y se crecié en medio PYG.

En la literatura las condiciones experimentales reportadas de concentraciéon de
inéculo, pH inicial, temperatura y velocidad de agitacién para la produccién en biomasa
de bifidobacterias no son constantes. Por lo tanto, en este trabajo se estudié el efecto
de pH inicial (7.0, 6.5, 6.0 y 5.5) y concentracion de indculo (5%, 10%, 15% y 20%) bajo
un diseno factorial encontrando mayor producciéon a pH 6.5 y 7.0, asi como de manera
independiente bajo disefios paralelos, la temperatura (33°C, 35°C, 37°C, 39°C, 41°C y
43°C) a nivel matraz presentando un mayor efecto a 43°C y la velocidad de agitacion
en fermentador, mejorando la produccion a 100 rpm, manteniendo un control del pH
durante la fermentacion. El estudio de las variables descritas se realizd con la finalidad
de mejorar la produccién de bifidobacterias viables. Las variables respuesta para
evaluar la produccién fueron biomasa, tasa especifica de crecimiento y cuenta viable.
Como resultado de esta investigacién se encontré que a pH inicial de 7.0, 10% de
indculo, 100 rpm a 43°C, la produccidon de biomasa en fermentador alcanzé un valor de
7.45 g/L con una cuenta viable de 1 x 10° UFC/mL a 8 h, superando la produccion de 7

g/L reportada por Azaola (2000).



INTRODUCCION

La fermentacion es uno de los métodos conocidos mas antiguos para la
preservacion de los alimentos. La mayoria de los paises conservan alimentos
tradicionales fermentados principalmente por la accion de bacterias acido lacticas puras
O en consorcios con otros microorganismos. Este tipo de bacterias preserva los
alimentos por la utilizacion de carbohidratos transformandolos a 4&cido iactico,
aumentando el rendimiento en alimentos, haciendo mas digerible y sensible al paladar

(Enciclopaedia of food science).

Los alimentos fermentados terapeuticos o probiéticos, son productos que utilizan un
tipo especial de microorganismos: Bacterias acido lacticas (BAL) que tienen la
propiedad de sobrevivir durante su paso por el estémago hasta llegar al intestino,
produciendo compuestos que pueden prevenir o proteger al huésped, animal o
humano. de algunas enfermedades. Ademas, son generalmente seguros para su
consumo y proporcionan un elevado contenido nutritivo ya que proveen calorias,
proteinas, vitaminas, minerales y sustancias prebiéticas. Este tipo de microorganismos
convierte los azlcares en acidos organicos como el lactico y acético que provocan la
disminucion del pH, produciendo ademas perdxido de hidrégeno y metabolitos
secundarios como las biocinas, ayudando de esta manera a prevenir la posible
contaminacién por bacterias patogenas o enterotoxigenicas. La industria en alimentos
que desarrolla probicticos (ver punto 1), requiere la seleccion de cepas estables,
tomando en cuenta algunos criterios de seleccidén basados en propiedades tales como
resistencia a condiciones de acidez y bilis, adherencia a la colonizacion, especificidad

en las especies, produccidn de sustancias antimicrobianas, crecimiento in vitro,



estabilidad durante el proceso y estudio, tolerancia a aditivos de alimentos, antibidticos
y seguridad para el consumidor (Alander y Cols, 1999). Ademas se requiere, tomando
en cuenta los efectos promotores en la salud por el consumo de probioticos,
manteniendo la microbiota del intestino, aumentando el valor nutricional de alimentos,
actividad anticarcinogénica, reduciendo los niveles de colesterol en suero,
disminuyendo la intolerancia a la lactosa y estimulando el sistema inmune (Fuller, 1992,

Salminen y Cols, 1995).

La investigacion cientifica actual y la manufactura de productos lacteos que
contienen bifidobacterias estd centrada principalmente en Japoén y algunos paises de
Europa. En la actualidad existe gran variedad de productos que se han desarrollado en
los ultimos afos que usan bacterias acido lacticas seleccionadas o modificadas
geneticamente, los cuales son insuficientes para cubrir }a demanda de la industria de
alimentos, consumidores humanos y productores de ganado (Fuller, 1989; Shimamura,
y Cols, 1990). En México son escasos los productos que contienen bifidobacterias, en
el mercado una leche en polvo (férmula infantil) que contiene Bifidobacterias vy
Streptococus thermophifus. Asi como una leche fermentada que contiene una mezcla
de bacterias acidolacticas donde podemos encontrar Bifidobacterias, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus bulgaricus y Streptococus thermophilus. Otro producto
comercial son tabletas reductivas, las cuales contienen Fructoligosacarides (FOS) que
actlan como fuente de carbono no digerida por el huésped y BAL en especifico

Lactobaciflus.

Por otro lado, los requerimientos nutricionales de las bifidobacterias son muy
complejos durante el proceso de fermentacion. Ademas de la escasa informacién que
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existe sobre el proceso de produccién, donde se presentan factores que afectan en
mayor proporcion el crecimiento del microorganismo como es el caso de la temperatura
y pH. Otros factores tales como concentracion de indculo y velocidad de agitacién, se
requieren para aumentar la produccidn en biomasa al final del proceso de

fermentacion.

La literatura no describe condiciones éptimas para la producciéon de bifidobacterias,
varios autores manejan diferentes pH, concentraciones de indculo, temperatura y
velocidades de agitacion (Tabla 2). Por ello, en este trabajo se estudio el efecto de
estas condiciones con la finalidad de mejorar la produccién de bifidobacterias viables.
Controlando en el proceso de fermentacion, la producciéon de bifidobacterias viables se
favoreceria y de esta manera podria definirse un proceso comercial rentable para la

elaboracion de un probidtico con Bifidobacterium infantis como suplemento alimenticio.

|. BIFIDOBACTERIAS COMO PROBIOTICO

Los probidticos son definidos como la materia viva que puede ser consumida
proporcionando efectos benéficos en el humano, inhibiendo el crecimiento de bacterias

patégenas y disminuyendo enfermedades gastrointestinates (Gallaher y Cols, 1996).

Algunos productos comerciales son combinaciones de bifidobacterias con oftras
bacterias lacticas, pero la acidez producida por los lactobacilos durante la fermentacion
disminuye la sobrevivencia de las primeras, lo que no permite tener la concentracién
recomendada para consumo humano de 10° - 10° células de bifidobacterias por gramo
de producto final. Las concentraciones recomendadas para consumo humano

requeridas debe ser > 10° células viables por gramo de producto (Blanchette y Cols,
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1996). Las formulaciones de probidticos deben contener concentraciones altas de
células vivas para que el consumidor pueda mantener dosis de 107 - 10° células por dia

y muestre su efecto benéfico.

Las bifidobacterias son utilizadas para la elaboracion de probidticos en productos
fermentados, no fermentados y suplementos ailimenticios. Entre los productos que
contienen bifidobactertas podemos encontrar: yoghurt, leches fermentadas dulces,
leches sin fermentar dulces, helados, queso fresco, leche en polvo (férmulas infantiles),

leche ultrafiltrada y productos farmacéuticos como tabletas vy liofilizados.

Su produccion se ve limitada por los requerimientos nutricionales tan complejos con
respecto a las fuentes de nitrégeno (McKellar y Cols, 1989; Wang y Cols, 1993) y de
carbono (Biavati y Cols, 1992), asi como las condiciones de oxido-reduccion y de

anaerobiosis {Shimamura y Cols, 1990) requeridas durante el proceso de fermentacion.

Il. BIFIDOBACTERIAS

Clasificacion de |las bifidobacterias

Las Bifidobacterias son bacterias en forma de bacilos curvos, Gram-positivos,
inmoviles, anaerobias estrictas, no esporuladas que pueden presentar pleomorfismo o
bifurcarse en sus extremos en forma de Y, X 6 V, dependiendo de su edad y de las
condiciones de cultivo (Poupard y Cols, 1973).

Estas bacterias fueron descubiertas en 1899 por Tissier en el Instituto Pasteur
(Paris, Francia), quien las aislé a partir de heces de infantes amamantados dandoles el

nombre de Bacillus bifidus comunis o B. bifidus. Por su similitud morfolégica se les



agrupé dentro del genero Lactobacilli. Mas adelante, comenzaron a surgir hallazgos en
estudios metabdlicos, seroldgicos y de contenido de guanina y citosina que llevaron a

reubicarlas en un género independiente (Scardovi y Trobatelli, 1965). Figura 1.

Figura 1. Morfologia de las Bifidobacterias.

Metabolismo de las Bifidobacterias

Las bifidobacterias constituyen un grupo de microorganismos con caracteristicas
metabdlicas particulares y requerimientos ambientales que se deben considerar si se
pretende aislarlas y manejarlas en el laboratorio para su estudio, produccién y para

proporcionartas como probidticos.



DeVries y Stouthamer (1967, 1868) y Scardovi y Cols. (1981), detectaron acido
acético, lactico, férmico y etanol como productos finales del metabolismo de

carbohidratos en bifidobacterias.

DeVries y Stouthamer en 1967, buscaron la actividad de la enzima aldolasa
(EC.4.1.2.7), que es |la enzima tipica de la glucolisis, asi como de la glucosa-6-fosfato-
deshidrogenasa, caracteristica de |a ruta de la hexosa monofosfato. Los autores al no
detectar actividad de estas enzimas en las cepas de bifidobacterias estudiadas,
investigaron una ruta alterna para la degradacion de la glucosa reportada en

Acetobacter xilinum. Al realizar estudios en extractos tibres de células de bifidos,

localizaron actividades enzimaticas analogas a la misma via y la enzima clave de esta

es la fructosa-6-fosfato-fosfocetolasa (FEPPK), que cataliza |a siguiente reaccion:

Fructosa-6-P — > acetil-P + eritrosa-4-P

Actualmente la deteccion de FBPPK se utiliza como un criterio para la identificacion de
bifidobacterias (Chevalier y Cols, 1990). Al final del proceso de fermentacion se
generan los productos finales de la oxidacién de la glucosa, las bifidobacterias
producen 3 moles de acido acético y 2 moles de acido lactico a partir de 2 moles de

glucosa. (DeVries y Stouthamer (19768), Miller y Wolin {1996), Wolin y Cols (1998).

Los autores observaron que la produccion de estos metabolitos tiene lugar sin la
liberacion de CO,, lo cual indica que no es la ruta tipica glucolitica a partir de la cual se

oxida la glucosa. La via metabolica se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Degradacién. de glucosa por la via de la fructuosa 6 fosfato A) hexocinasa, B)
fosfofructoisomerasa, C) fructosa-6-fosfato-fosfocetolasa, D) transaldolasa, E) transcetolasa, F) ribosa-5-
fosfato isomerasa, Gj ribulosa-5-fosfato epimerasa, H) xilulosa-5-fosfato fosfocetolasa, 1) acetatocinasa, J)
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, K) piruvato enolasa, L) piruvato cinasa, M) lactato deshidrogenasa.

{Scardovi, 1881).

La produccidon de estos acidos organicos sitia a las bifidobacterias en condiciones
ventajosas ya que compiten con las bacterias patdgenas por los sitios de adhesion en
las células epiteliales del intestino. Esta competencia favorece a la flora autdctona
(Juven y Cols, 1891) al disminuir como consecuencia la capacidad patogénica de

bacterias enteroinvasivas (Hale, 1991).



. EFECTOS BENEFICOS AL INGERIR PRODUCTOS CON BIFIDOBACTERIAS

Las bifidobacterias son habitantes normales del intestino humano, se adquieren
durante el nacimiento en forma natural. Al cambiar la dieta se modifica el porcentaje de
microorganismos habitantes en el tracto gastrointestinal, en nifios amamantados con
leche materna se encontrd que comprenden el 92 % de [a flora total y con leche de
formula alcanzan tan séio el 20% (Ventling y Mistry, 1993). Algunas cepas de
bifidobacterias poseen actividad de lactasa in vitro (Passerat y Cols, 1995). B. longum
posee una actividad de p-galactosidasa muy alta. El nivel de la actividad va a depender
de la cepa utilizada, el sustrato en el que fue desarrollado su crecimiento y la
sensibilidad de la cepa a la bilis. Las bifidobacterias son capaces de asimilar el
colesterol in vitro, al disminuir el pH del medio de cultivo provocan la precipitacion del
colesterol. Se ha encontrado que el consumo de dosis muy grandes de productos
lacteos fermentados se logra disminuir el colesterol en suero. Los beneficios
potenciales en la salud de estos organismos se incrementan incorporandolos en las
comidas diarias. Sin embargo, estudios realizados muestran que la viabilidad de las
bacterias probitticas es importante para dar beneficios en fa salud. Para favorecerse se
requiere la seleccion apropiada de cepas, uso de contendores impermeables al oxigeno
para el producto y incorporacién de micronutrientes como péptidos y aminoacidos

(Shah, 1999).

Actualmente se han identificado 31 especies diferentes de bifidobacterias, de las

cuales 12 son de origen humano (tabla 1).



Tabla 1. Especies del género Bifidobacterium y su origen

ESPECIE

FUENTE DE AISLAMIENTO

m I D o O D O D Do D O o O o o oh O DO D D O O O O O o Do

. adolescentis*
. angulatum

. animalis*

. asferoides

. bifidum*

boum

breve®

. catenulatum
. choerinum

. coryneforme
. cuniculi

. denticolens
. dentium

. gallicum

. gallinarum

. globosum

. indicum

. infantis*

. inopinatum

longum*

. magnum

. merycicum

. minimum

. pseudocatenulatum
. pseudolongum

. pultorum

. ruminantium

. saeculare

. sublile

. §uis

B.

thermophifum™

Intestino de adulto
Heces de humano adulto
i Heces de rata

| Abeja (Apis meliifera)

Heces de humano infante

Rumen de bovine

! Heces de humano infante
| Heces de humano adulto
Heces de cerdo

Abeja (Apis mellifera)
Heces de congjo

Caries dental humana
Caries dental humana
Heces de humanos
Cecum de pollo

Rumen de bovino

Abeja (Apis cerana)
Heces de humano infante
Caries dental humana
Heces de humano adulto
Heces de congjo

Rumen de bovino

Aguas negras

Heces de humanc infante
Heces de cerdo

Heces de polle

Rumen de bovino

Heces de conejo

Aguas negras

Heces de cerdo

Heces de lechdn

* Especies reportadas de mayor estudio (Uso como probidtico)
FUENTE: Crociani y Ccls, 1996)
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Las bifidobacterias desempedian un papel importante en la resistencia a la
colonizacion del intestino por patégenos, ya que estimulan la respuesta inmune del
individuo y crean un ambiente restrictivo gracias a la liberacion de acidos organicos y a la
produccién de bacteriocinas de tipo no proteico {polisacaridos), modificando los sitios
receptores de las células epiteliales, impidiendo asi el implante y/o proliferacién de
bacterias indeseables (Bezkorovainy (1989), Bernet y Cols. (1993). estudiaron la
adhesion de B.breve y B. infantis a células de colon in vitro., encontrando que sintetizan
un factor proteico que ayuda a la adhesion y muestran un efecto inhibitorio de la adhesion

celular de cepas enteropatogenas

IV. PRODUCCION DE BIFIDOBACTERIAS

Algunos medios de cultivo utilizados para el crecimiento de bifidobacterias son:
Lactobacili MRS, TPY, TPY con yodoacetato, Skim Milk (Sejong y Cols, 1995), GPV
(Fujiwara y Cols, 1997) y BL modificado (Muramatsu y Cols,1992), medio de cultivo
TPYG (Scardovi, 1981), PYG (Azaocla, 2000) y MRS Modificado (Chevalier y Cols, 1990).
Se ha puesto poca atencion en el efecto de los medios de cultivo complejos y su
influencia sobre la produccion no ha sido aclarada, para fuentes complejas de nitrégeno
y carbono es el caso de las peptonas, extracto de levadura, polimero de giucosa y
FOS, se han estudiado Unicamente como factores de como factores de crecimiento
celular a nivel laboratorio. Para el estudio detallado de produccidn del microorganismo
han aplicado métodos estadisticos que ayudan a entender el efecto de los ingredientes
y sus interacciones, lo que ha permitido a los microbidlogos establecer la composicion

de los medios de cultivo.

ACR XOCHIMILCO SERVICIOS DE INFORMACION
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A nivel laboratorio se ha comprobado que las Bifidobacterias prefieren medios donde
el potencial de 6xido reduccion sea bajo, lo que se logra con la adicion de compuestos

como la cisteina, dcido ascoérbico y sales de estos mismos.

Algunos autores reportan condiciones especificas para la produccion de diferentes
especies del género Bifidobacterium. Sin embargo, no existen condiciones que se
especifiquen como dptimas para su produccion. Para ciertas especies como es el caso
de B.termophilus y B.infantis que soportan temperaturas mayores a 40°C y menores de
33°C respectivemente. En cuanto al pH inicial de fermentacion se reportan rangos entre
5.0 - 7.0 (tabla 2). No se ha reportado el crecimiento de bifidobacterias con pH inicial
menor a 5.0 ya que se sabe que el crecimiento se inhibe por la formacion de acidos como
producto final. Otra variable de suma importancia es el tamano de indculo. En |a tabla 2,
se reportan rangos que van desde 0.5% a 10% del volumen de cultivo. En cuanto a ia
velocidad de agitacion, esta no esta reportada en la mayoria de los casos, pero algunos
autores han utilizado de 70 rpm a 300 rpm, Ademas de que por tratarse de una
fermentacidon anaerobia se puede manejar &l cultivo estatico, sin embargo, al aumentar la
biomasa se ha demostrado que las células precipitan por lo que es conveniente agitar
para mantener un aporte importante de nutrientes homogéneo para aumentar la

produccion del microorganismo.
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Tabla 2. Condiciones reportadas para el crecimiento para especies del genero Bifidohacterium en condic

| Cepa Utilizada | Capacidad: Medio y Volumen del | Tiempo de Velociaad pH Inicial | Temperatura | Control de
Reactor volumen inéculo incubacion | de agitacion de pH
Matraz utilizado (hrs) {r.p.m.) crecimiento
L (*c)

B longum NR PY 10% viv 16 NR 50 37 {+)

B.nfantis 50 mL (VP) PYG (35 mL} 0.20 g/l 12 200 70 37 ()

B. animalis Tubes TPY NR 48 | Estatico 68 37-39 {-)

B. mnfanlis 150 L (R) MRS C/25% de 2% 18 70 60 a7 {(+)
lactosa. (110 1) . _ o _

8 butidum 2L(R) MRS CHM5% (1L) 1%. 15 150 6.8 a7 (+)

B bifidum 5L{R) MRS C/15% 0.66% 18 NR 68 37 (+)

Glicerol. {151L)

B infanys | 0125L (M) | MRS C/005% 2% 24 Estatico NR 3 )
Cist. (005 1) i

8. spp Tubos Medio complejo 10 % 20 - 22 Estatico 6.8 37 ()

B. spp 0125 L (M) MRS (0.08 L) NR 48 Estatico 7.0 37- 41 {-)

8. spp NR MRS modificado 5% 18 150 57 37 {+)
(51) -

B. spp 0125L(My | TTY(QOBL) NR 18 300 68 3 )

8 sop somL (vp) | CPY(2mb) NR 12 150 7.4 37 )

s 37
B spp 1L (M) TPY (05L) 1% 16 NR 7.0 ()

13



Tabla 2. Continuacion

Cepa Utilizada | Capacidad: B Medio y Volumen del | Tiempo de Velocidad pH Inicial Temperatura-nConlroI de

Reactor Volumen indcule incubacion | de agitacion de pH

Matraz utilizado {hrs} {r.p-m.) crecimiento
%]
8. longum 1L (M) MRS (07 L} 2% 18 NR 68 7 {-)
B. adoles 50 mL (VP) M-17 0.5% wiv 48 Estatico 7.0 37 )
centis
37

B. spp 0.250 L (M) TPY (0.120 L) NR 18 NR 6.5 (-

B infantis Tubos MRS NR 24 Estatico 65 37 NR

B spp Tubos TPY (10 mL ) 1% 48 Estatico 7.5 37 NR

B. infantis 05L (M) TPY (025L.) 1% 72 120 60 3 )

B spp 1L (M) BL modificado 0.5% wiv 48 Estatico 7.2 37 ()

0.7L

B.adolescenlis NR TRPY 2 X 10° Cel 96 Estatico 5.0 35 NR

B spp Tubos TPY (10 mL) 4 x 10" Cel 18 Estatico 6.8 37 )

8. spps Tubos MRS 0.1-02% 48 Estatico 70 a7 NR
B spp Tubos TRY NR 72 Estatico 6.5 39-40 NR ‘

B infantis 0.125L (M) MRS + 5 Cist 1% 18 NR 6.5 37 NR

B (0.051)

B longum Tubos M-17 (10 mL) NR 16 - 20 Estatico 7.0 37 (- }

Vial de peniciina (VP), Malraz (M), Reaclor (R). (+) con conlrol de pH, (-) sin control de pH
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V. MODELO EXPERIMENTAL

El disefio de experimentos ha sido la mejor herramienta para resoliver problemas

practicos y probar hipotesis tedricas en las ciencias basicas y aplicadas.

Si un experimento es una prueba, un disefio es una serie de pruebas en los cuales
las condiciones de trabajo son utilizadas como variables de entrada, de modo que
algun cambio en estas variables pueda ser identificado con facilidad en la respuesta o

salida del sistema (Montgomery, 1991).

El disefio experimental estadistico es una herramienta eficiente para tratar
problemas con gran numero de variables (Box y Cols, 1978) y proporcionar informacion
necesaria sobre la forma y la longitud de la respuesta. Ademas disminuye el numero de
experimentos y evalla la significancia de las variables de estudio con certeza.

(Montgomery, 1991).

El disefo factorial puede ser utilizado como disefo inicial para conocer los factores
que afectan o contribuyen al cambio de la variable respuesta, de manera gue puedan
seleccionarse entre una gran cantidad de variables solo aquellas que contribuyan de
manera significativa sobre el proceso para gue posteriormente puedan ser estudiadas

con disefios factoriales complejos.

La aplicacion de disefios de experimentos en procesos de fermentacién ayudan a
identificar los efectos de variables involucradas sobre la produccién de biomasa por
ejemplo, con lo que puede finalmente conocerse los niveles con los cuales se logra

una mejora en el rendimiento.
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OBJETIVO GENERAL

Establecer los parametros para la produccién de biomasa viable de Bifidobacterium

infantis para la elaboraciéon de un probiético.

OBJETIVOS PARTICULARES

En matraz

1. Establecer las condiciones de manejo de células semilla y del inéculo
Concentracién del pre-indculo.
Medio de cultivo PYG para activacion.

Tiempo y concentracion para obtener el inoéculo.

2. Ajustar las condiciones de crecimiento para el indculo (concentracidén o tamafio y
duracion de la fase exponencial) para la produccidon de biomasa viable de B.

infantis

3. Estudiar el efecto de diferentes pH iniciales para encontrar un optimo para el

proceso de fermentacion.

4. Estudiar el efecto de diferentes temperaturas para encontrar un optimo para el

proceso de fermentacion.
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En reactor

1. Realizar fermentacion con pH controlado durante el proceso de fermentacion a partir

del pH inicial optimo obtenido a nivel matraz.

2. Estudiar el efecto de 2 velocidades de agitacion sobre la produccion de biomasa.

17



MATERIAL Y METODOS

|. Microorganismo

La cepa utilizada fue Bifidobacterium infantis ATCC 17930, especie caracteristica del
tracto intestinal de nifos. conservada en una solucién de leche descremada al 10 % y
glicerol al 20 % a -70 °C. Para su activacion se sembrd en tubos conteniendo 10 mL de
medio de cultivo MRS modificado (Medio MRS Oxoid, conteniendo Na,CO (0.2 g/l),

CaCl;.7H;0 (0.10 g/L) y cisteina (0.5 g/L) Chevalier y Cols. (1990).

[l. Medio de cultivo

El medio utilizado fue el PYG (Azaola, 2000) que contiene peptona de soya (Bioxon)
(6.4 g/L), exiracto de levadura (Bioxon} (23.0 g/L), glucosa (J. T. Baker) {30 g/L},
cisteina (Merk) (0.5 g/L), MgCl;.6H;0 (J. T. Baker) 0.5 g/l, ZnSQ4.7H;0 (J. T. Baker)
0.25 g/L, CaCl;.7H;0 (Merk) 0.15 g/L, FeClsy (Merk) 0.03 g/L y Tween 80 (Merk) 1 mi/L.
Este medio se prepard en una solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.0, 0.2 M. El
medio se colocd en frascos viales de 50 mL con 40 mL de medio de cultivo
incorporando CO; durante un minuto para desalojar el oxigeno y mantener una
atmosfera anaerobia. Los frascos se sellaron con tapones de hule y anitlos de aluminio.

Se esterilizaron a 15 libras de presion por 15 minutos. Se ajustd el pH inicial

dependiendo la condicion de estudio despues de esterilizar.
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lll. Conservacién de la cepa

La cepa original de B. infantis se creci6 en frascos viales de 100 mL con 80 mL de
medio dé cultivo PYG, en condiciones anaerobias: despues de 12 horas, el caldo se
centrifugd a 10,000 rpm a 4 °C por 10 minutos. El sobrenadante se descarté y el
paquete celular se lavo con agua peptonada al 0.1%, se realizé 2 veces el
procedimiento para eliminar el residuos del medio de cultivo y el paquete celular se
resuspendid en leche descremada al 10 % con glicerol al 20 %. Se colocd 1 mL de esta
suspension en tubos eppendorf estériles con capacidad de 1.5 mL y se mantuvieron

a -70 °C hasta su utilizacion.

IV. Elaboracién de la curva patrén

La curva estandar de absorbancia en funcién de peso seco celular se realizo de la
siguiente manera: las células de bifidobacterias se crecieron durante 8 horas en 200
mL de medio de cultivo PYG, se centrifugd a 10,000 rpm a 4°C durante 10 min. El
sobrenadante se descartd y el paguete celular se lavd con 10 ml de solucién de agua
peptonada esteril al 0.1%. Este proceso se repitid 3 veces para quitar residuos del
medio de cultivo. El paguete celular se resuspendié en 5 mL de agua peptonada al
0.1%. De esta solucion se hicieron diluciones desde 1:2 hasta 1:1024 en solucion de
agua peptonada al 0.1 % por duplicado para leer a 660 nm. Las diluciones de cada
tubo se filtraron en una membrana Millipore de 022 p de didmetro (previamente
llevados a peso constante en desecador), posteriormente se colocaron en un
desecador a 55°C por 48 horas. La absorbancia se graficé contra el peso seco. En la

Figura 3.
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Figura 3. Curva patrén de peso seco vs. Absorbancia a una longitud de onda de 660 nm.

V. Preparacidn del inéculo

A partir de la cepa pre-activada, se incorporaron con jeringa estéril 10 mL de caldo
con células a un frasco vial de 500 mL (previamente sellados, conteniendo 500 mL de
caldo PYG incorporando CO; para desaléjar el oxigeno presente), se colocaron en una
incubadora a 37°C con agitacién de 200 rpm. La cosecha del indculo se hizo en la fase

exponencial media.

VI. Fermentacidénes

(Obtencidon de biomasa en matraz

Los frascos viales preparados previamente, se inocularon con la concentracion de
in6culo estudiada con jeringa estéril desechable y se colocaron en una incubadora con

agitacion de 200 rpm; a las temperaturas de estudio durante 12 h.
20



Obtencién de biomasa en fermentador

Se realizaron 4 fermentaciones para las pruebas de agitacion en un fermentador
Bio-Flo HC con capacidad de 1.25 L, el volumen de trabajo fue de 940 mlL (75%),
utilizando medie PYG vy las condiciones de pH, temperatura y porcentaje de indculo se
establecieron de acuerdo a los resultados obtenidos en matraz. Ef esquema del reactor

se muestra en la Figura 4.

Controladores

s de flujo
11 2 w2 .‘;" sff .. ]
masico

Fermentador
Bio Flo [IC —

Bomba
peristaltica NaOH 10 N

Figura 4 Esquema del reactor

Vil. Métodos analiticos

Analisis de peso seco celular

A partir del tiempo cero y hasta el tiempo final de fermentacion, se tomo en
condiciones estériles una alicuota de 1 ml de cada frasco de fermentacion, se midid el
pH en un potenciometro (Corning 21) y la concentracion de biomasa celular se calculd

a partir de la curva patrén previamente construida.
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Cuenta de células viables

Para la cuenta de células activas o viables (UFC/mL), se tomd una alicuota de (0.1
mL) y se hicieron diluciones de 10" hasta 10° en agua peptonada al 0.1%. Se
sembraron 0.1 mL en cajas de petri con medio de cultivo MRS modificado. Las cajas se
incubaron en jarras anaerobias con el sistema Gas-Pack BBL por 48 horas a 37 °C. Se
contaron las colonias y se multiplicod por el factor de dilucidon para obtener el numero de

celulas (UFC) por mL de medio de cultivo.

Métodos de disgregacion

Se utilizaron tres métodos de disgregacion celuiar para cada tubo de dilucion usando
agua peptonada al 0.1%, con vortex por 10 seg, homogenizador de vidrio por 20 seg y

vortex con 3 perias de vidrio por 10 seg.

Tasa especifica de crecimiento ()

Los valores de uy se calcularon a partir de la pendiente de los valores obtenidos en fase

exponencial de la biomasa (transformados a Ln) en un periodo de tiempo.

Determinacion de la concentracidén de glucosa

La determinacion de la glucosa durante los tiempos de muestreo en todo el proceso de

fermentacién se realizé con un kit (Sping react) de glucosa.
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Vill. Disefio experimental

Bajo un disefo factorial 4%, se evaluaron 2 factores (concentracion de indculo y pH).
Los niveles estudiados para las concentraciones de indéculo fueron 5%, 10%, 15% vy
20% y para los pH de 5.5, 6.0, 6.5y 7.0. Ademas, se estudio de manera independiente
el efecto de la temperatura (33°C, 35°C, 37°C, 39°C, 41°C, 43°C) y de la velocidad de
agitacion (50 rpm, 100 rpm, con y sin control de pH). En todos los casos las respuestas
cuantificadas fueron la biomasa expresada en peso seco (g/L) y la cuenta en placa
(UFC/mL). El analisis de los resultados fue realizado con el programa SPSS para

Windows version 8.0.
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ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Cuenta viable de la cepa control

En este estudio la cepa de Bifidobacterium infantis ATCC17930 fue conservada
en glicerol al 80% y leche descremada al 10% a - 70°C, condiciones bajo las cuales se
mantiene. Se realizo la cuenta viable de !a suspension en conservacion, con el fin de
conocer la estabilidad de la cepa durante la duracion del estudio en estas condiciones.

El conteo de UFC se llevo a cabo al inicio del estudio asi como a 3, 6, 9 y 12 meses

(Figura 3).
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Figura 5. Cuenta en placa de la cepa de Bifidobacterium infanlis conservada en
20 % de glicerol y 10 % de leche descremada, conservada a-70°C.
Media + DE (n = 3).
Estos resultados indican que el orden de magnitud de la cuenta viable del cultivo

control en congelacion se mantiene y no presenta una disminucion significativa a 12

meses. Sin embargo dada la ligera tendencia a la disminucion, seria conveniente
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continuar con el monitoreo de la cuenta viable para la cepa control si esta fuera a

usarse durante periodos de tiempo mas largos.

Preparacion del inéculo

Para la preparacion del inéculo se probaron 2 tiempos de crecimiento del pre-
inoculo a 10 horas y 16 horas. Estos cultivos se utilizaron para inocular las botellas
conteniendo medio de cultivo PYG que a su vez fueron los inoculos para las
fermentaciones problema. Se contaron las UFC/mL de este inoculo al tiempo de
cosecha en fase exponencial media (4 - 6 horas) en un rango de absorbancia de 0.500
a 0.600 a 660 nm, obteniéndose mejor resuitado en el cultivo proveniente del pre-
inéculo crecido a 10 h con respecto al de 16 h (1 x 10° UFC/mL, 1x10°

UFC/mL).

Ademas, se encontrd que es muy importante que el rango de absorbancia para
el inoculo se mantenga entre 0.500 - 0.600 para evitar |la fase lag (datos no mostrados)
en la fermentacién, ya que en absorbancias mayores se corre el riesgo de entrar muy

rapidamente en fase estacionaria y/o fase de muerte.

Métodos de disgregacién de células

Por otro lado, al realizar la cuenta en placa se observé que las células se
agregaban dificultando la cuenta en placa, por lo que se realizaron pruebas para
disgregar las células usando diferentes metodos (vortex, homogenizador de vidrio y

vortex con perlas de vidrio) y asi obtener una cuenta mas confiable.
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El experimento se realizé a partir de una misma susperision de células y se
sembré en placa una alicuota de 100 ulL de las suspensiones obtenidas con los

diferentes métodos de disgregacion (Figura 6).

1.00E+09

1.00E+08 -
|

UFC/mL

1.00E+07 ---

Vortex Homogenizador Vortex con perlas

Figura 6. Cuenta en placa de la cepa de Bifidobacterium infantis a partir de
diferentes métodos de disgregacion.
Media *+ DE (n = 3).

Como se observa en la figura 6, la mayor cuenta de células se obtiene cuando
se hace la disgregacion mediante vortex con perlas de vidrio. Por lo que fue el método
utilizado en los experimentos posteriores. Cabe mencionar que con homogenizador de
vidrio se obtuvo una cuenta menor de 4.9 x 10° UFC/mL a la obtenida por el metodo de

vortex con perlas de vidrio (8.5 x 10° UFC/mL), esto se debe a que por este metodo de

disgregacion se obliga la incorporacién de oxigeno, desfavoreciendo la cuenta viable.
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Enla Tabla 3, se proponen finalmente las condiciones para la preparacion del indculo.

Tabla 3. Condiciones establecidas para la preparacién del indculo
i

Prueba realizada Condiciones establecidas
| Conservacion de la cepal En glicerol al 20% y 10% de leche descremada

| control a - 70°C (Estable por 12 meses).

' Crecimiento del pre-indculo | A 10 horas incubando a 37°C |
[

, Crecimiento del in4culo De 5 a 6 horas (fase exponencial media) en un |

rango de absorbanciade 0.5a 06 a A ssonm

| Método de disgregacion Vortex con perlas de vidrio por 10 seg.

Obtencion de biomasa en matraz

Se realizaron experimentos en matraz (Viales de penicilina con 36 mL de medio
de cultivo PYG) para probar el efecto de pH inicial (7.0, 6.5, 6.0, 5.5) y diferentes
concentraciones de inéculo (5%, 10%, 15% y 20%) sobre la produccion en biomasa de

B. infantis a 37°C, 200 rpm.
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Efecto de la concentracion de inéculo y pH

Los resuitados del efecto de las concentraciones de indculo (5%, 10%, 15% vy
20%)y pH (7.0, 6.5, 8.0, 5.5) sobre la biomasa se presentan en la figura 7.
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Figura 7. Efecto de pH 7.0 (A), pH 6.5 (B), pH 6.0 (C) y pH 5.5 (D) en la produccion de bicmasa de
Bifidobacterium infantis a diferentes concentraciones de inéculo en medio de cultive PYG a 37°C, 200 rpm.
Media = DE {n = 3).

Como se observa en la figura 7A, B, C y D, la concentracion de indculo del 5%

presenta una fase lag mayor para todos los pH probados. Para el 10%, 15% y 20% de
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indculo, su fase exponencial de crecimiento tiene una duracion de 2 a 6 horas y para
5% de inoculo de 4 a 8 horas. A partir de las 8 horas de fermentacion los perfiles para
los diferentes pH se encuentran en fase estacionaria alcanzando valores para pH 7.0
de 3.29 g/L (15%), 3.41 g/L (20%), 3.33 g/L (10%), 2.88 g/L (5%), no mostrando
diferencias a pH inicial 6.5. Para pH inicial 5.5 la produccién en biomasa disminuyo en
un 25%, obteniendo valores de 4.27 g/L (15%), 4.26 g/L (20%), 2.80 g/L (10%), 4.25
g/L (5%). Con el andlisis de varianza (Apéndice 1) para los datos a las 8 horas de
fermentacion se puede observar que a pesar de la interaccion significativa, existe un
efecto tanto de [a concentracion de indculo como del pH sobre la biomasa, siendo
mejor la produccion (en general) para la concentraciéon de inéculo del 15% y pH 7.0
obteniendo un valor de 3.8 g/L (Apéndice 2 y 3). Analizando independientemente a
cada pH, dado que la interaccion fue significativa, se pudo observar (andlisis no
mostrado en los apéndices) que la diferencia significativa en la biomasa al 15% de
indculo se presenta solamente a pH 6.5 mientras que en los demas pH no hubo
diferencias significativas de la biomasa entre 15% y 20% de indculo e incluso con 10%

apH5.5.

Debido a esta pobre discriminacion a las 8 horas se procedido a realizar un
segundo analisis con los datos a las 6 horas de fermentacion donde se puede observar
(Figura 7A, B, C y D) que los perfiles de crecimiento para 10%, 15% y 20% de indculo
se encuentran en fase exponencial final y para 5% de inéculo en fase exponencial

media.

El andlisis mostrado en el apéndice 4, muestra nuevamente que existe efecto de

ambos factores y la interaccidn es significativa. Por lo que se analizé el efecto del
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porcentaje de indculo por separado a cada pH, encontrando que la biomasa es
diferente en todos los niveles de concentracién de indculo, para pH 7.0 de 3.92 g/L
(20%), 3.59 g/L {15%), 3.37 g/L (10%), 2.36 g/L (5%); para pH 6.5 de 3.69 g/L (20%),
3.47 g/l (15%), 3.27 g/L (10%), 2.32 g/L (5%), mientras que para pH 6.0 se obtuvieron
valores de 3.16 g/l (20%), 3.29 g/L (15%), 2.92 g/L (10%), 2.06 g/L (5%) y para pH 5.5
de 2.72 g/L (20%), 2.73 g/L {15%), 2.90 g/L (10%), 1.44 g/L (5%), no encontrando
diferencias significativas de la biomasa a 15% y 20% (Apéndice 5). De aqui es claro
gue la mayor produccion de la biomasa se obtiene con 15% y 20% de inéculo, pero no
se descarta el efecto para 10% de indculo (Figura 7A, B, C y D), dado que entre 15% y

10% la diferencia es tan solo de 0.2 g/L

Con respecto al pH se puede observar en el apéndice 6 que las mejores
condiciones para la producciéon en biomasa de las bifidobacterias fueron para 15% vy

20% de inbculoapHde 7.0y 6.5.

Esto nos indica que el pH inicial y la concentracién de indculo tienen influencia
en la produccién de biomasa a 37°C, 200 rom. Los resultados anteriores concuerdan
con estudios de Loaria y Martin en 1991 quienes reportaron que las bifidobacterias no
sobrevivieron a pH menores de 4.5, mientras que a pH 5.6 la sobrevivencia es de
apenas el 50% de la poblacion de células. Otros autores encontraron que a pH bajos el
microorganismo requiere elevados factores de crecimiento especifico (Poch vy

Bezcorovainy (1988), Roy y Cols (1991).

Estudios de Grill y Cols (2000), observaron que a pH 7.0 y 37°C en presencia de
bilis se favorecia la cuenta viable de algunas cepas de bifidobacterias, mientras que a
pH 5.5 las cepas fueron sensibles disminuyendo considerablemente la cuenta con
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respecto a pH 7.0. Scardovi (1986), observd que a pH arriba de 8 unidades no se
presenta crecimiento de cepas de bifidobacterias. Estos resultados concuerdan con
Taillandier y Cols (1996), quienes usaron disefios factoriales para temperatura (30°C -
37°C) y pH (5.5 - 7.0), encontrando que a pH 7.0 y temperatura de 37°C se favorece la
cuenta viable, siempre y cuando se mantenga un control del pH durante el proceso de
fermentacion. Ademas, observaron que el mayor efecto sobre la viabilidad lo
proporciona la composicion del medio de cultivo, en especifico las fuentes de Nitrégeno
y Carbono. (Shimamura y Cois, 1992). Todo esto confirma la importancia del pH del

medio de cultivo para la produccion de bifidobacterias.

Por otro lado, ademas del estudio del efecto de pH y concentracion de indculo
sobre la produccion de biomasa de B. infantis, se estudid su efecto sobre |a tasa
especifica de crecimiento a concentraciones de indculo del 10%, 15% y 20%.
Encontrando que para 10%, se obtienen las tasas mas altas (Tabla 4), descartando las

concentraciones de 15% y 20% de indculo.

Dado que no hay diferencias de la tasa especifica de crecimiento a los diferentes

pH, las fermentaciones posteriores se realizaron a pH inicial 7.0.

Estudios de Thomas (1999), utilizando modelos de superficie de respuesta con
ajuste de curvas de crecimiento a través de la ecuacién de Gompertz para el efecto de
pH y temperatura sobre la viabilidad (UFC/mL), demostrando que al final del proceso de
fermentacion a 37.5°C y pH inicial de 7.4, se obtuvieron vaiores maximos de la cuenta
viable en un periodo de tiempo de 6 h y se favorecieron las velocidades especificas de
crecimiento por el ajuste del modelo, resultados que coinciden con pH inicial 7.0, 10%

de inoculo. Por otro lado, a concentraciones de indculo mayores no se permite
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visualizar el efecto sobre la produccién ya que se parte de valores altos iniciales,

acumulandose los productos finales del metabolismo y disminuyendo el pH inicial

después de incorporarse en los frascos de fermentacion.

Tabla 4. Promedios de la tasa especifica de crecimiento.

" pHinicial 5 % indculo 10 % indculo 15 % indculo 20 % indculo
| p(h) M(h™) u(h™) h
|
70 0.327 0.419 0.389 0.345
65 0.321 0.417 0.384 0.320
! 6,0 0.302 0.412 0.349 0.308
| 5,5 0.278 0.405 0.326 0294 |
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Perfil de pH en fermentaciones con diferentes concentraciones de inoculo y
diferentes pH.

En la figura 8, se observan los perfiles de pH para cada condicion de estudio
(Figura 8A, B, C y D), resultados que muestran la caida de pH durante la fermentacion
a diferentes concentraciones de indculo encontrando gque al final del proceso de

fermentacion los valores de pH no son mencres de 4, no existiendo de esta forma una

diferencia en los valores finales.
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Figura 8. Perfil de caida de pH a pH iniclal de 7.0 (A}, pH 6.5 (B), pH6.0(C)y pH5.5(D}), enla produccién
de3 biomasa de Bifidobacterium infantis a diferentes concentraciones de inéculo en medio de cultivo PYG a
37°C, 200 rpm.

Media + DE (n = 3).

33



Estos resultados nos indican que al final del proceso de fermentacion aunque se
parta de pH diferentes los valores finales siempre seran cercanos a 4 (Tabla 5).
FPodemos mencionar que el medio de cultivo utilizado en las fermentaciones (PYG) no
proporciona una capacidad amortiguadora aceptable ya que los fosfatos pueden estar

siendo consumidos.

Tabla 5. Cambio de pH en el proceso de fermentacion.

[Concentracion  pH inicial de pH final de
de indculo produccion produccion
I O 7.0 440
] 5% 6,5 4,34
6.0 431
| 5.5 4,26
| 7.0 4,32
10% ' 6,5 4,20 |
. 6,0 406 '
| ‘ 5,5 4,06
| 7.0 4,32
| 15% 6,5 428
6.0 420
' 5,5 414
\
| 7.0 4,68
20% | 6,5 455
6,0 4 47 j
| 55 452
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Consumo de glucosa a diferentes pH y concentraciones de indculo.

Como se observa en la figura 9, los perfiles del consumo de glucosa a diferentes
pH iniciales (Figura SA, B, C y D) y a diferentes concentraciones de inéculo para B.
infantis, siguen fa misma tendencia, presentando un consumo mayor en las primeras 4

horas y disminuyendo conforme pasa el tiempo de fermentacion.
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Figura 9. Consumo de glucosa a pH inicial de 7.0 (A), pH 6.5 (B), pH 6.0 (C) y pH 5.5 {D) en el crecimiento
de B.infantis a diferentes concentraciones de inaculo en medio de cultivo PYG a 37°C, 200 rpm.
Media = DE {n = 3).
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Estos datos coinciden con el comportamiento de la produccion {(Figura 7A, B, Cy
D) y perfil de caida de pH (Figura 8A, B, C y D). Al final del proceso de fermentacion se
observa que no llega a consumirse en su totalidad la concentracidn de glucosa. A
tiempo cero, los valores reportados no coinciden con la concentracion inicial de 30 g/L

por el efecto de la dilucion del volumen incorporado de indculo.

Con base en estos resultados se determind que las combinaciones mas
adecuadas para lograr una mayor produccion (Maxima biomasa) en menor tiempo
(maxima tasa especifica de crecimiento) fueron 10% de inéculo con pH inicial 6.5 y
10% de indculo con pH inicial 7.0 a 37°C, 200 rpm. Por lo tanto, basado en la discusién
previa sobre las variables del proceso de fermentacion que proporcionan mayor efecto
para la biomasa viable y tasa especifica de crecimiento reportado por Grill (2000),
Thomas (1999) y Taillander (1996), ademas de que la importancia de! efecto probidtico
es en el intestino (valores de pH cercanos a 7.0), se considerara en adelante

tnicamente la combinacion del 10% de indculo y pH inicial 7.0

Efecto de la temperatura

Estableciendo de los experimentos anteriores las condiciones iniciales de pH 7.0
y concentracion de inoculo del 10%, se realizaron fermentaciones a diferentes

temperaturas (33°C, 35°C, 37°C, 39°C, 41°C y 43°C).
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En la figura 10, se observan los perfiles de biomasa de B. infantis a diferentes
temperaturas mostrando que a 41°C y 43°C se observa un comportamiento similar en
los perfiles de crecimiento, obteniendo mayores valores de biomasa de 4.59 g/L (41°C),
4.67 g/L respectivamente a 8 horas de fermentacion y menores a su vez para las
temperaturas de 38°C (4.06 g/L), 37°C (3.97 g/L), 35°C (3.22 g/L), 33°C (2.83 g/L),
siendo esta ultima un 60% menor con respecto a la obtenida a 43°C, datos que
concuerdan con estudios de Boon y Cols. (2000), quienes encontraron que el efecto de
la temperatura favorece la produccidn en un proceso de fermentacion y sistema

enzimatico, alcanzando valores de 4 g/L a 39°C en 8 horas.

50 -

Peso seco g/L
N s
o =) o

—
o

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo (h)

Figura 10. Efecto de temperatura en la produccitn de biomasa de
Bifidobacterium infantis .a pH inicial 7.0, 10% de néculo, 200 rpm.
Media = DE (n = 3).

En los perfiles de crecimiento para temperaturas menores de 39°C no se
observa el cambio en la pendiente que marque |a fase estacionaria, ademas mantienen

un comportamiento similar a lo largo del proceso de fermentacion, por lo que es claro
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que a estas temperaturas se requieren tiempos de fermentacion mayores para obtener

la biomasa producida a 41°C y 43°C.

Con base en el analisis estadistico para la biomasa producida a 8 horas de
fermentacion (Apéndice 7 y 8), la mayor produccién de biomasa fue a 41°C (4.57 g/L) y
43°C (4.69 g/L) no presentando diferencias significativas entre estas. Este analisis no
permite visualizar la diferencia de la biomasa dado que a estas temperaturas el
crecimiento se encuentra en fase estacionaria. Sin embargo a las 6 horas de
fermentacién (Apéndice 9y 10}, se obtuvo la mayor producciéon a 43°C. A este tiempo,
se calculd la cuenta viable siendo mayor a esta temperatura (3.2 x 10° UFC/mL) vy
diferente de todas las demas cuentas a temperaturas menores (Apendice 11 y 12) ya

que la biomasa generada se encuentra en fase exponencial final.

A partir de lo anterior se considerd la temperatura de 43°C como condicién para

los experimentos subsecuentes favoreciendo la biomasa (Figura 11) y fa cuenta viable.

Peso seco g/L
(o] — [he] w
[an) (e ] (e ] o
|

33°C 35°C 37°C 39°C 41°C 43°C

Temperatura

Figura 11. Biomasa obtenida a 6 h de fermentacién de Bifidobacterium infantis
en medio de cultivo PYG a pH inicial 7.0, 10 % de inoculo, 200 rpm.
Media + DE (n = 3. 18



Tasa especifica de crecimiento, p (")

Por otro lado, ademas del estudio del efecto de la temperatura sobre la
produccion de biomasa de B. infantis, se estudid su efecto sobre |a tasa especifica de
crecimiento. Encontrando que para 43°C, se obtiene la tasa mas alta (Tabla 6). Estos
datos concuerdan con Watier y Cols. (1996), quienes encontraron que al aumentar la
temperatura en un rango de 30°C a 37°C a pH inicial de 6.0 la velocidad especifica de
crecimiento se favorece. Asi mismo, estos valores coinciden con estudios de Burkhard
y Cols. (1996), quienes observaron la actividad metabélica a diferentes temperaturas,
encontrando que a 33°C la velocidad especifica de crecimiento disminuye y asi mismo

el consumo de glucosa, acumulandose la formacion de acido lactico.

Dado que hay diferencias de la biomasa viable obtenida y tasa especifica de

crecimiento a 41°C y 43°C, se realizaran fermentaciones posteriores a 43°C.

Tabla 6. Tasa especifica de crecimiento.

. T°C 33°C 35°C 37°C 39°C 41°C 43°C

u(hy ' 01920 02427 03616 03433  0.5621 0.5874 !
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Perfil de pH y consumo de glucosa en fermentaciones a diferentes temperaturas.

En la figura 12, se observa la caida de pH a las diferentes temperaturas,

encontrando que para ninguna temperatura el pH final es menor de 4.5 a 8 horas de

fermentacion. Estos resultados concuerdan con la biomasa obtenida en estas

condiciones. Al obtener menor produccion, el metabolismo de las bifidobacterias

disminuye reflejando sus valores en la caida de pH.

Unidades de p

a0 - —

Tiempo {h}

Figura 12. Perfil de caida de pH en la produccion de biomasa de B. infantis a
diferentes temperaturas en medio de cultivo PYG a pH inicial 7.0, 10% de
inoculo, 200 rom.

Media = DE (n = 3).
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En la figura 13, se muestra el consumo de glucosa a diferentes temperaturas
encontrando gue para 43°C no se presenta un consumo total a 8 h, sin presentar

aumento en la concentracion residual al disminuir la temperatura (Figura 11).

28 - ——232°C
—&—35°C
—&—37°C
—e—39°C
——41°C
———43°C

24 -

20 -

16

Glucosa g/L

12 -

Tiempo (h)

Figura 13. Consumo de glucosa en la produccion de biomasa de 8.
infantis a diferentes temperaturas en medic de cultivo PYG a pH inicial 7 0,
10% de inéculo, 200 rpm.

Media £+ DE (n = 3).

Con base en los experimentos anteriores el mayor efecto en la produccion de
biomasa viable y tasa especifica de crecimiento fue a las condiciones iniciales de pH
7.0 y concentracion de inoculo del 10%, a temperatura de 43°C a 200 rpm, lo cual esta
basado en los sustratos incorporados en el medio de cultivo relacionados con las vias
metabolicas primarias necesarias para la obtencion de energia (Van Hoek y cols, 1998)
y las condiciones adecuadas de fermentacién para mantener un mismo ambiente que

_permita el desarrollo y proliferacion de las bifidobactenas en un tiempo de fermentacion

menor.
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Obtencién de biomasa viable en fermentador

Efecto de la agitacién en la produccion de biomasa

Estableciendo de los experimentos previos las condiciones iniciales de pH 7.0,
concentracion de indculo del 10% y temperatura de 43°C, se realizaron fermentaciones
en reactor a 2 velocidades de agitaciéon con y sin control de pH (50 rpm y 100 rpm). En
la figura 14, se observa la produccién de biomas de B.infantis en medio de cultivo PYG

a estas condiciones.

80 -
7.0
6.0 -
=4 50 -
o
a ‘ 100 cfc pH
& 40
£ —&— 100 s/c pH
'c'g 19 i —&— 50 c/c pH
—8— 50 s/c pH
20 -
1.0 -
00 - — - — — === — ==
0 1 2 3 4 5 & 7 8

Tiempo (h)

Figura 14. Efecto de la agitacion en la produccion en biomasa de
Bifidobacterium infantis en medio de cultivo PYG a pH inicial 7.0, 10% de indculo
a43°C.

Media £ DE (n = 2}.

Como se observa en la figura 14, los perfiles en la produccién de biomasa de
B. infantis, siguen el mismo comportamiento entre 50 rpm, 100 rpm con y sin control de
pH. La biomasa obtenida a 8 horas de fermentacion a estas velocidades de agitacion

presentan valores para 50 rpm con y sin control de pH de 6.20 g/L y 6.07 g/L; para 100
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rpm con y sin control de pH de 7.48 g/L y 6.08 g/L. Ademas, los perfiles de produccién

de biomasa muestran fase estacionaria después de 6 horas.

Por otro lado, la biomasa obtenida en fermentador a 100 rpm con pH controlado
es 50% mayor a la obtenida en matraz a 200 rpm. Dado que las agitaciones son

diferentes en ambos procesos.

Con base en el analisis estadistico para la biomasa producida a 8 horas de
fermentacion (Apéndice 13 y 14), la mayor produccién de biomasa fue a 100 rpm con
pH controlado durante la fermentacién siendo 12 % mayor respecto a 50 rpm con pH
controlado, cos mostrando mayor efecto para 100 rpom y 50 rpm con pH controlado y

menor para 50 rpm y 100 rpm sin control de pH.

Cuenta viable (UFC/mL)

La cuenta viable inicial en la fermentacién fue de 10° UFC/mL, obteniendo
valores de 5 x 10% UFC/mL (50 rpm con.pH controlado) y 1 x 10° UFC/mL (100 rpm con
pH controlado) a 8 horas de fermentacion, presentando un aumento del 12% para 100
rom con respecto a 50 rpm con pH controlado (Tabla 7). Estos resultados nos permiten
visualizar el aumento de 4 niveles en magnitud controlando el pH a 100 rpm y
disminuyendo 1 orden para las otras condiciones descritas, lo cual puede ser indicativo
de la cosecha en fase exponencial del indculo, favoreciendo la cuenta viable al final del

proceso de fermentacion.
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Tabla 7. Cuenta viable a las 8 horas de fermentacion

100 rpm 20 rpm
L PH control S/control de pH PH control  S/control de pH |
|
. 6h | 6.3x10° 1 x 108 1x 108 1.1 x 108 |
|
8 h 1x10° 5x 108 8 x 108 1.3 x 108

Tasa especifica de crecimiento, p (h™)

Por otro lado ademas dei estudio de la agitacion sobre la producciéon de biomasa
viable de B. infantis, se estudid su efecto sobre la tasa especifica de crecimiento.
Encontrando que para 100 rpm con control del pH durante la fermentaciéon se obtiene la
tasa especifica de crecimiento mas alta comparada con |la obtenida con 50 rpm. La tasa
especifica con 100 rpm sin control de pH tambien resultd ser menor de |a obtenida con

control de pH (Tabla 8).

Cabe mencionar que el valor de u obtenido a nivel matraz a esta temperatura
con agitacién de 200 rpm y un volumen final de 40 mL es superior {(0.5874 h'1).

comparada con la obtenida en fermentador volumen final cercanoa 1 L a 100 rpm.

Con estos resultados podemos encontrar que la velocidad de agitacion es un
factor importante en el proceso de fermentacién para aumentar la biomasa viable ya
que se asegura mayor transferencia de nutrientes al microorganismo favoreciendo su

produccidén viable
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Tabla 8. Tasa especifica de crecimiento u (h™)

100 rpm 50 rpm
PH control S/control de pH PH contral S/control de pH

0.323 0.298 0.293 0.253 |

S — |

Efecto de la agitacion en el perfil de caida de pH

En la figura 15, se observa el perfil de la caidaa 50y 100 rpm, encontrando que

el pH disminuye rapidamente alcanzando valores menores de 4.5 a 100 rpm y de 5 a

50 rpm a 8 horas.

—e— 100 m
—a— 50 pm

Unidades de pH
I o o
- o 13

|
|
|
|

Tiempo (h)

Figura 15, Efecto de la agitacion en el perfil de la caida de pH en la produccion
en biomasa de Bifidobacterium infantis en medio de cultivo PYG a pH inicial de

7.0, 10% de inoculo a 43°C.

Con estos resultados podemos encontrar que al aumentar la agitacion el medio

de cultivo se mantiene mas homogéneo y cabe la posibilidad de que la transferencia de

AT XOCHINILCO SERVICIDS DF INFORMATION 45

ARCHIVO HISTORIC (1



nutrientes al microorganismo sea mayor favoreciendo la caida de pH. Dado que hay
diferencias en la produccion de biomasa, viabilidad y tasa especifica de crecimiento, en
fermentaciones futuras se plante mantener un control de pH 7.0 durante el proceso de
fermentacion partiendo del 10% de inoculo.

A partir de estos resultados podemos proponer que si el proceso de
fermentacion se realiza bajo las condiciones propuestas en este estudio, la produccién
final de Bifidobacterium infantis alcanzaria niveles en magnitud de 10° UFC/mL con una
biomasa promedio de 7.5 g/L, lo que aseguraria que ia concentracion de células
viables sea suficiente para poder llegar a establecerse en el intestino y ejerza su efecto

probidtico.

La FDA establece que las cepas probioticas deben de mantener una cuenta
viable > a 10® UFC/mL. Estudios de Biavati y Cols. (1992}, Dave y Shah (1997), en
yoghur encontraron que las bifidobacterias en leches no sobrevive a 35 dias después
de su fermentacion. HA y Cols. (1999), reportaron la disminucion en 1 orden de
magnitud de 10° a 10> UFC/mL durante 40 dias a 4°C. Micanel y Cols. (1997),
investigaron el efecto de la temperatura a 4°C y 9°C en la conservacion del producto
en 4 yoghurts comerciales encontrando que a 4°C la cuenta viable de bifidobacterias se
mantiene (‘IO6 UFC/mL), a 9°C disminuye 3 ordenes de magnitud (10° UFC/mL). Con
estos niveles de viabilidad no se asegura que la ingesta del producto pueda mejorar la
microbiota en el tracto gastrointestinal, por lo cual se requiere mantener una cuenta en
un orden de magnitud mayor para asegurar la concentracién de microorganismos vivos
en el producto y su estabilidad en anaquel. Con ello, podemos estimar que el nidmero

de células vivas proporcione un efecto benefico en el huésped.
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Tabla 7. Cuenta viable a las 8 horas de fermentacian

100 rpm 50 rprh
PH control S/control de pH PH control S/control de pH |
6 h 6.3 x 108 1 x 10% 1% 10° 11 x 108
8 h 1 x 10° 5 x 10° 8 x 10° 13 x 108

Tasa especifica de crecimiento, p (h™")

Por otro lado ademas del estudio de la agitacién sobre la produccion de biomasa
viable de B. infantis, se estudid su efecto sobre la tasa especifica de crecimiento.
Encontrando que para 100 rpm con control del pH durante la fermentacién se obtiene la
tasa especifica de crecimiento mas alta comparada con la obtenida con 50 rpm. La tasa
especifica con 100 rpm sin control de pH también resultd ser menor de fa obtenida con

control de pH (Tabla 8).

Cabe mencionar que el valor de p obtenido a nivel matraz a esta temperatura
con agitacion de 200 rpm y un volumen final de 40 mL es superior {0.5874 h™'y.

comparada con la obtenida en fermentador volumen final cercano a 1 L a 100 rpm.

Con estos resultados podemos encontrar que la velocidad de agitacion es un
factor importante en el proceso de fermentacion para aumentar la biomasa viable ya
que se asegura mayor transferencia de nutrientes al microorganismo favoreciendo su

produccion viable
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Tabla 8. Tasa especifica de crecimiento p (h™)

100 rpm 50 rpm
PH control S/control de pH PH control S/control de pH

!

0.323 0.298 0.293 0.253

-

Efecto de la agitacion en el perfil de caida de pH

En la figura 15, se observa el pesfit de la caida a 50 y 100 rpm, encontrando que
el pH disminuye rapidamente alcanzando valores menores de 4.5 a 100 rpm y de 5 a
50 rpm a 8 horas.
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Figura 15. Efecto de la agitacion en el perfil de |a caida de pH en la produccion
en biomasa de Bifidobactsrium infantis en medio de cultivo PYG a pH inicial de
7.0. 10% de inéculo a 43°C

Con estos resultados podemos encontrar que al aumentar la agitacion el medio

de cultivo se mantiene mas homogéneo y cabe la posibilidad de que la transferencia de
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nutrientes al microorganismo sea mayor favoreciendo la caida de pH. Dado que hay
diferencias en la produccion de biomasa, viabilidad y tasa especifica de crecimiento, en
fermentaciones futuras se plante mantener un control de pH 7.0 durante el proceso de
fermentacion partiendo del 10% de indculo.

A partir de estos resultados podemos proponer que si el proceso de
fermentacion se realiza bajo ias condiciones propuestas en este estudio, la produccion
final de Bifidobacterium infantis alcanzaria niveles en magnitud de 10° UFC/mL con una
biomasa promedio de 7.5 g/L, lo que aseguraria que la concentracién de células
viables sea suficiente para poder llegar a establecerse en el intestino y ejerza su efecto

probidtico.

La FDA establece que las cepas probicticas deben de mantener una cuenta
viable 2 a 10° UFC/mL. Estudios de Biavati y Cols. (1992), Dave y Shah (1997), en
yoghur encontraron que las bifidcbacterias en leches no sobrevive a 35 dias después
de su fermentacidn. HA y Cols. {1999), reportaron la disminucion en 1 orden de
magnitud de 10° a 10° UFGC/mL durante 40 dias a 4°C. Micanel y Cols. (1997),
investigaron el efecto de la temperatura a 4°C y 9°C en la conservacion del producto
en 4 yoghurts comerciales encontrando que a 4°C la cuenta viable de bifidobacterias se
mantiene (10° UFC/mL), a 9°C disminuye 3 ordenes de magnitud (10° UFC/mL). Con
estos niveles de viabilidad no se asegura que la ingesta del producto pueda mejorar la
microbiota en el tracto gastrointestinal, por lo cual se requiere mantener una cuenta en
un orden de magnitud mayor para asegurar la concentracion de microorganismos vivos
en el producto y su estabilidad en anaquel. Con eflo. podemos estimar que el numero

de celulas vivas proporcione un efecto benefico en el huésped.
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a)

b)

d)

CONCLUSIONES

Se verifico la cuenta viable de la cepa en congelacion observando que no existe
una variacion significativa de la viabilidad original (1.66 x 107 UFC/mL) con la

obtenida a 12 meses de estudio (1.50 x 107 UFC/mL).

El tiempo de activacion de la cepa como pre-indculo se establecié a 10 horas de
incubacion estatica en sistema Gas-Pack BBL obteniendo una cuenta viable de 1

x 108 UFC/mL.

La cosecha del inoculo debe realizarse en fase exponencial media de
crecimiento en un rango de absorbancia de 0.500 - 0.600 a , sso nm, €l tiempo

puede variar de 4 a 6 horas.

Las condiciones de fermentacion seleccionadas para la obtencidén de una mayor

cantidad de biomasa viable de B. infantis fueron las siguientes: pH inicial 7.0 y su

control durante el proceso de fermentacion, 10% de indculo, 43°C, 100 rpm a 8

horas

- Se eligido la concentracién del 10% de in6culo y pH inicial 7.0 ya que
proporciona una tasa especifica de crecimiento maxima de 0.419 y el modelo
factorial aplicado muestra diferencias estadisticamente significativa para la

biomasa obtenida.
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La temperatura de mayor efecto fue de 43°C a las 6 h de fermentacion,
obteniendo una biomasa de 4.50 g/L y favoreciendo la cuenta viable promedio

de 3.2 x 10% UFC/mL asi como su tasa especifica de crecimiento.

Velocidad de agitacion de 100 rpm con un control a pH 7.0 durante la

fermentacion. Con estos factores de proceso optimizados se incremento la

biomasa hasta 7.48 g/L con una cuenta viable de 1 x 10° UFC/mL.

Se requiere mantener un control de pH 7.0 durante las 8 horas de

fermentacion para favorecer la cuenta viable y la biomasa.

El tiempo final de fermentacion se establecié a 8 h en donde se llega a la

fase estacionaria.
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1.

PROPUESTAS

La concentracion de glucosa de 30 g/L del medio PYG no se consume en su
totalidad al tiempo de cosecha. Si se disminuye esta concentracion,
proporcionaria una reduccion en el costo del medio de cultivo haciendo mas
rentable su produccién. Para corroborar este idea se requiere realizar

fermentaciones con menores concentraciones de glucosa.

A tiempo de 8 h en fermentador no se observa la fase estacionaria en el
crecimiento de B. infantis en fermentador, por lo que se podria aumentar para

alcanzarla.

Se requiere probar otras: velocidades de agitacion para conocer con cual se

genera la maxima biomasa viable.

Se requiere la medicién de los productos finales del metabolismo por HPLC,
para analizar el efecto de las variables estudiadas en la presencia de acidos ai

final del proceso de fermentacion.
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Apéndice 1. Disefo factorial 4° para biomasa a diferentes pH (7.0, 6.5, 6.0,
5.5) y concentraciones de indculo {5%, 10%,15 %, 20%)a 8 h

Dependent Vanable: PSECQ_8H

Tests of Between-Subjects Effects

Type Wl

Sum of Mean Eta Noncent Observe
Source Squares df ~ Square | F Sig. Squared Parameter Power
Corrected Model 8.5410 15 569 } 46,365 000 | 956 695,469 10
intercept 664 065 664,055 |54073,532 000 999 | 54073532 1.0
INOCULO 501 167 13,593 .000 560 40,780 1.0
PH 7178 2,393 194,842 ,000 948 584,527 1.0
INOCULO * PH 862 9 9.574E-02 7.796 ,000 687 70182 10
Emror ,393 32 1,228E-02
Total 672.999 48
Corrected Total 8,934 | 47 { ]

3. Computed using aipha = ,05
b. R Squared = §56 {Adjusted R Squared = ,935)

Apéndice 2. Comparacion de biomasa promedio por prueba de Tukey para el
efecto concentracion de inéculo.

PSECO_8H

Tukey HSBP
Subset

Inéeculo N 1 2 2
10 12 3,5920
5 12 3,6602 3,6602
20 12 3,7481
15 12 3.8708
Sig. 538 231 | 1.060

Means for groups in homogeneous subsets are display

Based on Type [ll Sum of Squares

The error term is Mean Square(Error) = 1,228E-02.
a. lUses Harmonic Mean Sample Size = 12,000.

b. Alpha = ,05.

Estirnated Marginal Means

Estimated Marginal Means of PSECO

19
|

3.51

37

S %

Indeulo

13 %



Apéndice 3. Comparacion de biomasa promedio por prueba de Tukey para el
efecto de pH.

PSECO_8H Estimated Marginal Means of PSECO_8
s
Tukey HST? ‘
Subset ”J
pH N 1 2 3 4 40
55 12 13,2109 2.,
6.0 12 3.4887 $
6.5 12 4,0089 3%
7.0 12 41695  §
Sig. . 1,000 1,000 1,000 1000 & .
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. % vo |

Based on Type lll Sum of Squares MO o § pHE0 s

The error term is Mean Square{Error) = 1.228E-02. y
P

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 12,000.
b Alpha = ,05.

Apéndice 4. Disefo factorial 4> para biomasa a diferentes pH (7.0, 6.5, 6.0,
5.5) y concentraciones de inéculo {5%, 10%, 15 %, 20%) a 6 h.

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: PSECO_6H

Type lil | i | | ‘

Sumof | Mean Eta Noncent. Cbserve
Source Squares l df Squara F | Sig. Squared | Parameter Power
Corrected Model 19,469° 15 1,298 [ 133948 | 000 984 2009217 | 10
Intercept 418,145 1 418,145 143152756 i 000 999 | 43152766 10
INOCULO 13.432 3 4477 462,055 000 977 1386,164 } 1.0
PH 5,337 3 1,779 183,609 000 945 550,828 | 1.0
INOCULO - PH 700 g | 7,776E-02 8,025 | 000 693 72226 1.0
Error 310 32 | 9.59CQE-Q3 ‘
Total 437,924 48 .
Corrected Total 19.779 47 | |

a. Computed using aipha = 05
b. R Squared = ,984 (Adjusted R Squared = 977}



Apéndice 5. Efecto de pH a diferentes concentraciones de indculo sobre la
biomasa promedio por prueba de Tukey.

PSECO_8+P

Tukey HSO'

] Subsel fer alpha = 05
Indcuic N | | 2 3 4
g 3 7 3257 '
10 3 32677
15 3 34710
20 3 3.6840
Sig. 1000 1000 1020 1000

Mzas for greups n homogenecus subsets ar displayed
1 588 Harmenie Maan Sample Size = 3 600

PSECO_EH
Tukey HsO'
\ Subsat for alpha = 05
ket ] N | 1 2 3 4
5 3 2 3583
10 3 33730
15 3 3 5860
20 3 35160
Sig. . 10%o 1500 1.000 1 000
*daans far groups m hemeganaous subsats ars displayed
2 |Jsas Harmonic Mean Sample Siza = 3020
b pH=70
PSECO_6H
Tukey HSO
Subset for aipha = .05
inéculo N 1 2 | 3
5 3 2.0860
10 3| | 29220
20 3 31590
15 3 | 3.2880
Sig 1000 | 1.000 | 364

Meana for groups in homogenecus subsets are displayed.
8. Uses Harmonic Mean Sampia Size = 3.000
b pH=60

Apéndice 6. Efecto de las concentraciones de indculo a diferentes pH sobre

b pR=65
PSECO_EH
Tukey HSO
Subset for alpha = .05

Inéeulo N v e
5 3 1.4457 [
20 ! 2.7203
15 3 2.7280
10 3 | 2.9033
Sig. 1.000 497

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
3. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3 C00.
b pH=55

la biomasa promedio por prueba de Tukey.

PSECO_6H

Tukey HSO

Subsat for alpha = 05
oH N 1 2
55 3 14457
6.0 3 2 0660
65 3 2.3257
70 3 23583
Sig. 1.000 134

Means for groups in homogeneaus subsets are displayed
4. Uses Harmenic Mean Sample Size = 3.000.
B Inocule = 5

PSECO_BH
Tukey HSO'
Subset for aipha = .05
H N 1 2 3
5.5 3 2.7260
60 3 1 3.2860
65 3 34710
7.0 3 3 5860
Sig. ! 1000 1.000 .099

Means for groups in hamogeneous subsals are displayed
2 Uses Harmenic Mean Sample Size = 3.000

b Indcuta = 15

PSECO_BH

Tukay HsT

Subsat far alpha = .05
pH N 1 2
55 3 2.9033 '
60 3 2.9220 |
65 3 ' 32677
70 3 33730
Sig 490 | a77

teans for groups in homageneous subsets are displayed.
2. Uses Harmomic Mean Sample Size = 3.000
9 |nocule = 10

PSECO_6H

Tukey HSIF
Subset for alpha = 05

pH N ] 2 3
55 3 27203
6.0 3 3 1580
65 3 3.6940
10 3 39180
Sig 1.000 1.000 087

Means for groups in homogeneous subsats are displayed.
2 Usas Harmomc Mean Sample Size = 3 000.
b indculo = 20



Apéndice 7. Analisis de varianza para biomasa obtenidas a diferentes
temperaturas a 8 h de fermentacion.

ANOVA
PSECO_8
Sum of Mean
‘Squares df Square F Sig.
Between Groups 8,074 5 1,615 264,450 | .00
Within Groups 7.327E-02 12 6.106E-03
Total 8,147 ¥ B \

Apéndice 8. Comparacion de biomasa promedio por prueba de Tukey.

PSECO 8 50

Tukey HSD

4.5

Subset for alpha = .05

temper N 1 2 3 4
33°C 2,83333
35°C
37°C
39°C
41°C
43°C
Sig. \

48

3,22667

L
n

3,97367
4.0600C0

"

458733
4,67267
1000 | 1.000 | 752 760

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

W W W W W W

Mean of PSECO_8

2.5j'7
43°C

A\ i8°C 7 A5

) lemper
8. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.

Apéndice 9. Analisis de varianza para biomasa obtenida a diferentes

temperaturas a 6 h de fermentacion.

ANOVA
PSECO B
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between Groups 13,166 5 2,633 | 7082,946 ,00
Within Groups 4 461E-03 12 3,718E-04
Total 13,171 17




Apéndice 10. Comparacion de biomasa promedio por prueba de Tukey.

PSECO 6
Tukey H5D
Subset for aipha = .05
tempe N 1 2 3 4
33°C 3 2.16867
35°C 3| 2,61000
37°C 3 3,18633
39°C 3 3,22933
41°C 3 4,37933
43°C 3 45096
Sig. 1,000 | 1.000 139 1 1,000 | 1.00

Means for groups in homogenecous subsets are displayed.
2.Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.

Apéndice 11. Analisis de varianza para cuenta viable obtenido a diferentes
temperaturas a 6 h de fermentacion.

5.0

Mean of PSECO_G

20

o
LA

439C

temper

41°C

ANOVA
VIABIGH
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between Groups 1,52E+17 5 3,04E+16 69,1983 .00
Within Groups 5,26E+15 12 4 39E+14
Total 1.57E+17 17

Apéndice 12. Comparacién de la cuenta en placa promedio por prueba de

Tukey.

VIABI6H

Tukey HSD?
Subset for alpha = .05

temper N 1 2 3
33°C 3 8.0E+07
35°C 3 9.2E+07
37°C 3 1,0E+08
3g9°C 3 1,2E+08
41°C K] 2,6E+08
43°C 3 3,2E+08
Sig. ,288 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

ACOOTCI g

IFC

3WM
|

2000000

Mean of VIABIGH
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péndice 13. Analisis de varianza para biomasa obtenida a 2 velocidades de
agitacion a 8 h de fermentacion.

ANOVA
PSECO8H
Sum of [ Mean
Sguares af Square F Sig.
Between Groups 2.824 3 r 941 1 1141134 .00
Within Groups 3,300E-03 4 ' B,250E-04
Total 2,828 7|

Apéndice 14. Comparacion de biomasa promedio por prueba de Tukey para
el efecto de velocidad de agitacion.

PSECQOS8H

Tukey HSD
Subset for alpha = .05

AGITACIQ N 1 2 3
50 rom s/pH ¢ -2 6,0700
100 rpm s/pH ¢ 2 6,0800
50 rpm c/pH ¢ 2 6,2050 |
100 rom c/pH C 2 7.4850
Sig. .984 1,000 1,600

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2.000.

. Mean of PSECOBH
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