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Resumen

El pulque es una bebida prehispánica obtenida de la fermentación del aguamiel del agave. 
A partir de esta bebida es posible aislar levaduras y bacterias. Anteriormente, se realizó el 
aislamiento y la identificación de bacterias con potencial probiótico en varias muestras de 
pulque distribuido en la Ciudad de México; entre los microorganismos aislados se obtuvo una 

cepa del género Lactobacillus la cual tiene potencial probiótico en el tracto digestivo, lo que 
permite la posibilidad de desarrollo de productos de consumo con Lactobacillus (probióticos) 
que sean típicos y autóctonos de la cultura mexicana. Sin embargo, para el establecimiento 
de la cepa a un producto de consumo, es necesario realizar la formulación, la optimización 
del medio de cultivo y la determinación de las condiciones de incubación con base en las 
necesidades del lactobacilo para obtener un buen rendimiento, así como la formulación de 
un medio de cultivo que sea económico y propicie el crecimiento de la cepa. Se realizaron 
estudios cinéticos de crecimiento con diferentes formulaciones para la cepa de lactobacilo. Los 
estudios cinéticos realizados fueron los siguientes: Agua peptonada como control negativo, 
medio de cultivo MRS (DeMan, Rogosa y Sharpe) como control positivo,  formulaciones de 
leche y suero de leche, con diferentes concentraciones de nutrientes del medio MRS. Se 
observó el mayor crecimiento del lactobacilo en el medio de leche con sales del medio MRS 
al 10% p/v, pH 6.4, 7% p/v lactosa, 29°C a las 18 h de cultivo.

Palabras clave: Pulque, probiótico, medio de cultivo económico

Abstract

Pulque is a pre-Hispanic beverage obtained from the fermentation of the agave mead. From 
this drink is possible to isolate yeasts and bacteria. Previously, the work team performed 

INVESTIGACIÓN UNIVERSITARIA MULTIDISC IPL INARIA - AÑO 12, Nº 12, ENERO - DICIEMBRE 2013



134

the isolation and identification of potential probiotic bacteria in several samples of pulque 
distributed in Mexico City, among the isolates, a strain of the genus Lactobacillus which 
has probiotic potential in the digestive tract was obtained, allowing the possibility of 
development of products with Lactobacillus (probiotics) that are typical and indigenous 
from Mexican culture. However, for the establishment of the strain to a product, is necessary 
the formulation, optimization of culture medium and incubation conditions based on the 
needs of the strain to obtain a good performance and a broth culture that is economical 
and conducive to the growth of the strain. Kinetics studies were performed with different 
formulations for the strain of Lactobacillus. Kinetic studies performed were: peptone water 
as negative control, MRS medium (DeMan, Rogosa & Sharpe) as positive control, formulations 
of milk and whey, with different concentrations of nutrients in the medium MRS. Further 
growth of Lactobacillus was observed in the broth culture: milk with MRS medium salts at 
10% w/v, pH 6.4, 7% w/v lactose, 29 ° C at 18 h of culture.

Keywords: Pulque. Probiotic, economic broth culture 

Introducción

El género Lactobacillus es altamente apreciado 
por la capacidad que tienen las bacterias lácticas 
de fermentar diversas fuentes de carbono simples 
y producir ácido láctico. Muchas de las bacterias 
del género Lactobacillus pueden sobrevivir las 
condiciones de acidez y alcalinidad así como a las 
enzimas del tracto digestivo en diversos animales, 
incluyendo al hombre (Boyle, Robins-Browne y Tang; 
2006). Cuando las bacterias lácticas llegan a los in-
testinos, empiezan a producir ácido láctico, el cual 
acidifica la región intestinal haciendo que la flora 
patógena disminuya. Esta característica confiere a 
los lactobacilos propiedades probióticas. 

En este trabajo se define como probiótico a un culti-
vo puro o mezcla de microorganismo vivos, bacterias 
o levaduras, los cuales pueden tener alguna o varias 
de las siguientes funciones: reducir la colonización 
de patógenos, disminuir o suprimir la producción de 
factores de virulencia, estimular la respuesta inmu-
nológica (producción y secreción de factores anti-
inflamatorios), producir compuestos con actividad 
antimicrobiana y antiviral en el intestino, bronquios, 
aparato genital urinario y glándulas mamarias, es 
decir que pueden tener efectos sobre todo en mu-
cosas (Boyle et. al. 2006, Gotteland M., et. al., 2006; 
Maldonado y Llancas, 2007; Cervantes-Contreras y 
Pedroza, 2007; DuPont, Ericsson y Farthing, 2009; 
Eaton, Honkala, Auchtung y Britton, 2010). 

En un trabajo previo, se aisló e identificó bacterias 
del pulque distribuido en la Ciudad de México, lo que 
permitió obtener una cepa del género Lactobacillus, a 

la cual se le realizaron pruebas simulando la digestión 
estomacal (acidez, alcalinidad y resistencia a la pepsi-
na) para comprobar su potencial probiótico (León-de 
la O, Méndez-Colín, Rodríguez-Padilla, Puente-Hurle, 
García-Sorrondegui y Salgado-Brito., 2012). 

La cepa nativa de Lactobacillus permite la posibi-
lidad de desarrollo de productos de consumo con 
probióticos que sean típicos y autóctonos de la cul-
tura mexicana al incorporar la nueva cepa aislada 
del pulque. Esta cepa fue aislada en el medio de 
cultivo MRS (DeMan, Rogosa y Sharpe, 1960) el cual 
se considera un medio de cultivo específico para el 
crecimiento de lactobacilos ya que contiene macro y 
microelementos específicos tales como extracto en-
zimáticamente digerido de carne y concentraciones 
específicas de sales como el citrato de amonio. Sin 
embargo, para la producción de los lactobacilos, el 
medio MRS no resulta rentable, por lo que surge la 
necesidad de buscar otras fuentes económicas de 
materia prima para la producción de lactobacilos. 

Para la formulación de un medio de cultivo de tipo 
industrial es necesario que éste cumpla con todos 
los requerimientos nutricionales necesarios para el 
buen crecimiento del microorganismo, los cuales 
estén biodisponibles en materia prima obtenida 
como subproducto de algún otro proceso o en su 
defecto, sea abundante en el mercado y de bajo 
costo de producción. Los requerimientos nutriciona-
les son característicos de cada especie, en general, 
para los lactobacilos es deseable que el nitrógeno 
sea orgánico en forma de aminoácidos o péptidos 
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dentro de los cuales el ácido glutámico, isoleucina 
y valina son considerados factores de crecimiento y 
deben estar presentes en el alimento o medio de 
cultivo (Crueger y Crueger, 1989; Karoviéová y Ko-
hajdová, 2003). La leche y el suero de leche bovina 
son considerados como fuentes de nutrientes para 
el crecimiento de bacterias del género Lactobacillus, 
ya que contienen fuente de nitrógeno en forma 
orgánica, complejos vitamínicos como el complejo 
B, pH adecuado, y una forma coloidal que hace 
disponible todo tipo de nutrientes. (Escobar, Rojas, 
Giraldo y Padilla-Sanabria., 2010) Sin embargo, es 
necesario realizar la formulación del medio de cul-
tivo y determinar las condiciones de incubación con 
base en las necesidades específicas del lactobacilo 
aislado del pulque para optimizar y obtener un buen 
rendimiento del crecimiento del microorganismo y 
que el medio resulte rentable.

Objetivo

Formular y optimizar un medio de cultivo con materia 
prima de bajo costo que permita el buen crecimiento 
de la cepa de Lactobacillus obtenida del pulque.

Método

Microorganismo. Se empleó la cepa del género 
Lactobacillus aislado del pulque proveniente del 
área metropolitana de la Ciudad de México. La cepa 
se cultivó en agar MRS (DeMan, Rogosa y Sharpe, 
1960) en condiciones de microaerobiosis, en un pH 
de 6.4 ± 0.2 a 29°C por 48 horas, se mantuvo en 
refrigeración a 4°C y se resembró cada 7 días. 

Preparación de inóculos. Se partió de un cultivo 
puro de Lactobacillus sembrado en caja Petri con 
agar MRS por la técnica de estría masiva con aplica-
dor de algodón estéril (césped). Se recolectó todo el 
contenido de la caja Petri y se vertió en un matraz 
Erlenmeyer de 250 mL con tapón de algodón con 
100 mL de caldo modificado MRS (ver tabla 1); el cual 
consta de las sales y micronutrientes del Cultivo MRS, 
5 g/L de extracto de levadura, 10 g/L de extracto de 
carne, 5 g/L de acetato de sodio, 1 g/L de polisorbato 
80, 10 g/L de peptona de carne y 6% p/v de lactosa. 
El cultivo se incubó con pH inicial de 6.4 ± 0.2, 29°C ± 
1 por 48 h sin agitación. Se determinó la concentra-
ción microbiana del inóculo por medio del método 
de peso seco celular (Prit, 1975). En esterilidad, se 

tomaron 5 mL de muestra por duplicado cada 2 
horas durante un periodo de 34 horas. Las muestras 
fueron centrifugadas a 2000 rpm durante 8 minutos 
en una centrífuga Zeigen centrifuge Model 80-25. 
El paquete celular se filtró al vacío, se lavó con agua 
destilada y se puso a secar a 45°C en estufa por 24 h 
o hasta que se registró peso constante.

Tabla 1. Formula del medio de cultivo MRS modificado

Componente Concentración g/L
Extracto de carne 10
Peptona de carne 10
Extracto de levadura. 5
Lactosa 60
Acetato de sodio 5
Polisorbato 80 1
Fosfato de potasio* 2
Citrato de amonio* 2
Sulfato de magnesio* 0.1
Sulfato de manganeso* 0.05

* Componentes que forman parte de las sales (micronutrientes) 
del medio de cultivo MRS

Influencia de la temperatura en el crecimiento 
de la cepa de lactobacilos. Se evaluaron tres tem-
peraturas: 23°C, 29°C y 37°C. La tendencia estudio 
cinético de crecimiento fue evaluada en matraces 
Erlenmeyer de 500 mL con 250 mL de caldo MRS mo-
dificado con 7% lactosa con pH inicial de 6.4 ± 2 sin 
agitación con un inóculo de 2% p/v (peso-volumen). 

La biomasa se determinó por el peso seco celular (Prit, 
1975). En esterilidad, se tomaron 5 mL de muestra por 
duplicado cada 2 horas durante un periodo de 34 
horas. Las muestras fueron centrifugadas a 2000 rpm 
durante 8 minutos en una centrífuga Zeigen centrifu-
ge Model 80-25. El paquete celular se filtró al vacío, 
se lavó con agua destilada y se puso a secar a 45°C en 
estufa por 24 h o hasta que se registró peso constante.

Influencia del tamaño de inóculo en el creci-
miento de la cepa de lactobacilos. Se evaluaron 
dos concentraciones de inoculación: 2 y 5% p/v. Se 
realizaron Los estudios cinéticos de cultivo en ma-
traces Erlenmeyer de 500 mL con 250 mL de caldo 
MRS modificado con 7% lactosa con pH inicial de 
6.4 ± 0.2 sin agitación. En esterilidad, se tomaron 
5 mL de muestra por duplicado en un rango de 2 
a 4 horas durante 34 horas. Se utilizó el método 
del peso seco celular en la determinación de la 
biomasa bacteriana.
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Efecto de diferentes formulaciones en el crecimiento de la cepa de lactobacilos. Se evaluaron seis 
formulaciones diseñadas a partir de materia prima de bajo costo: 1) leche entera ultrapasteurizada comercial 
con concentración final 7% p/v lactosa; 2) Leche entera ultrapasteurizada comercial con concentración final 
7% p/v lactosa y concentración 100% p/v sales MRS; 3) Suero de leche con concentración final 7% p/v lacto-
sa, 4) Suero de leche con concentración final 7% p/v lactosa, concentración 100% p/v sales MRS 5) Suero de 
leche con concentración final 7% p/v lactosa, concentración 100% p/v sales MRS y 0.25% p/v de extracto de 
levadura y 6) Suero de leche con concentración final 7% p/v lactosa, concentración 100% p/v sales MRS y 5 
g/L de extracto de levadura. Todos los estudios cinéticos fueron realizados a 29°C, pH inicial de 6.4, en mi-
croaerobiosis y sin agitación, con un inóculo de 5% p/v. Como referencia del crecimiento se utilizó los estudios 
cinéticos que utilizan 5% inóculo a 29°C en caldo MRS con 7% lactosa y como control negativo se utilizó el 
agua peptonada sin fuente de carbono. Los matraces Erlenmeyer de 500 mL con 250 mL del caldo respectivo, 
se inocularon al 5% p/v desde el mismo matraz Erlenmeyer semilla de 250 mL, el cual contenía 100 mL de 
caldo MRS modificado y la cepa adaptada de Lactobacillus. Los estudios cinéticos de cultivo se inocularon al 
5% p/v con el contenido del matraz semilla. Todos los matraces para los estudio cinéticos de crecimiento así 
como el matraz semilla se incubaron en las mismas condiciones: 29°C ± 1, en microaerobiosis, sin agitación, 
pH inicial de 6.4 ± 0.4 durante 34 horas. 

En esterilidad, se tomaron 5 mL de muestra por duplicado en un rango de 2 a 4 horas durante 34 horas. Se 
utilizó el método del peso seco celular en la determinación de crecimiento microbiano.

Optimización del nuevo medio de cultivo. Después de seleccionar las dos mejores formulaciones que 
fueron los dos estudios cinéticos con la mayor concentración de biomasa: 1) leche entera ultrapasteurizada 
comercial con concentración final 7% p/v lactosa y concentración 100% p/v sales del medio de cultivo MRS 
y 2) suero de leche con concentración final 7% p/v lactosa y concentración 100% p/v sales del medio de cul-
tivo MRS, se procedió a la optimización de la formulación. Se observó que la concentración de las sales MRS 
afectaban positivamente el crecimiento de la cepa por lo que se desarrolló una matriz experimental con las 
formulaciones seleccionadas con diferentes concentraciones de sales MRS: 10, 50 y 100% (ver tabla 2).

Los estudios cinéticos fueron realizados a 29°C ± 1, pH inicial de 6.4 ± 0.4, sin agitación, en microaerobiosis 
durante 34 horas. Se utilizó el método de peso seco celular en la determinación de biomasa bacteriana.

Tabla 2. Matriz experimental para la optimización de dos medios de cultivo para la cepa de Lactobacillus. Los estudios cinéticos fueron 
realizados con diferentes concentraciones de sales del medio de cultivo MRS

Concentración de micronutrientes del medio de cultivo MRS

Formulaciones 10% 50% 100%

Leche entera con 7% p/v lactosa E1 E3 E5

Suero de leche con 7% p/v lactosa E2 E4 E6

pH y determinación de azúcares totales en el medio de cultivo. Esta determinación se hizo por el mé-
todo de antrona, descrito por Witham, Blaydes, y Devlin, (1971) al medio de cultivo optimizado. Se realizó la 
determinación en g/L en los tiempos 0, 4, 8, 18 y 30. A cada muestra de sobrenadante se le realizaron diluciones 
decimales hasta 10-06, y a la última dilución se le agregó resbalándolo por las paredes el reactivo de antrona y 
se dejó reaccionar durante 5 minutos en agua hirviendo, después de este tiempo, la muestra se enfrió en un 
baño con hielos para detener la reacción. La absorbencia se leyó a 600 nm en un espectrofotómetro Genesis 
Modelo 58. Cada muestra se trabajó por duplicado y la concentración de azúcares se estimó a partir de una 
curva patrón que contenía de 20 a 200 µg de lactosa/mL.

El pH fue medido en los mismos tiempos en que se realizó la determinación de azúcares totales, por medio 
de un potenciómetro manual Hanna previamente calibrado.
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Determinación del rendimiento Biomasa-sustrato, velocidad de crecimiento y tiempo de generación 
de la cepa de Lactobacillus en los estudios cinéticos de crecimiento de referencia y los estudios 
cinéticos con formulación optimizada. Se calculó el rendimiento Biomasa-sustrato (Y (X/S)), Velocidad de 
crecimiento específica (µ) y Tiempo de generación (tgen) de la cepa Lactobacillus en el estudio cinético de refe-
rencia (Caldo MRS 7% lactosa) y el estudio cinético que obtuvo la mayor concentración de biomasa, que fue la 
formulación de leche con 7% p/v lactosa y 10% p/v sales minerales. Las ecuaciones utilizadas son las siguientes:

Rendimiento biomasa-sustrato:   

 Ecuación 1.

Donde  (g biomasa/ g sustrato) es el rendimiento Biomasa-sustrato, X es la concentración final de bio-
masa (g/L); Xo es la concentración inicial de biomasa (g/L), S es la concentración final de sustrato (g/L); So es 
la concentración inicial de sustrato (g/L).

Velocidad de crecimiento específica:   

 Ecuación 2.

Donde m es la velocidad específica de crecimiento (h-1); X es la concentración final de biomasa (g/L); Xo es la 
concentración inicial de biomasa (g/L) y t es el tiempo expresado en horas (h).

Tiempo de generación:   

 Ecuación 3.

Donde (tgen) es el tiempo de generación expresado en horas (h) y m es la velocidad específica de crecimiento (h-1)

Resultados

Efecto de la temperatura en el crecimiento de la cepa Lactobacillus. La figura 1 muestra los estudios 
cinéticos con diferentes temperaturas de incubación de la cepa de Lactobacillus aislada de pulque. La mayor 
concentración bacteriana de Lactobacillus se presentó a las 18 horas con 42 g/L en el estudio cinético reali-
zado a 29°C, seguida por la máxima concentración de 35 g/L en el estudio cinético realizado a 37°C. Ambos 
estudios cinéticos se consideran que no tienen diferencias estadísticamente significativas entre sí (p>0.05). Sin 
embargo, ambas presentan diferencia estadísticamente significativa (p<0.05) con respecto al estudio cinético 
realizado a 23°C, que tuvo como concentración máxima la concentración inicial de inóculo (20 g/L), ya que, 
desde el principio del estudio cinético las concentraciones fueron decayendo. 

Se seleccionó en los estudios cinéticos, la temperatura de 29°C como la temperatura ideal para realizar las demás 
estudio cinéticos, aunque no es diferente significativamente con respecto al estudio cinético realizado a 37°C, se 
observa en el estudio cinético realizado a 37°C una fase de adaptación del cultivo demasiado extensa (10 horas) 
mientras que en el estudios cinético realizado a 29°C el tiempo de adaptación del cultivo fue corto (2 horas).
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Figura 1. Estudios cinéticos de la cepa Lactobacillus aislada de pulque en caldo MRS con temperaturas diferentes: (  ) Caldo MRS 7% p/v 
lactosa a 37°C; (  ) Caldo MRS 7% p/v lactosa a 29°C; (  ) Caldo MRS 7% p/v lactosa a 23°C. Las barras indican desviaciones estándar (Desvest)

Efecto de la concentración de inóculo en el crecimiento de la cepa Lactobacillus. En la figura 2 se 
muestran los estudios cinéticos utilizando diferentes concentraciones de inóculo. En ambos estudios se ob-
serva una tendencia de crecimiento similar, ambas tienen la mayor concentración de biomasa a las 18 horas. 
Sin embargo, en los estudios cinéticos con inoculación al 5% p/v se reduce el tiempo de la fase de latencia y 
logarítmica, llegando al estado estacionario a las 8 horas, mientras que en los estudios cinéticos al 2% p/v de 
inóculo se llega a la fase estacionaria a las 12 horas. Por lo que se estableció utilizar un tamaño de inóculo 
para los siguientes estudios cinéticos de 5% p/v. 

Figura 2. Estudios cinéticos de la cepa Lactobacillus aislada de pulque en caldo MRS utilizando diferentes tamaños de inóculo. (  ) Inóculo 
del 5% p/v en caldo MRS 7% p/v lactosa a 29°C; (  ) Inóculo del 2% p/v p/v en caldo MRS 7% p/v lactosa a 29°C con sus respectivas Desvest

Formulación del medio de cultivo para la cepa Lactobacillus. En la figura 3 se muestran los diferentes 
estudios cinéticos de crecimiento de biomasa en diferentes formulaciones de la cepa de Lactobacillus. El 
estudio cinético en que se utilizó la formulación de leche con sales MRS al 100% presentó la mayor concen-
tración de biomasa; la menor, como se esperaba, fue el estudio cinético con agua peptonada, ya que ésta no 
tenía ninguna fuente de carbono aprovechable por el lactobacilo. Todos los estudios cinéticos en los que se 
utilizó la leche tuvieron mayor concentración de biomasa que sus contrapartes con suero. Al contrario de lo 
que se esperaba, los estudios cinéticos de crecimiento a los que la formulación se suplementó con 0.25% p/v 
de extracto de levadura, presentaron un crecimiento menor que sus contrapartes que no tenían presente el 
extracto de levadura. 
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Sólo dos estudios cinéticos tuvieron una concentración de biomasa mayor o igual a la de referencia formulada 
con caldo MRS; el estudio cinético formulado a partir de leche con 100% p/v de sales MRS y el de suero con 
100% p/v de sales MRS; de estas dos estudio cinéticos de crecimiento, sólo el estudio cinético con formulación 
a partir de leche con 100% p/v de sales MRS tiene una diferencia estadísticamente significativa con respecto 
al estudio cinético de referencia. 

Figura 3. Estudios cinéticos de crecimiento de biomasa de distintas formulaciones de medios de cultivo para la cepa de Lactobacillus aislada 
del pulque. Todos fueron realizados simultáneamente con las mismas condiciones: 29°C, 6.4 pH inicial, en microaerobiosis, sin agitación, 
5% p/v inóculo, 6% p/v concentración final de lactosa (Excepto para el agua peptonada sin fuente de carbono la cual se usó cómo control 
negativo). Se muestran barras Desvest

Optimización del medio de cultivo para la cepa Lactobacillus. La figura 4 muestran los diferentes 
estudios cinéticos a partir de dos formulaciones: Suero de leche con 7% p/v lactosa y leche entera con 7% 
p/v lactosa, cada una con 10, 50 y 100% p/v de concentración de las sales del caldo MRS. Se puede observar 
que las formulaciones con leche entera son las que mayor concentración de biomasa obtuvieron (135 g/L en 
el estudio cinético con 10% p/v de sales MRS), otra característica en común que tienen es que no se presen-
tó (o fue mínima) la fase de latencia, el cultivo pasó directamente a la fase de crecimiento exponencial. El 
tiempo en que se obtuvo la mayor concentración de biomasa fue alrededor de las 16-20 horas y el tiempo 
donde los estudios cinéticos pasan al estado de muerte es a partir de las 22 horas; no existe diferencia es-
tadísticamente significativa (p>0.05) entre los estudios cinéticos de leche con las concentraciones de sales 
MRS de 10, 50 y 100% p/v. 

En los estudios cinéticos con suero de leche, el crecimiento de biomasa disminuye drásticamente al disminuir 
la concentración de sales MRS, teniendo incluso una disminución en la concentración de biomasa hasta un 
nivel inferior al del inóculo. No existe diferencia alguna en los estudios cinéticos que utilizan 50 y 100% p/v 
de sales MRS en comparación con la referencia con caldo MRS.
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Figura 4. Matriz experimental de dos formulaciones: Suero de leche con 7% p/v lactosa y leche entera con 7% p/v lactosa, cada una con 
10, 50 y 100% p/v de concentración de las sales del caldo MRS con sus respectivas barras Desvest. Los estudios cinéticos de crecimiento 
se realizaron simultáneamente con las mismas condiciones: 29°C, 6.4 pH inicial, en microaerobiosis, sin agitación, 5% p/v inóculo, 6% p/v 
concentración final de lactosa excepto para el agua peptonada (Sin fuente de carbono) la cual se usó cómo control negativo

Relación entre la concentración de biomasa, pH y concentración de azúcares totales en los estu-
dios cinéticos de crecimiento de la cepa Lactobacillus. En la figura 5, se observa la tendencia cinética 
del crecimiento bacteriano, las variaciones resultantes del pH y el cambio de concentración de sustrato a lo 
largo del tiempo. Existe una relación directa entre la acidificación del medio con respecto a la disminución de 
concentración de sustrato. Tras 20 horas de iniciado el experimento, el suministro de la fuente de carbono se 
ha visto agotado. En dicho momento, la tendencia de crecimiento bacteriano demostró un comportamiento 
típico de la parte inicial de la fase estacionaria. No obstante, el comportamiento cinético en la gráfica demos-
tró asimismo, una entrada abrupta en la fase de muerte en poco tiempo después de la fase exponencial, la 
concentración de azúcares totales permanece constante al igual que el pH. Una vez iniciado el crecimiento, 
la concentración de azúcares totales disminuye de forma proporcional.

Figura 5. Relación entre el consumo de sustrato-biomasa y su efecto en el pH del medio de cultivo con sus respectivas barras Desvest
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Cálculo del rendimiento Biomasa-Sustrato, velocidad específica de crecimiento y el tiempo de 
generación en estudio cinético de referencia y formulación optimizada. Se tomaron los datos 
obtenidos del estudio cinético de referencia con el caldo MRS y la nueva formulación optimizada de 
leche con 7% p/v lactosa y 10% p/v de las sales MRS y se sustituyeron en las ecuaciones para el cálculo 
de rendimiento biomasa-sustrato, velocidad específica del lactobacilo y su tiempo de generación. En la 
tabla 3 se muestran los resultados.

Tabla 3. Cálculo del rendimiento Biomasa-sustrato, velocidad de crecimiento y tiempo de generación a partir del estudio cinético de refe-
rencia con el caldo MRS y la nueva formulación optimizada de leche con 7% p/v lactosa y 10% p/v de las sales MRS. Junto, se encuentran 
otras cepas de Lactobacillus encontradas en la bibliografía

Medio 
optimizado

Medio de 
referencia

Medio basal 
optimizado.
L. casei, L. 

plantarum, L. lactis y  
L. delbrucki

Medio basal:

L. casei, L. 
plantarum, L. lactis y  

L. delbrucki

Rendimiento biomasa
0.90 g/g 0.35 g/g ------- --------

Velocidad de crecimiento 
específica.  m(h-1)

0.056 h-1 0.042 h-1 0.24 h-1, 0.30 h-1, 0.22 h-1 
y 0.32 h-1

0.16 h-1, 0.13 h-1, 0.07 h-1 
y 0.20 h-1

Tiempo de generación. 

 (h)
12.5 h 16.3 h

2.9 h, 2.3 h, 
3.15 h, 2.16 h

4.3 h, 5.4 h
9.9 h y 3.4 h

Medio optimizado: Leche con 7% p/v lactosa y 10% p/v de las sales MRS., Medio de referencia: Caldo MRS con 7% p/v lactosa. Ambos 
estudio cinéticos fueron realizados en las mismas condiciones de cultivo. (Zacharof, Lovitt y Ratanapongleka, 2009)

Se puede observar aumento en el rendimiento de biomasa del estudio cinético optimizado con respecto 
al estudio cinético de referencia, lo que demuestra un aprovechamiento óptimo de la cepa con respecto a 
la fuente de carbono. La velocidad de crecimiento fue mayor para el estudio cinético optimizado que para 
el de referencia. 

Discusión

Condiciones de incubación para la cepa de Lactobacillus. Se sabe que la temperatura es un factor 
importante en el desarrollo de los cultivos bacterianos (Ratkowsky, Oley, McMeekin y Ball, 1982). En las 
especies del género Lactobacillus se ha observado que el rango óptimo de temperatura para su crecimiento 
es de 29-50°C (Beal, Louvet y Corrien, 1989; Baati, Roux, Dahhou y Uribelarrea, 2004; Luwihana, Yulianto 
y Nugraheni, 2008). La cepa de lactobacilo encontrado en el pulque se desarrolla óptimamente entre los 
29 y 37°C, rango de temperatura considerada cómo óptima para el crecimiento de este género, por lo que 
la cepa al ser incubada a 23°C no mostró un crecimiento favorable, sino más bien estuvo en un estado 
latente. La cepa al ser procedente de una bebida fermentada (pulque), la cual no es sometida en ningún 
momento a condiciones de alta temperatura (Cervantes-Contreras y Pedroza-Rodríguez, 2008), es posible 
que no desarrolle una afinidad a temperaturas mayores a las que normalmente se encuentra en su hábitat 
natural, la meseta central de México en donde las temperaturas oscilan entre 20-35°C (Servicio Meteoro-
lógico Nacional SMN; 2013); mientras que otras cepas del género de Lactobacillus que normalmente son 
encontradas y utilizadas en bebidas que utilizan temperaturas mayores a los 40°C (como en la fabricación 
industrial de yogurt), pueden llegar a tener una temperatura óptima de 45°C tal es el caso de Lactobacillus 
bulgaricus (Radke-Mitchell y Sandine, 1986) o 35°C para Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus fermentum 
(Riaz, Kashif y Hasnain, 2010).
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Criterios en la formulación del medio de cultivo 
para la cepa de Lactobacillus 

Concentración de inóculo en los medios de 
cultivo. Se sabe que la concentración de inóculo 
puede afectar el tiempo en que pasa un cultivo de 
la fase de adaptación (Lag) a la fase de crecimiento 
logarítmico (Log) en cualquier estudio cinético de 
crecimiento (Monod, 1949 y Okpokwasili y Nweke, 
2005). En el caso de la cepa de lactobacilos aislados 
del pulque, el incremento del 2 al 5% p/v del inóculo 
hizo que se redujera en 2 horas el tiempo de la fase 
de latencia. El mismo efecto tiene el incremento 
de la concentración de inóculo en la fermentación 
maloláctica en el vino con Lactobacillus plantarum 
(López, López, Santamarina, Torres y Ruiz-Larrea, 
2008). La concentración de inóculo varía entre cada 
especie de microorganismo que se desee cultivar, 
siendo el 4% p/v o v/v una concentración utilizada 
en el caso del género Lactobacillus (Lim, Rahim, 
Ho y Arbakariya, 2007 y Gupta, Abu-Ghannam y 
Scannell, 2010). 

Formulación del medio de cultivo. Se utilizó 
como fuente económica de nutrientes en las dife-
rentes formulaciones a la leche y al suero de leche, 
los cuales han sido ampliamente reportados como 
una buena fuente de nutrientes para el género Lac-
tobacillus (Perry y Sharpe, 1960; Christensen y Steele, 
2010; Escobar, Rojas, Giraldo y Padila-Sanabria, 2010; 
etcétera) al tener como fuente principal de carbono 
a la lactosa, así como complejos vitamínicos impor-
tantes para el crecimiento de los lactobacilos, tal es 
el caso del complejo B (Jensen, 1995). En algunas 
formulaciones se utilizó el extracto de levadura 
para mejorar la calidad y cantidad proteica en las 
formulaciones ya que 70% de su composición son 
proteínas y contiene vitaminas del complejo B (Acu-
media, 2013), y por último, a otras formulaciones se 
agregó extracto de levadura y la mezcla de sales RMS 
(ver tabla 1.) para aportar todos los micronutrientes 
en la formulación (DeMan, Rogosa y Sharpe, 1960). 
Todas las formulaciones tuvieron crecimiento de la 
cepa del lactobacilo aislado del pulque. Contrario a 
lo que se esperaba, las formulaciones que tuvieron 
mayor crecimiento fueron aquellas suplementadas 
con la mezcla de sales MRS sin levadura, siendo 
las formulaciones con levadura las que menor 
concentración de biomasa presentaron. El medio 
MRS está formulado para satisfacer las necesidades 
nutricionales del género Lactobacillus, por lo que 
el aumento de la masa celular al usar las sales MRS 
como complemento de la formulación era esperado. 

En cepas como Lactobacillus casei (Escobar, et.al., 
2010), Lactobacillus acifdóphilus (Schär-Zammaretti, 
Dillmann, D’Amico, Affolter y Ubbink, 2005), Lac-
tobacillus helveticus (Schepers, Thibault y Lacroix, 
2002) y Lactobacillus salivarius (Lim, et.al., 2007) se 
observa una relación directa entre la concentración 
proteínas/carbohidratos y el crecimiento de las dife-
rentes cepas de Lactobacillus. Analizando el origen 
de las cepas, todas ellas provienen de ambientes 
donde abunda el contenido de proteínas (intestinos, 
boca, heces y ductos mamarios de animales) mien-
tras que en cepas como Lactobacillus rhamnosus 
(Bustos, Models, Cruz y Domínguez, 2004) y Lacto-
bacillus plantarum (González, Domínguez-Espinosa 
y Alcocer, 2008) provenientes de ambientes con 
escasa disponibilidad de proteínas (vino y plantas 
varias) presentan un crecimiento óptimo sin nece-
sidad de adicionar extracto de levadura, por lo que 
la cepa de Lactobacillus aislada del pulque presenta 
la misma tendencia por su origen vegetal (planta 
del agave). 

Optimización del medio de cultivo para la cepa 
de Lactobacillus. La cepa de Lactobacillus no pre-
sentó diferencias en la concentración de biomasa 
cuando se usó leche con las concentraciones de sales 
MRS, cuando van del 10 al 100% de la concentración 
del medio MRS. En un estudio anterior, cuando se 
aisló la cepa de Lactobacillus junto con otras bacte-
rias con propiedad probiótica del pulque, se analizó 
bromatológicamente la composición del pulque y 
se comparó con el producto comercial Yakult. El 
pulque mostró tener muy poco valor nutricional 
en cuanto a micronutrientes (expresados en ceni-
zas totales), carbohidratos y proteínas (León-de la 
O, et.al., 2012) por lo que la cepa de Lactobacillus 
aislada del pulque puede tener la concentración 
óptima de micronutrientes con el 10% p/v de la 
concentración del medio MRS cuando se utiliza la 
leche como fuente de nutrientes, mientras que la 
misma concentración de sales puede ser insuficiente 
cuando se usa el suero de leche al tener un medio 
de cultivo limitado proteicamente. El mismo efecto 
sobre la disminución de la concentración de sales 
MRS se observó (Lim, et.al., 2007) al utilizar 2% de 
concentración de algunas sales del medio MRS como 
concentración óptima en la formulación del medio 
de cultivo para la cepa de Lactobacillus salivarius.

Relación Biomasa-sustrato-pH en la formula-
ción optimizada para la cepa de Lactobacillus 
aislado del pulque y datos cinéticos. Es conocido 
que la fermentación con el género Lactobacillus da 
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como resultado la acidificación del medio de culti-
vo al producirse ácido láctico a partir de la fuente 
de carbono (Buruleanu, Bratu, Manea, Avram y 
Nicolescu, 2013) esto podría explicar la relación 
directamente proporcional entre la disminución del 
pH y la concentración de lactosa como se muestra 
en la figura 5. 

En el caso de la cepa estudiada crecida con la for-
mulación optimizada, el pH del medio disminuyó de 
6.4 a 4.1, lo cual coincide con los valores reportados 
por diferentes autores cuando el cultivo llega a la 
fase de desaceleración o estacionaria en el estudio 
cinético de crecimiento (Lim, et.al., 2007; González, 
et.al., 2008; Buruleanu, et.al., 2013; etcétera). Es re-
portado que cuando el pH es menor a 4.0 tiene un 
efecto inhibitorio en el crecimiento del género de 
Lactobacillus (Rao, Pintado, Stevens y Guyot, 2004;  
Nicolescu y Buruleanu, 2010) por lo que la fase de 
muerte se presentó a las cuatro horas cuando el 
cultivo alcanzó un pH inferior a 4.0. 

En cuanto a los parámetros cinéticos, se obtuvo un 
rendimiento biomasa-sustrato de 0.90 g/g en la for-
mulación optimizada en comparación con la formu-
lación de referencia (MRS) con 0.35 g/g. Relaciones 
similares se presentan al optimizar medios de cultivo 
los cuales pueden ir en un incremento del rendimien-
to de dos hasta seis veces mayor (Rao, et.al., 2004).

En cuanto a la velocidad específica de crecimiento, 
se obtuvo un incremento de 33% en comparación 
con la velocidad de crecimiento del medio de cultivo 
de referencia, por lo que el tiempo de generación 
disminuye de 16.3 h a 12.5 h. Lo mismo sucede con 
la velocidad específica de crecimiento cuando se 
optimizan los medios de cultivo de otras cepas del 
género Lactobacillus, como en el caso de lo conse-
guido por Zacharof, Lovitt y Ratanapongleka (2009), 
quienes reportan incrementos de hasta el 300% en 
las diferentes cepas estudiadas (ver tabla 3).

Conclusión

La cepa de Lactobacillus con propiedad probiótica 
obtenida del pulque se desarrolla óptimamente en 
leche entera con sales micronutrientes de la formu-
lación MRS al 10% p/v, 7% p/v lactosa, pH de 6.4 ± 
2 a 29°C ± 1, en microaerobiosis. Todos los estudios 
cinéticos se realizaron sin agitación y no se com-
pararon en las mismas condiciones con agitación.
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