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RESUMEN

Diversos estudios refieren a los multiples beneficios por parte de los probidticos para la
salud humana, lo cual ha generado un mayor interés sobre el comportamiento de estos. En la
presente investigacion se evalud el efecto de diferentes condiciones de estrés cominmente
presentes en la elaboracion de los alimentos sobre la viabilidad de Lactobacillus plantarum
ATCC 1407 microencapsulada por el método de extrusion y libre in vitro cultivado en caldo
MRS a 37 °C, 150 rpm por 24 h. Las condiciones evaluadas fueron diferentes niveles de
temperatura 37°, 40° y 50°, presion osmotica (5, 7y 10 % de NaCl) y estrés oxidativo (0.1 y
0.5 % de H202). Asi también, se evalud la cinética de crecimiento y tiempo de duplicacién en
cada condicion evaluada. Los resultados obtenidos mostraron que la bacteria microencapsulada
y libre sometidas a 37 y 40 °C presentaron una mayor tasa de crecimiento celular a diferencia
de 50 °C, en el cual la bacteria microencapsulada tiene una disminucion de células viables al
56.7 %, mientras que en la forma libre presentd una tasa especifica de crecimiento celular tan
solo del 0.3%. Por otro lado, el crecimiento de la bacteria en porcentajes de NaCl mayores al
5% presento una disminucién del 66 %, mientras que, el crecimiento en condiciones oxidativas
en porcentajes del 0.1 y 0.5 % de H.0; tanto en la forma libre como la microencapsulada
presentaron comportamiento lineal y constante en el tiempo. En comparacion con la forma
libre, la microencapsulacién genera una proteccidon de la bacteria para tener una mejor
viabilidad y sea resistente, sin embargo, al estar aislada no esta en un medio con nutrientes lo
gue también impide un mayor crecimiento a comparacién con la forma libre. Se determinaron
los valores de la funcién matemaética utilizando el software Minitab, los ensayos son realizados
por duplicado en ensayos independientes.

Palabras clave: Probidtico, viabilidad, Lactobacillus plantarum, microencapsulacion,

indculo, osmético, oxidativo, cinética, tiempo de duplicacion.



SUMARY

Several studies refer to the multiple benefits of probiotics for human health, which has
generated a greater interest in their behavior. In the present investigation, the effect of different
stress conditions commonly present in food processing on the viability of Lactobacillus
plantarum ATCC 1407 microencapsulated by the extrusion method and free in vitro cultivated
in a MRS broth at 37 °C, 150 rpm for 24 h, at thermal conditions of 37°, 40° and 50°, osmotic
(5,7 and 10 % NaCl) and oxidative (0.1 and 0.5 % H>0.) conditions was evaluated. The growth
kinetics and doubling time were also evaluated. As a result, the microencapsulated and free
strains subjected to 37 and 40 °C show a higher growth rate since they have not been stress
temperatures as in 50 °C which, being microencapsulated, has a decrease of viable cells to 56.7
%, while in the free form remains constant. On the other hand, the bacteria at NaCl percentages
higher than 5% generate stress since the higher the salt concentration, the growth decreases to
66%, while in the oxidative conditions in the free and microencapsulated form showed us that
these percentages of 0.1 and 0.5% did not mean an oxidative stress since there is a linear and
constant behavior over time. In comparison with the free form, the microencapsulation
generates a protection of the bacteria to have a better viability and be resistant, however, being
isolated it is not in a medium with nutrients which also prevents a greater growth compared to
the free form. The values of the mathematical function were determined using Minitab software,

the tests were performed in duplicate in independent trials.

Key words: probiotic, viability, Lactobacillus plantarum, microencapsulation,

inoculum, osmotic, oxidative, kinetics, doubling time.



CAPITULO I: INTRODUCCION
1.1 Introduccion

Los consumidores modernos se han ido interesando cada vez més por su salud personal
y, en especifico, por los alimentos capaces de prevenir y/o curar enfermedades. Durante afios,
se han utilizado microorganismos en la fermentacion de alimentos y bebidas alcohdlicas, pero
recientemente han estado surgiendo estudios para examinar sus posibles beneficios y su

viabilidad en un proceso industrial.

Los probidticos son microorganismos vivos que nos aportan efectos beneficiosos a la
salud al consumir cantidades apropiadas (Guarner y Schaafsma, 1998). Un ejemplo de ello es
Lactobacillus plantarum conocida como una bacteria 4cido lactica heterofermentativa
facultativa, muy versatil en su metabolismo ya que se pueden encontrar en diversos ambientes
desde productos l4cteos y carnicos. También nos ayudan a resistir los 4cidos biliares en la
ingestién, su paso por el intestino para colonizar los tejidos y evitar la presencia de
microorganismos patdgenos, evitando que estos puedan absorber los nutrientes o vitaminas en
el huésped y una proteccion de las células epiteliales de la pared del intestino (Kleerebezem et.

al., 2003).

La reduccién de posibles afecciones gastrointestinales y con ello, la mejora de la flora
intestinal son efectos de la presencia de probidticos. Para lograr que todos los beneficios del
probidtico llegan a darse en el huésped, se tiene que constatar la cantidad minima consumida
que se recomienda por la FAO y la OMS, que es 10° - 10’ UFC/g. Un inconveniente que suele
ocurrir con respecto a la viabilidad y estabilidad de la bacteria es que depende de la preparacién
del alimento y del recorrido que realiza por el tracto intestinal, estando expuesta a las
condiciones adversas del pH, cambios de temperatura, estrés osmotico y estrés oxidativo que

reducen el crecimiento del microorganismo o en todo caso termine con muerte celular.



La técnica de microencapsulacion permite aislar a los microorganismos para mejorar su
resistencia frente a condiciones de estrés, la formacion de microcdpsulas mantiene un ambiente

donde puedan estabilizar o aumentar su tasa de crecimiento (Anal y Singh, 2007).

Por ello usamos el alginato que es uno de los principales polimeros usados en la industria
el cual nos brinda una matriz més versatil, biocompatible y resistentes a cambios de pH, luz y

temperatura (Gonzélez et al., 2012).

Hay pocos estudios acerca de las resistencias de bacterias dcido lacticas y el gran impacto que
pueden generar su comportamiento, por lo tanto, en este estudio se propone evaluar la
resistencia de la bacteria probidtica Lactobacillus plantarum ATCC 1407 microencapsulada y

libre frente a condiciones de estrés simuladas relacionadas con la produccién de alimentos.

En el primer capitulo se describe la problematica, justificacion y objetivos en que se basa
la presente investigacion. En el segundo se describe al Lactobacillus plantarum, sus
caracteristicas, la viabilidad en alimentos, el tipo de microencapsulacién utilizada e
investigaciones recientes que apoyen a nuestro estudio. En el capitulo cuatro se detalla los
materiales y metodologia utilizada. Finalmente se muestran los resultados obtenidos con
respecto a la viabilidad de la bacteria dcido lactica a diferentes condiciones de estrés evaluados

y sus respectivas conclusiones.



1.2 Planteamiento del problema

1.2.1 Determinacion del problema

Desde hace algunas décadas, las enfermedades crénicas han llegado a ser la causa mas
recurrente de morbilidad y mortalidad en el mundo. Algunas investigaciones cientificas han
podido establecer que tales enfermedades se relacionan mayormente con la alimentacion,
desordenes en la dieta, entre otros factores que son un problema importante de salud publica.
Una mala alimentacién es provocada por un consumo insuficiente o desmedido de

macronutrientes y micronutrientes.

Segin la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), estos malos hdbitos alimenticios
desencadenan una alteracién en el sistema inmunoldgico, fisico, psicolégico y aumentan la
susceptibilidad a las enfermedades como los padecimientos gastrointestinales. Esto viene
reforzado por los cambiantes estilos de vida y el consumo de alimentos procesados que

favorecen el incremento de bacterias proinflamatorias en el intestino.

El Ministerio de Salud (MINSA) ha identificado que las enfermedades gastrointestinales
en el Pert se encuentran entre las once principales categorias de enfermedades que afectan la
salud de personas de cualquier edad y condicién social (Tabla 1), aunque los grupos maés
vulnerables son los nifios y los adultos mayores. La incidencia anual de diarrea estimada en el
mundo es de 1 500 millones de casos y el 70 % de las diarreas se originan por la ingestién de
alimentos contaminados. En el afio 2023 se han notificado en el Pert un total de 567 681
enfermedades diarreicas agudas (EDA), el 35,15% fueron reportadas en los menores de 5 afios

(El Centro Nacional de Epidemiologia, Prevencién y Control de Enfermedades - CDC MINSA).



Tabla 1

Indicadores de EDA por grupos de edad, Perii 2018, 2019 y 2023.

Indicadores Edad 2018 2019 2023
< 5 afios 212,266 214,048 199,563
> 5 afios 302,006 323,685 368,118
Episodios por EDA Total 514,272 537,733 567,681
Acuosa 502,187 525,937 559,347
Disentérica 12,085 11,796 8,334
Razén de episodios de EDA x i g anos 7535 76.36 77.38
cada 1000 Hab. > 5 afos 10.29 10.89 11.78
Total 15.99 16.53 16.78
< 5 afos 1,817 1,943 1,696
Hospitalizaciones por EDA > 5 anos 1,695 1,746 1,273
Total 3,512 3,689 2,969
Razén de hospitalizaciones por <3 ar:los 0.86 0.91 0.85
EDA x cada 1000 Hab. > 5 afios 0.56 0.54 0.35
Total 0.68 0.69 0.52
< 5 anos 21 20 22
Defunciones por EDA > 5 afos 5 5 11
Total 26 25 33
) < 5 afios 0.75 0.71 0.85
Tasa moﬁféfj‘ijs 100 000 > 5 afios 0.017 0.017 0.036
Total 0.08 0.08 0.10
Razén de defunciones por <3 ar:los 0.01 0.01 0.01
EDA x cada 100 episodios > 5 afios 0.002 0.002 0.003
Total 0.005 0.005 0.006

Fuente: (CDC MINSA)

Estas enfermedades transmitidas por

patogenas, principalmente Escherichia coli, Salmonella y Shigella, parasitos como Giardia
lamblia y amibas, y virus que se encuentran al consumir alimentos contaminados con materia
fecal. Estas se adquieren por las inadecuadas pricticas de higiene y contaminacion en la
manipulacion de los alimentos provocando diarrea infecciosa, complicaciones sépticas,
alteraciones de la funcidén intestinal (estrefiimiento), la obesidad, la diabetes, el sindrome

metabdlico, la atopia, las enfermedades autoinmunes, entre ellas, la enfermedad celiaca, o el

cancer de colon.

alimentos (ETAS) son causadas por bacterias




Los microorganismos patégenos requieren de nichos y condiciones similares para la
proliferacion y colonizacion intestinal, es asi que compiten por oxigeno, hidratos de carbono,
aminodcidos y 4cidos grasos que le permiten atravesar las barreras establecidas por la
microbiota y producir toxinas, como proteinasas y bacteriocinas, responsables de la lisis
microbioldgica. Sin embargo, para regular la microbiota intestinal, evitar infecciones, tales
como los cambios secretorios y las migraciones, es de gran importancia el papel de los

probidticos.

Para lograr este efecto, los probidticos deben ser resistentes al paso por el tracto
gastrointestinal ya que son sensibles durante la etapa de produccién, conservaciéon y
distribucion y se ven afectadas por factores ambientales con los que interactdan, tales como el
pH, oxigeno, temperatura, condiciones de almacenamiento, etc. Las bacterias probidticas son
microorganismos vivos bien definidos que, cuando se consumen en cantidades suficientes,
confieren un efecto beneficioso para la salud del tracto gastrointestinal del huésped. Para
proporcionar estos beneficios, las bacterias probidticas deben presentarse en un nivel minimo
de 10° a 10’ UFC/g (unidades formadoras de colonias) cuando llegan al intestino. Las
caracteristicas propias de los alimentos tales como presentar concentraciones saturadas de
solutos y pH 4cidos, asi también, como el tratamiento térmico a los que son sometidos, reducen
significativamente  la  sobrevivencia de estos microorganismos  disminuyendo

significativamente la poblacién microbiana.

1.2.2 Formulacion del problema

(La bacteria probidtica Lactobacillus plantarum microencapsulada, en comparacion con
la célula libre, serd capaz de mantener su viabilidad frente a condiciones de estrés térmico,

osmotico y oxidativo, factores comunes en la elaboracion de alimentos?



1.3 Justificacion

Los alimentos funcionales se han desarrollado en las diferentes industrias alimentarias,
principalmente en los productos ldcteos, confiteria, bebidas, panaderia y la alimentacién
infantil. Estos al estar constituidos de compuestos bioactivos, nos brindan beneficios més alla
de su funcién nutricional. El propésito es favorecer las funciones fisioldgicas, mejorar la
condicion fisica y reducir el riesgo de enfermedades. Una de las caracteristicas importantes es
que su consumo debe estar dentro de las cantidades normales y ser habitual en la dieta

equilibrada.

A medida que el ajetreo de la evolucién de la sociedad crece, el estilo de vida en la
alimentacion no es tan favorable para la salud de las personas, lo cual esto nos da un riesgo
mayor en ciertas enfermedades cronicas. Estas enfermedades por lo general estan ligadas al tipo
de alimentos que ingerimos lo cual con ciertas dietas adecuadas se puede prevenir. Para ello se
tiene que saber qué tipo de alimentos se deben ingerir para saber a qué tipo de afeccién se pueda

prevenir.

Los probidticos han sido definidos como microorganismos vivos que, cuando son
administrados en cantidades adecuadas, confieren beneficios para la salud del huésped
ejerciendo una acciéon moduladora sobre la microflora intestinal haciendo de esto una barrera
que protege el tracto intestinal de la colonizacién de ciertos patégenos y mejorando la respuesta
inmunitaria. Los probidticos en los alimentos cumplen una doble funcién ya que actiian como
agentes para la fermentacion de alimentos y, ademads, confieren beneficios a la salud. Estos
reducen el riesgo de cancer de colon (solo se trabajé en animales) ya que tienen la capacidad
de suprimir la actividad de ciertas enzimas bacterianas que aumentan niveles de pro

carcindgenos, aunque esto ultimo adn no se haya concretado en los humanos (OMS, 2011).



Cada persona alberga diversos microorganismos lo cual esto nos hace unicos, por ello
podemos requerir de la ayuda de cada probidtico que tiende a tener diversas funciones como
productor de compuestos antimicrobianos, reductor de la adherencia y replicacion de
patégenos, funciones digestivas como absorcion de nutrientes, biotransformacion, sintesis de
vitaminas y absorcion de minerales, entre otras. También cumple la funciéon inmunitaria que se
ve influenciado en la estimulacién de los mecanismos inmunitarios y no inmunitarios mediante
el antagonismo y la competencia de patdgenos, la activacion de macréfagos para el aumento de
antigenos y producciéon de inmunoglobulina. En consecuencia, al ingerir alguno de estos
podamos tener una marcada linea de nueva flora intestinal que ayuda en el tratamiento y

prevencion de algunas enfermedades.

Otro punto importante es el medio de fermentacién para el crecimiento de
microorganismos como la composicion de fuentes de carbohidratos, s6lidos, nutrientes, entre
otros. Debido a esto es fundamental realizar la evaluacion de la viabilidad para conocer la
capacidad de sobrevivencia de la cepa al someterla a diferentes condiciones fisico-quimicas, y
asi simular su crecimiento durante el periodo de vida util. Entre los microorganismos mas
representativos y frecuentes estd el género Lactobacillus plantarum que destaca por sus

capacidades metabdlicas y su adaptabilidad a diferentes condiciones.

Se sabe que la finalidad de cualquier tratamiento térmico es alargar la vida util del
producto alimenticio, en caso de la pasteurizacién es un proceso que se realiza casi al final
donde se elimina bacterias patégenas y permite que los productos sean inocuos para el consumo
humano; sin embargo, esto afecta también a los microorganismos probidticos, a raiz de eso se
opta por microencapsular al probiético y de esta forma apoyar en la viabilidad del mismo. Por
lo antes expuesto, la microencapsulacion resulta un método importante para incrementar la
supervivencia de la bacteria probidtica L. plantarum frente a tratamientos térmicos o

condiciones de estrés osmotico y oxidativo.
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En conclusiodn, los probidticos nos aportan diversos beneficios a la salud, especificamente
a nuestra microbiota intestinal en su funcidén digestiva desde prevenir y aliviar pequenas
afecciones o hasta enfermedades gastrointestinales cronicas del ser humano. Estos estudios que
cada vez son mads especificos con el microorganismo Lactobacillus Plantarum nos dan una
mejor vision en el aporte y eleccidn de cepas con capacidad de resistir en diferentes condiciones

para su posterior uso en procesos industriales de diversos alimentos.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo principal

Evaluar el efecto de diferentes condiciones de estrés cominmente presentes en la elaboracién
de los alimentos sobre la viabilidad de Lactobacillus plantarum ATCC 1407 microencapsulada

y libre en condiciones in vitro.

1.4.2 Objetivos especificos

1) Evaluar el efecto de la temperatura, presion osmotica y estrés oxidativo en la viabilidad de la
bacteria Lactobacillus plantarum ATCC 1407 en su forma libre y microencapsulada por el

método de extrusion.

ii) Evaluar la cinética de crecimiento de la bacteria Lactobacillus plantarum ATCC 1407 libre

y microencapsulada sometida a las condiciones de estrés.

1.5 Importancia y alcance de la investigacion

La investigacion de la viabilidad del Lactobacillus plantarum ATCC 1407 frente a
estimulaciones de estrés (temperatura, estrés oxidativo, estrés osmotico) en condicién libre y
microencapsulada nos aporta nuevos conocimientos, lo cual este estudio tendrd una simulacién
in vitro donde podremos observar la reaccion de la bacteria, lo cual sirve para analizar mejor el
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comportamiento que este podria suscitar si se quiere utilizar en industrias alimentarias. de esta

manera los resultados que fueron dados y nos brinda un mejor andlisis sobre este probiético.

1.6 Limitaciones de la investigacion

Dentro de las limitaciones del estudio que se da al Lactobacillus plantarum ATCC 1407,
encontramos que los resultados tengan buena viabilidad en ciertas condiciones de estrés, no se
pueda garantizar si la viabilidad sea la misma una vez ingeridas por los consumidores, para ello

se tendria que realizar un estudio clinico.

Por otro lado, se obtuvieron resultados confiables del crecimiento y cinética de las
bacterias. Es recomendable seguir realizando estudio con diferentes condiciones y
caracteristicas como: en condiciones 4cidas, en sales biliares, con otro tipo de recubrimientos

en la microencapsulacion, en otras propiedades tecnolégicas que complementen el estudio.
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CAPITULO II: REVISION DE LA LITERATURA

2.1 Marco tedrico
2.1.1 Probioéticos

Las definiciones de probidticos se han ido modificando a medida que se empiezan a

estudiar mds estos mismos, por ello encontramos diversas definiciones vélidas.

El término probidtico en el lenguaje griego se entiende por: “a favor de la vida” en
consecuencia muchos autores definieron como sustancias liberadas por un microorganismo que
indican el crecimiento y desarrollo de algin otro (Lilly y Stillwell, 1965). Una de las
definiciones mds comunes y aceptadas es la que plasma Fuller (1989), que indica como un
“suplemento alimenticio de microorganismos que mejoran y mantienen en equilibrio la flora

intestinal” (Mitropoulou et al., 2013).

En 1970 el probiodtico obtuvo la definiciéon de “microorganismo que se utiliza como
suplemento en la alimentacion animal, para aumentar el crecimiento y reducir el estrés”

(Rodriguez, 2009)

Afos mas tarde, Havenaar y Huis in 't Veld (1992), lo definieron como "un monocultivo
o cultivo mixto viable de bacterias que, cuando se aplica a animales o seres humanos, afecta
beneficiosamente al huésped mejorando las propiedades de la flora autéctona" (Salminen et al.,

1998.)

Luego de las diversas definiciones la Administracion de Alimentos y Drogas (FDA) y la
Organizacion Mundial de Salud (OMS), definieron a los probidticos como microorganismos
que aportan ciertos beneficios a la salud, teniendo en cuenta que deben ser consumidas en

concentraciones de 10° a 10’ unidades formadoras de colonias (UFC) esto ayudando a
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incrementar la microflora en el tracto intestinal, lo cual ayudard a una mejora en la salud del

huésped (FAO/OMS, 2002; Parra, 2010).

Con todas estas definiciones se puede afirmar que las bacterias probidticas son
microorganismos vivos que pertenecen a la microbiota intestinal teniendo como caracteristica
una minima o nula capacidad patégena, asi como también brindar funciones favorables en la

salud del huésped.

2.1.2 Beneficios de los probiéticos

Para ser un microorganismo que se denomina probidtico debe tener ciertas caracteristicas
y requisitos, como ser seguro para el hospedador, no ser un patégeno, ni toxigénico y que tenga
la facil adhesion a las células epiteliales para el tracto intestinal, teniendo en cuenta que estas
se adhieren mas no desplazan al microbiota ya presente. (Castro y De Rovetto, 2006). Debe
estar caracterizado a nivel de género, especie y cepa de cultivos de confianza y reconocidas

internacionalmente. (FAO/OMS, 2002; Saulnier et al., 2009).

El mecanismo de accion de los probidticas (Figura 2.1) incluye la disminucién del pH
intestinal que favorece el crecimiento de microorganismos beneficiosos, aumento de la
resistencia a la colonizacion y estimulacion de la respuesta inmune estimulando la produccién
de inmunoglobulina A (Alander et al., 1999; Isolauri et al., 2001; Collado et al., 2007). También
participa en la produccion de algunas enzimas digestivas, vitaminas y sustancias

antimicrobianas como bacteriocinas, dcidos organicos, lactonas, etc (Parra, 2010).
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Figura 2.1

Mecanismo de accion de los probioticos.
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Adicional a esto debe tener la capacidad de mantenerse viable al momento del consumo,
en su paso por los dcidos del estdmago, contacto con la bilis en el duodeno, colonizar el intestino
delgado como el grueso, favoreciendo el equilibrio del microbiota intestinal (Saulnier et al.,
2009). La gran parte de los microorganismos probidticos pertenecen al grupo de las bacterias

dcido lacticas (BAL) (Grajek et al., 2005).

2.1.3 Probioticos en los alimentos

A lo largo de los afios, los consumidores han ido cambiando sus habitos alimenticios,
optando por alimentos sanos que brindan beneficios adicionales a la salud (Cortés et al., 2005).
Los alimentos funcionales tienen importancia en este aspecto ya que mas alld de su aporte
nutrimental basico nos pueden aportar beneficios en el sistema cardiovascular, gastrointestinal,
neuronal y pueden tener efectos antioxidantes, anticancerigeno, antidiabético y
antiinflamatorios (Ignat et al., 2010). Un ejemplo de ello son los probidticos, compuestos

bioactivos que se han aplicado a diversos alimentos, estos llegan a ser susceptibles frente a los
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diversos procesos tecnoldogicos o factores como la temperatura, almacenamiento y la
composicion de matrices alimentarias, Por ello se ha visto necesario realizar investigaciones

para favorecer estabilidad y viabilidad en el consumo (Rodriguez, 2016).

Al agregar lo probidticos en los alimentos se puede modificar sus cualidades
organolépticas, se han desarrollado investigaciones recientes referidas a cepas potencialmente
probidticas que pueden actuar como biocatalizadores al realizar transformaciones indicando:
mejoras en el producto final del alimento, atribuyéndole mejoras nutricionales tal es el caso de
las bacterias 4cido lacticas que aparte de producir 4cido lactico también influyen en la creacion
de sabor, aroma, textura y dan un mayor aporte al valor nutricional en los alimentos fermentados

brinddndonos una mejor digestioén y tiempo de anaquel (Parra, 2010; Makinen et al., 2012)

La supervivencia de los probidticos en los alimentos depende de multiples pardmetros
como: pH, solidos solubles, concentracion de oxigeno y agitacion durante su produccion,
procesamiento y almacenamiento. A nivel fisioldgico son sensibles a la acidez del estomago y
a la presencia de las sales biliares intestinales (Frakolaki et al., 2021; Chdvarri et al., 2012), que

afectan el crecimiento, metabolismo y propiedades funcionales del probiético.

Por otro lado, también es necesaria una estabilidad microbioldgica en la adicion a los
alimentos, los factores como la actividad de agua, pH y temperaturas son los que deterioran el
alimento y forman medios de proliferacion de microorganismos no deseados (Maris et al., 2004;

Badui, 2006).

Por ende, para asegurar la estabilidad, viabilidad y la adecuada liberacién de los
microorganismos en el intestino se han desarrollado tecnologias para la aplicacién en diversos
campos de la industria y se ha dado diferentes enfoques como la eleccion de cepas resistentes,

la microencapsulacién, adicion de nutrientes adicionales y la respuesta celular al estrés. En estos
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enfoques podemos decir que el microorganismo maés tolerante entre todos es el Lactobacillus

(Ricciardi et al., 2012).

2.1.4 Bacterias Acido lacticas

Un método de preservacion relevante en la industria alimentaria por muchos afios fue el
uso de bacterias lacticas capaces de producir dcido l4ctico a partir de sustratos fermentables,
esto debido a que la disminucién de pH provocada impide el crecimiento de la flora que puede

resultar patégena para el hombre (Piuri, 2003).

Lister (1873) presencié y aislé el primer cultivo bacteriano lactico que denomind

Bacterium lactis, actualmente 1lamado Lactococcus lactis.

Las bacterias 4acido lacticas (BAL) son microorganismos anaerobios facultativos, Gram
positivos, no esporulados, 4cidos tolerantes, que carecen de citocromo y fermentativos
(Makarova et al., 2006). Su metabolismo requiere nutrientes muy complejos como

aminodcidos, bases puricas, pirimidicas y vitaminas del grupo B (Stiles y Hozapef, 1997).

Son responsables de la fermentacion lactica a partir de aziicares como es el caso de yogurt,

leches y algunos tipos de quesos (Heenan et al, 2004; Vazquez et al., 2008).

Para ello, en su fermentacién utilizan dos vias diferentes, ruta de Embden—Meyerhof, aqui
se encuentran los homofermentativos que degradan la hexosa a sélo acido lactico como
producto final en su fermentacion de carbohidratos y la via de las pentosas, aqui estan los
heterofermentativos, este grupo convierte las hexosas en 4cido lactico, didéxido de carbono,
etanol y dcido acético, mientras las pentosas en acido lactico y 4cido acético (Kandler, 1983;

Lyhs, 2002; Ramirez, 2005).

Los microorganismos mds empleados como probidticos pertenecen a los géneros

Lactobacillus,  Bifidobacterium, Bacillus, Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc,
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Pediococcus, Streptococcus y otras especies pertenecientes al género Saccharomyces (Collado,
2004; Romero y Mestres, 2004; Gupta y Garg, 2009). Estos se encuentran en alimentos como
la leche, siendo este el medio mas eficaz en su proliferacion, productos cédrnicos, frutas o en el
tracto gastrointestinal especialmente en la cavidad oral y el intestino delgado (Grajek et al.,

2005).

2.1.5 Lactobacillus plantarum

Dentro del grupo de las bacterias 4cido lacticas, la especie Lactobacillus plantarum es el
mas utilizado para la industria de alimentos ya sea de manera natural o afiadidas con fines de

conservacion, al ser reconocidas por sus beneficios en la salud (Collado, 2004).

Estos son bacilos Gram positivos, heterofermentativos facultativos que producen 4cido
lactico, acido acético o etanol y diéxido de carbono a ciertas condiciones. Son microorganismos
de forma bacilar delgados y largos, aerotolerantes, no esporulados, sin flagelo (Giraffa et al.,

2010) y es considerado como GRAS, generalmente reconocido como seguro (Figura 2.2).

La supervivencia en diversos procesos industriales es alta ya que se ha demostrado que
es capaz de tolerar el entorno durante su paso por el tracto digestivo y adherirse a la mucosa
durante su colonizacién evitando su rdpida eliminacién (James, 2000). Por consiguiente, se
utiliza y comercializa como probiético al tener mejoras en la salud (Papadopoulou et al., 2018;
Salar-Behzadi et al., 2013). A pesar de sus multiples mecanismos de defensa, se ve afectado
por diversas condiciones de estrés como térmico, osmaético, sistemas dcidos y estrés oxidativo
relacionado con las proteinas (Vazquez, 2008). Aunque esta especie ha desarrollado respuesta
adaptativa frente a estas condiciones, pocos estudios se han publicado sobre su viabilidad,

tolerancia y respuesta al estrés ambiental.
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Figura 2.2

Morfologia de la cepa de Lactobacillus plantarum.

Fuente: Valan, 2016.

2.1.6 Viabilidad de probidticos bajo condiciones gastrointestinales

Una de las caracteristicas mds importantes en los probidticos es su resistencia frente a las
condiciones gastrointestinales (Figura 2.3), asi como ser capaces de tolerar la acidez géstrica,
sales biliares en el intestino delgado, la actividad enzimdtica y la adherencia a las células

epiteliales del tracto (Mejia et al., 2006).

Su exposicién influye debido al pH géstrico presente en nuestro organismo que estd
alrededor de 2, las cepas probidticas anaerobias afectadas por la presencia de oxigeno y del
estrés oxidativo exdgeno limitando el crecimiento celular (fase lag) (Figura 2.4). La tolerancia
de la cepa puede ser mejorada por modificacién genética o adaptacion al medio (Picard et al.,

2005; Parra, 2010).
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Figura 2.3
Fases de crecimiento de la bacteria
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Para aumentar la resistencia a los jugos géstricos, evitar su degradacion en el estbmago y
una liberacion controlada en el intestino, se ha utilizado la encapsulacion de las cepas y se ha
notado su mayor viabilidad a comparacién de cuando se encuentra en su forma libre (Peréz et
al., 2013)

Figura 2.4

Efectos de las bacterias probidticas sobre la funcidn de la barrera intestinal.
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Fuente: Howart y Wang (2013).
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2.1.7 Microencapsulacion

El término microencapsulacion se utiliza cuando se encapsulan sustancias de bajo peso
molecular o en menores cantidades. Esta técnica permite mejorar la viabilidad del
microorganismo en la aplicacién de alimentos en su paso por el tracto gastrointestinal,
incrementando la estabilidad, vida media y mayor productividad que las bacterias no
encapsuladas (Rao et al., 1989; Fuchs et al., 2006). El proceso consiste en la proteccion de las
células que se encuentran inmovilizadas al interior de una matriz 0 membrana encapsulante,
que crea un ambiente capaz de controlar las interacciones entre la parte interna y externa

(Krasaekoopt et al., 2003).

Los objetivos de la utilizacién de esta técnica en la industria alimentaria son: evitar la
pérdida de algiin componente e impedir la degradacion por alguna situacion de estrés o cambios
fisicoquimicos, tales como temperatura, pH, densidades, sales biliares, etc (Mitropoulou et al.

2013)

La liberacién gradual de estas células encapsuladas depende del polimero utilizado, del
compuesto activo y la propia microcdpsula (Kailasapathy, 2002). Traen como beneficio la
conservacion de sus caracteristicas nutricionales, facilitar el manipuleo y mejorar su aptitud

frente al almacenamiento (Deladino et al., 2007; Lopez, 2012).

Diversas técnicas de encapsulacion aplicadas a probidticos han sido propuestas en las
ultimas décadas. Los métodos en funcion a la formacién de microesferas se pueden clasificar
en 3 grupos: Métodos fisicos (secado por aspersion, extrusién y recubrimiento por aspersion);
Procesos fisicoquimicos (coacervacion simple o compleja y atrapamiento en liposomas;
Procesos quimicos (polimerizacion interfacial e inclusiéon molecular) (Yanez et al., 2002).

Tanto el método de extrusiéon como el de emulsién aumentan la supervivencia y viabilidad de
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los probidticos hasta un 80-95% (Rao et al., 1989; Sheu & Marshall, 1993; Rodriguez et al.,

2016).

La microencapsulacion por extrusion consiste en la formacion de cdpsulas hidrocoloides
al preparar una solucidn, afiadirle microorganismos y extruir la suspension celular a través de
una aguja de jeringa en forma de gotas o esferas (pellets) que suelen oscilar de 2-5 mm que
caen libremente en la solucién endurecedora que reacciona en la superficie de la gota. Para la
aplicacion de esta técnica de microencapsulacion se debe cumplir la permeabilidad, estabilidad
térmica, estabilidad mecdnica y estabilidad frente a cambios en pH y sales (King, 1995). Las
condiciones de formulacidn suaves garantizan una alta viabilidad celular (80-95%) (Ming-Ju,

et al., 2007; Mitropoulou et al., 2013).

2.1.8 Agentes encapsulantes

En la eleccion del material de recubrimiento se debe tener en cuenta diversas
caracteristicas como el grado alimenticio, costos y propiedades fisicoquimicas como el peso
molecular, difusividad, solubilidad, fusién, formacién de peliculas, biodegradabilidad y las
propiedades de la matriz alimentaria a la que se incorporard o la viabilidad de la bacteria lactica

(Rodriguez et al., 2016).

Los agentes encapsulantes mds usuales y aplicados a los probidticos que sirven de
recubrimiento y proteccion son: las proteinas, gomas (alginato), hidratos de carbono (sacarosa,
maltodextrinas, derivados de almiddn, ciclodextrinas, celulosa), lipidos, grasas, ceras, lecitinas
(emulsionantes) y fibras. Estos pueden mezclarse dependiendo de las caracteristicas esperadas

(Sinton, 1998).

En todo este grupo de encapsulantes, resaltan los hidrocoloides que se pueden clasificar
en polimeros naturales con gran relevancia como son los alginatos y quitosano, los cuales
pueden adicionarse en soluciones salinas para la formacion de geles. Cada hidrocoloide tiene
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diferentes propiedades y dentro un mismo tipo de polimeros pueden tener variaciones

significativas (Sheu y Marshall, 1993).

2.1.8.1 Alginato de sodio

El uso de polimeros naturales para la formacion de geles como el alginato es el mds
frecuente por su sencillez, bajo costo y condiciones que aseguran una alta viabilidad celular. El
alginato es un heteropolisacérido lineal de d4cido D-manurénico y L-gulurénico (Figura 2.5) que
se extrae de diversas algas, es usado en la industria farmacéutica y en la biotecnologia como

agente espesante, gelificante y estabilizador coloidal (Lakkis, 2007).

El alginato de sodio puede reticularse i6nicamente con cationes divalentes (Ca*?) que se
unen al 4cido I-gulurénico (Skjak-Braek et al., 1986). Su composicién monomérica, estructura
y tamaiio influye en sus propiedades mecénicas y de hinchamiento. La longitud del polimero
del 4cido d-manurénico es, por tanto, la principal caracteristica estructural que contribuye a la

formacioén del gel (Smidsrod y Skjak-Braek, 1990).

El tamafio y forma de las perlas dependen de la viscosidad de la solucién y de la distancia
de la jeringa en el goteo. Entonces podriamos decir que, al aumentar la concentracion y

viscosidad, el tamafio de perlas disminuye (Smidsrod y Skjak-Braek, 1990).

La formacidn de las microesferas comienza con la mezcla de la solucién de alginato y la
suspension celular, se gotea la mezcla en una solucién que contiene CaCl?, provocando el calcio
la gelificacion en la interfase gota/solucidon de alginato para luego realizar un lavado de las
perlas. Generalmente se utiliza el ion calcio (Ca*?) en forma de CaCl? por ser soluble en agua

y no toxico (Ortiz et al., 2021).

Las ventajas que presenta el uso del alginato de sodio en el método por extrusién son:

facilidad de preparacion y formacion de geles, es segura y biocompatible, pero es susceptible a
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la acidez del ambiente exterior, inestabilidad mecénica, y el deterioro del alginato por la

presencia de 1ones (Mortazavian et al., 2007; Favaro y Grosso, 2002).

Figura 2.5

Estructura quimica de Alginato.
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2.1.8.2 Quitosano

El quitosano es un polisacdrido con carga positiva que se ha desacetilado de la quitina
(Figura 2.6) que se encuentra en los caparazones de los crustdceos (King, 1995). La quitina es
un polimero de N-acetilglucosamina, o N-acetil-2-aminocelulosa, por lo que el quitosano es
esencialmente 2-aminocelulosa y puede ser reticulado por aniones o polianiones, como
polifosfatos, ferrocianuro, Fe(CN)64-, Fe(CN)63-, 4cido polialdehidocarbénico (Klein y
Vorlop, 1983). Es soluble en pH menores a 6 y forma un gel por gelificacion ionotrdpica al
igual que el alginato que se utiliza en la industria alimentaria y para la inmovilizacion de células
vegetales (Knorr et al., 1985). El quitosano soluble ha demostrado tener efectos inhibidores en
diferentes bacterias lacticas y se ha utilizado como formador de membranas en la
microencapsulacion de estas (Groboillot et al., 1993), es por ello que se utiliz6 recubrir las
perlas de alginato remojadas en solucion de quitosano (0,4%) con agitacion suave durante 40
minutos (Mortazavian et al., 2007). La carga celular en las microesferas oscil6 de 103 a 10"

UFC.g-1 (Zhou et al., 1998).
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Figura 2.6

Desacetilacion de la quitina a quitosano y posterior reticulacion con diferentes agentes

bifuncionale para reticular el quitosano.
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Fuente: Groboillot, 1993.

2.2 Antecedentes

Se han realizado diversas investigaciones en los dltimos afios sobre la viabilidad de los
probidticos en condiciones gastrointestinales, asi como también en el proceso vy
almacenamiento de diversos alimentos teniendo resultados para una seleccion Optima de las

cepas resistentes en la industria alimentaria.

Gutierrez et al. (2014) evaluaron el crecimiento del Lactobacillus plantarum BAL-03,
estudiando el efecto de temperatura, pH y agitacion sobre la produccién de acido l4ctico

mediante la densidad 6ptica (DO) y el recuento en placa (UFC/mL). Realizaron diversos
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tratamientos con pH 6, temperaturas 30, 36 °C y la aireacion con 0.1, 0.5 VVM. Los resultados
indicaron que el crecimiento va disminuyendo con el aumento de temperatura en presencia de
neutralizante y oxigeno. Asi también, una mejora en el crecimiento bajo condiciones de pH 6 y
temperatura de 30 °C alcanzando una concentracién media de 6.25 x 10'° (UFC/mL) y una

produccion de 4cido lactico de 19.26 g/L.

Por otro lado, Dalcanton et al. (2018) construyeron un modelo de superficie de respuesta
a la tasa de crecimiento de Lactobacillus plantarum ATCC 8014, evaluando su temperatura (4,
7,10, 13y 16 °C), el pH (5,5, 6,0, 6,5, 7,0 y 7,5), el cloruro sédico (2-8%) y el lactato sédico
(0, 1, 2, 3y 4%). El factor mds importante en la fase de crecimiento fue la temperatura y el pH
ya que se produjo un aumento correspondiente, mientras que se observé una relacion negativa

entre las concentraciones de NaCl y el pardmetro de crecimiento.

En 2020, Mahmoud et al., evaluaron la supervivencia del Lactobacillus plantarum
microencapsulado con alginato, simulado en alimentos y en condiciones gastrointestinales. Para
ello realiz6 una comparacion de diferentes agentes encapsulantes a base de alginato, exposicion
térmica (40, 45 y 60 °C), tratamiento osmoético (1, 3,y 5 % NaCl) y acidos orgénicos (1, 2%).
Nos aportan que los tratamientos van a depender del agente encapsulante utilizado, en el caso
del Alginato-Quitosano se logra obtener una mejor viabilidad en jugo géstrico simulado y
condicion intestinal. En el estrés térmico es mds tolerante a bajas temperaturas, es mas
apropiado en concentraciones de NaCl hasta el 5% donde las células van disminuyendo y las
temperaturas 40 y 45 °C no parecen ser letales pero al aumentar van disminuyendo o inhibiendo
el crecimiento. Se pudo concluir que las bacterias encapsuladas sobreviven mejor que las

células no encapsuladas en diferentes condiciones de estrés.

Como en otras investigaciones, Mahreen et al. (2020) también demostraron la resistencia

del Lactobacillus plantarum aislados del yogur tradicional paquistani a un pH 4cido (6-6,5),
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sales biliares (0,01-1%), sal NaCl al 1-7% y actividad antibacteriana contra diez patégenos
diferentes. Los aislados tenian diferentes concentraciones de NaCl (1 al 7 %) y se incubaron a
37 °C durante 4, 6, 12 y 24 horas, mostraron un crecimiento a una concentracion del 1-4% NaCl
mientras que del 6 al 7 % NaCl, disminuyd. Por lo tanto, nuestros aislados demostraron que

tienen potencial probidtico y podrian usarse en diferentes alimentos como probidticos.

Soumitra et al. (2020), consideraron a Lactobacillus plantarum GCC_19M1 como una
bacteria probidtica potencial ya que tuvo resistencia a diversas condiciones de estrés. Este
aislado de un producto lacteo fermentado demostré tolerancia a pH bajos debido a que hubo
disminuyé el 10,72 % en el recuento bacteriano a pH 3 en comparacién con pH 7,2; con respecto
a las temperaturas, presenté un crecimiento significativo entre 10 y 40 °C; la tolerancia del
porcentaje de concentracion de sales fue al 5% y al aumentar la concentracién de NaCl al 7.5%
disminuye su viabilidad, como que a 10 % de NaCl no present6 signos de crecimiento. Por otro

lado, la cepa mostr6 una supervivencia del 93.48 % a 96.97 %.

Igualmente, Young et al. (2020) evalué la viabilidad del Lactobacillus plantarum PMO-
08 en diversas condiciones de estrés, los pardmetros de fermentacion y propiedades de la
bebida. En este estudio el crecimiento celular se dio a 30 °C (102,2 + 1,7%), con pH 6ptimo de
5,0a7,5,y con 1% de NaCl (103,2%). Los requisitos probidticos se cumplieron ya que la tasa
de supervivencia en el jugo géstrico artificial y el jugo intestinal artificial fue 96% y del 95%
respectivamente. Por otro lado, también la resistencia al per6xido de hidrégeno es fundamental
a evaluar, es por ello que, Riane et al. (2019) estudiaron las propiedades probidticas, estrés en
condiciones de pH 4cido, sales biliares y la actividad antioxidante de Lactobacillus plantarum
15 aislado de la leche, afirmando que las cepas son viables a valores de pH acido de 2,5-4,0,
con una tasa de supervivencia del 86,40% y 80,58% para acidez y sales biliares

respectivamente. También tuvo una resistencia al peréxido de hidrégeno (76,12%) con
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actividad antioxidante del 21.33% siendo la mejor cepa aprobada por su mayor actividad en la

eliminacion de radicales DPPH.

En 2020, Lin et al. también evalud la capacidad de supervivencia de Lactobacillus
plantarum AR113, en diferentes condiciones de estrés, como pH bajo, bilis alta, presion
osmotica alta (2-8 % NaCl) y estrés oxidativo (0-10 % H203). Los resultados nos indican que
al aumentar la concentracion de H2O2, disminuy¢ el crecimiento microbiano obteniendo una
tasa de supervivencia mayor al 50% a 2,0 mM de H2O2 y menor del 1% cuando la ascendia a
6,0 mM de H20.. A mayor concentracion de H>O> se inhibe el crecimiento y no habia

viabilidad.

Teniendo en cuenta a Jiage Ma et al. (2021), evaluaron los efectos que conllevan distintos
tratamientos de adaptacion de Lactobacillus plantarum KLDS 1.0628. Las condiciones
sometidas fueron cambios de temperatura (37 control, 40, 45, 50, 55 y 60 °C), estrés por frio (
4, 10, 15, 20 y 25 °C) oxidacién (O control, 0,2 0,5, 1, 2 y 5 mmol/L. de H>0O»), 4cidos (2,5, 3,
4,5y 6 con HCI) y el estrés osmético (0 control, 1, 2, 4, 6 y 8 % de NaCl), con el objetivo de
determinar la tolerancia y la proteccion cruzada. Los resultados obtenidos fueron los siguientes:
una mayor tolerancia al estrés térmico, pero a temperaturas mayores a 50°C va disminuyendo,
bajo crecimiento con el aumento de la concentracion de H>O» en el estrés oxidativo, inhibicion
del crecimiento microbiano a concentraciones mayores al 2% NaCl. El estudio sugiere que la
adaptacion previa a niveles subletales de las condiciones de estrés mejora la tolerancia al calor

de L. plantarum KLDS 1.0628.

Por otro lado, tenemos a la resistencia osmética de L. plantarum y su capacidad para
fermentar alimentos con alta concentracion de sal (0,5-10 %). Milesi et al. (2008), demostrd
que el L. plantarum tiene un buen desarrollo, supervivencia y crecimiento similar en dos

matrices de quesos. El cultivo provocé cambios en la protedlisis secundaria que se evidenciaron
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por la modificacion de los perfiles peptidicos y el aumento de los niveles de aminoécidos y sus

propiedades tecnoldgicas adecuadas para la fabricacion de queso.

Los efectos de diferentes condiciones fisicoquimicas sobre la viabilidad de Lactobacillus
plantarum demostraron que se mantiene el 100 % de viabilidad durante 7 dias y 70.1 % al
finalizar 18 dias almacenada en agua estéril a 5 °C. El suero dulce (pH 6.0) propicié una
viabilidad de 90 % de Lactobacillus plantarum, superior al 73.3 % de viabilidad obtenido con
el suero acido (pH 4.4), almacenado a 5 °C, durante 21 dias. Los tratamientos de yogurt natural,
yogurt con mucilago de nopal, yogurt con mucilago de sdbila y yogurt con nopal en polvo han
sido utilizados como vehiculos durante 21 dias a 5 °C, disminuyendo en promedio su
concentracion celular. Todos los vehiculos utilizados después de 21 dias de almacenamiento a
5 °C, contiene una concentracién celular de Lactobacillus plantarum superior a 10° UFC/mL,

por lo que cumple con lo recomendado por la FAO y la OMS. (Cruz, 2014).

Zhang et al (2017) estudio la influencia de diversas condiciones de horneado y posterior
almacenamiento en la supervivencia de una cepa de Lactobacillus plantarum P8. Se utilizaron
muestras con diferente peso y temperatura respectivamente (5, 30 y 60 g) y (175, 205 y 235
°C.) durante 8 minutos, se determiné la viabilidad residual de las bacterias cada 2 minutos, esta
disminuy6 de 10° UFC/g a 10* UFC/g tras el horneado. Se observé una diferencia en la
viabilidad por la variaciéon de temperatura y humedad y por los microsistemas desarrollados.
En el almacenamiento la viabilidad bacteriana aument6 hasta 10 UFC/g en la corteza y 10°
UFC/g en la miga, respectivamente. El rebrote de probidticos se acompaiié de una disminucién

del pH del pan y un aumento de la acidez titulable total. total.
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CAPITULO III: HIPOTESIS Y VARIABLES

3.1 Hipétesis

Lactobacillus plantarum ATCC 1407 microencapsulada serd capaz de mantener su
viabilidad frente a condiciones de estrés térmico, osmético y oxidativo, factores comunes en la

elaboracién de los alimentos, en comparacién con la forma libre.

3.2 Variables

3.2.1 Variables Dependientes

* Viabilidad de la bacteria Lactobacillus plantarum ATCC 1407

3.2.2 Variables Independientes

* Estrés térmico (T°)
* Estrés osmético (NaCl %, concentracion de sales)

» Estrés oxidativo (H202 %, concentracion de peréxido de hidrégeno)
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CAPITULO IV: MATERIALES Y METODOS

4.1 Lugar y tiempo

La investigacion se desarroll6 entre los meses de agosto hasta diciembre del afio 2023 en
el Laboratorio de Biotecnologia Microbiana, departamento académico Quimica Orgéanica en la

Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

4.2 Descripcion del material experimental

4.2.1 Microorganismo

Lactobacillus plantarum ATCC 1407 perteneciente al cepario del laboratorio de

Biotecnologia Microbiana.

4.2.2 Insumos y reactivos

- Agua destilada (H.O)

- Agar MRS

- Caldo MRS

- Alginato de sodio

- Quitosano

- Cloruro de sodio (NaCl)

- Pero6xido de hidrégeno (H.O.)
- BufferpH 4

- BufferpH7

- Alcohol etilico
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4.2.3 Materiales

- Tubos de ensayo

- Placas Petri

- Matraz

- Probeta

- Tips

- Vaso de precipitado

- Eppendorf

- Rack para tubos de ensayo
- Asade siembra

- Mecheros

4.2.4 Equipos

- Incubadora

- Balanza analitica

- Potenciémetro

- Camara de flujo laminar
- Estufa esterilizante

- Autoclave

- Agitador magnético

- Micropipetas

- Vortex

- Agitador Orbital con temperatura
- Espectrofotémetro

- Estufa



4.3 Metodologia

Evaluar el efecto de la temperatura, presién osmotica y estrés oxidativo en la viabilidad
de la bacteria Lactobacillus plantarum ATCC 1407 en su forma libre y microencapsulada por

el método de extrusion.

4.3.1 Preparacion del inéculo

4.3.1.1 Preparacion del Inoculo en su forma libre

Lactobacillus plantarum se cultivé en caldo MRS a 37 °C en agitacién constante a 150
rpm por 24 horas. Transcurrido el tiempo de incubacién, se utilizé6 3 mL para inocular los

medios de cultivo correspondiente a cada tratamiento.

5.3.1.2 Preparacion del Inéculo microencapsulado por el método de extrusion.

4.3.1.2.1 Preparacion de los polimeros Alginato de sodio y quitosano

Se disolvid por separado alginato de sodio (P/V) al 2% en agitacion constante (750 rpm)
a temperatura ambiente por 24 horas. Por otro lado, se disolvié por separado quitosan8o (P/V)
al 1% en una solucién 4cida del 4% de 4cido citrico en agitacion constante (500 rpm) a
temperatura ambiente por 24 horas hasta obtener una disolucion homogénea en relacién del
1:100 respectivamente. Una vez obtenida las soluciones de alginato y quitosano se esterilizaron

por separado a 121°C por 15 min.

4.3.1.2.2 Preparacion de la bacteria

Lactobacillus plantarum se cultivé en un caldo MRS y se incub6 a 37 °C en agitacién
constante a 150 rpm por 24 horas. Después del tiempo de incubacién, se recuperd el pellet
celular por centrifugacién a 5000 rpm durante 10 min y se eliminé el sobrenadante libre de

células. El pellet celular fue lavado con un agua destilada y posteriormente se resuspendio en
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agua destilada estéril. Se realiz6 la medida de la concentracion celular a una densidad 6ptica de

2.858 en el espectrofotometro a 600 nm de longitud de onda (Anexo 1).

4.3.2. Microencapsulacion de la bacteria Lactobacillus plantarum ATCC 1407

Después de obtener la mezcla de los polimeros alginato de sodio y quitosano en mixima
agitacion constante a temperatura ambiente, se afiade la bacteria en una relaciéon de (2:1)
respectivamente con una maxima agitacion por toques a temperatura ambiente. Con la ayuda
de una jeringa se tomo la mezcla de polimeros, bacteria y prebidtico, la cual se hizo gotear en
una solucién de CaCl,. Transcurrido el tiempo de endurecimiento (30 min), se realiz6 el lavado

de las microcapsulas con agua destilada estéril para retirar todo el residuo del CaClz (Anexo 2).

4.3.3. Evaluacion de la viabilidad de la bacteria Lactobacillus plantarum ATCC 1407 en

forma libre y microencapsulada.

La evaluacion de la viabilidad de la bacteria L. plantarum ATCC 1407 en su forma libre
se realiz6 a través de la medida de la densidad Optica en espectrofotometro a 600 nm de longitud
de onda, posteriormente la absorbancia fue convertida a UFC/mL mediante la ecuacion (1). Por
otro lado, para determinar la viabilidad de la bacteria L. plantarum ATCC 1407
microencapsulada se calculd las Unidades Formadoras de Colonias por mililitro (UFC/mL),
para la cual se tomd 6 gramos de microcapsulas que fueron agregadas al matraz para su posterior
incubacion a diferentes tratamientos. Se afadié 1 g de microcdpsulas, previamente lisadas en 9
mL de citrato al 1%, luego se realizé diluciones seriadas en solucidn salina estéril para retirar
100 (uL) de cada dilucién y sembrar en agar MRS por el método de diseminacién. Se incubé a

37°C por 48 h. Las UFC/mL se obtendrdn utilizando la siguiente férmula (2).
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y = 42222 x + 3.0955 ........ (1)

Donde:
x = absorbancia; y = UFC/mL

Numero de colonias por placa x factor de dilucion
UFC/mL = por placax factor de dilucion )

ml de la muestra sembrada

Donde:
Factor de dilucion = inversa de la dilucion

4.3.4. Evaluacion del efecto de la temperatura en la viabilidad de la bacteria L. plantarum
ATCC 1407 en su forma libre y microencapsulada por el método de extrusion

Para la evaluacion del efecto de la temperatura en la viabilidad de la bacteria en su forma
libre se realiz6 una lectura del crecimiento microbiano del caldo MRS inoculado con la bacteria
L. plantarum con 24 horas de edad en diferentes temperaturas (37°, 40° y 50 °C) con 3 mL en
el espectrofotometro a 600 nm de longitud de onda. Por otro lado, para la forma
microencapsulada por el método de extrusion, se realizé diluciones a partir de las microcdpsulas
lisadas de L. plantarum en 9 mL de citrato con 24 horas de edad a temperaturas de 37°, 40° y
50 °C y se tom6 muestras a intervalos de tiempo predeterminados dentro de las 30 primeras
horas. Tras el tratamiento térmico, de las dos ultimas diluciones se realizd los recuentos

bacterianos de células viables en agar MRS (37 °C - 48 horas).

El indice de resistencia (IR), definido como IR =1og No /Nr (No = recuento celular inicial;
Nf = recuento celular final), se calcul6 en cada caso. Se evalud la cinética de crecimiento y se
determind los valores de la funcién matemadtica utilizando el software Minitab. Los ensayos

seran realizados por duplicado en ensayos independientes.
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4.3.5. Evaluacion del efecto del estrés osmotico en la viabilidad de la bacteria Lactobacillus

plantarum ATCC 1407 en su forma libre y microencapsulada por el método de extrusion.

Se utilizardn dos metodologias:

a) Para la forma libre, la cinética del crecimiento microbiano se evalio en diferentes
concentraciones de NaCl (De Angelis et al., 2004). Para ello, las células en fase exponencial se
suspendieron en caldo MRS. Estas suspensiones se utilizaron para inocular (2%, v/v) con caldo
MRS adicionado de diversas concentraciones de NaCl (5, 7 y 10%, p/v). Como control del
crecimiento bacteriano se utiliz6 MRS sin sal. Se tom6 valores de absorbancia (D.O.600 nm) a

intervalos de 3 horas durante 30 horas a 37 °C.

b) Para la microencapsulacion, se transfiri6 1 g de microcapsulas de L. plantarum
suspendidas en soluciones acuosas de NaCl a diversas concentraciones (5, 7y 10% p/v) y se
hidrolizaron con citrato hasta obtener una solucién homogénea. Posteriormente, se tomaron
muestras con un intervalo de 3 horas y se realizaron las diluciones seriadas y se mantuvieron a
la temperatura de 37°C. Se realizaron recuentos celulares antes y después del tiempo de

incubacién (Anexo 4). Los ensayos se realizaron por duplicado en ensayos independientes.

4.3.6. Evaluacion del efecto del estrés oxidativo en la viabilidad de la bacteria Lactobacillus

plantarum ATCC 1407 en su forma libre y microencapsulada por el método de extrusion

Como se ha detallado anteriormente, la cepa en fase estacionaria de crecimiento se
centrifugd y se suspendieron en una solucién de peréxido de hidrégeno al 0,1 y 0.5 % (p/v)
(H20») y se mantuvieron a 37° C. A intervalos de tiempo predeterminados (0, 3, 6, 21, 24, 27,
30 horas), se tomaron muestras y se realizé los recuentos de células viables en agar MRS (37

°C - 24 h) (Anexo 5). En todos los casos, se trazé las cinéticas y se determind los valores de las
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funciones matematicas utilizando el software Matlab. Los ensayos se realizaron mediante

duplicado en ensayos independientes.

4.3.7. Determinacion de la supervivencia de la bacteria Lactobacillus plantarum ATCC

1407 en su forma libre y microencapsulada por el método de extrusion.

Se realiz6 el recuento de células viables a través de diluciones seriadas utilizando
peptonas al 0,1%. Luego se sembro en agar MRS por el método de diseminacion y se incubd a
37 °C por 48 h. El recuento de las células viables se determind mediante la ecuacion (1 y 2)
desde el tiempo que se inicid y luego al terminar todo el proceso. La capacidad de supervivencia

de las células encapsuladas fue determinada de acuerdo a la ecuacion (3).

Log,oN¢

Supervivencia =
LogioNy

Donde:
Ni: El numero de  células viables (UFC/g) en el tiempo  cero.

Nt:  El numero de células viables (UFC/g) en cada periodo de tiempo.

4.3.8. Evaluar la cinética de crecimiento de la bacteria Lactobacillus plantarum ATCC

1407 libre y microencapsulada sometida a las condiciones de estrés.

Se realiz6 la evaluacion de la cinética de crecimiento a través del tiempo de duplicacién
y la velocidad especifica. La velocidad especifica mdxima (umax) se calcul6 para cada cinética

de crecimiento y tratamiento para evaluar el aumento de las células por unidad de tiempo (4).
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LnOD¢— LnOD
_ [nODs=Ln 0Dy
= g gy e (4)

Donde: 0Dy = densidad 6ptica final; 0D, = densidad Optica inicial; 8y = tiempo final; 8, =
tiempo inicial

Las velocidades de crecimiento celular se expresan generalmente en términos del tiempo
de duplicacién (Td), el cual es el tiempo requerido para que, a partir de una célula, se forman

dos células y la poblacién microbiana se duplique (5).

Donde (T) = Tiempo evaluado del crecimiento exponencial y (n) = 3.3 (LogNf - LogNO)

4.4 Diseiio experimental u observacional

En la evaluacion de la temperatura se determind la viabilidad de la bacteria L. plantarum
ATCC 1407 a 37,40y 50 °C. En el caso de la evaluacion del estrés oxidativo, se evalué a 0.1%
y 0.5% de peréxido de hidrégeno; mientras que, para la evaluacion del estrés osmético, se
evalué al 5, 7y 10% de NaCl, todos los tratamientos en su forma libre y microencapsulada por
el método de extrusién. Las variables de respuesta analizadas para la eleccion de la mejor

formulacion fueron: la viabilidad y concentracion de Lactobacillus plantarum ATCC 1407.

Se utilizé un disefio experimental por duplicado y completamente al azar. Se realiz6 el
andlisis de varianza (ANOVA) de un solo factor y comparacion multiples de medias mediante
la prueba de rango Tukey utilizando el programa estadistico MINITAB version 19.1 a un nivel

de confianza del 95%.
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CAPITULO V: ANALISIS DE RESULTADOS

5.1 Evaluacion del efecto de la temperatura en la viabilidad de la bacteria L. plantarum

ATCC 1407 en su forma microencapsulada y libre.

e En forma microencapsulada

Se evalu6 la viabilidad, resistencia térmica y el crecimiento microbiano encapsulado con
24 horas de edad, a tres temperaturas (37, 40 y 50 °C). Posteriormente a la microencapsulacion
se determind la sobrevivencia de la bacteria en los intervalos de tiempo de 0, 3, 6, 21, 24,27 y

30 horas, obteniendo un recuento bacteriano de las células viables.

En la Tabla 5.1 se observa que el crecimiento microbiano donde se tuvo una fase
exponencial notoria para 37 °C a partir de las 3 hasta las 6 h con una carga inicial promedio de
9.73 a 10.68 Log (UFC/mL), después de ese tiempo se mantuvo estable. Lo mismo sucedi6 a
40°C donde hubo un crecimiento notorio de L. plantarum ATCC1407 encapsulado en las
primeras 3 horas con un promedio de 10.81 y 10.86 Log (UFC/mL). Sin embargo, en la
temperatura de 50°C se observo muerte celular que redujo significativamente la concentracion
celular inicial de 11.61 Log (UFC/mL) hasta 5.7 Log (UFC/mL) a las 24 h de evaluacién (Ver

a Anexo 3).

Tabla 5.1
Concentraciones microbianas en Log (UFC/mL) de la cepa Lactobacillus plantarum ATCC

1407 microencapsulada a diferentes condiciones de temperatura.
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Tiempo (horas)
T° Repeticion

Oh 3h 6 h 21h 24 h 27h 30h
1 9.86 9.74 10.44 10.61 9.53 9.92 11.17

37°C
2 10.01 9.72 10.83 10.81 9.78 10.20 9.85
1 10.20 10.14 10.12 10.99 10.98 9.98 10.15

40 °C
2 11.05 11.12 11.01 11.96 11.95 10.96 10.93
1 10.97 9.73 9.69 7.30 6.00 6.00 6.60

50°C
2 11.86 10.35 9.99 0.00 0.00 0.00 6.30

Por otro lado, la fase exponencial ocurri6 en las primeras 6 horas del tiempo de evaluacién

(Grdéfica 5.1). La tasa de supervivencia de L. plantarum tras 30 horas de exposicion fue de 105.8

y 99.2 % a 37 y 40°C respectivamente. Mientras que, a 50°C hubo una disminucién constante

de células viables con una tasa de supervivencia del 56.7 %.

11.60
11.10
10.60
10.10
9.60
9.10
8.60
8.10
7.60
7.10
6.60
6.10
5.60

LOG (UFC/mL)

Figura 5.1

=iil= 37 °C

21

24

Tiempo (Horas)

40 °C =@=50 °C

27

Cinética de crecimiento del Lactobacillus plantarum ATCC 1407 microencapsulada a

diferentes condiciones de temperatura.
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Asimismo, se aportan los valores relativos a la evolucién del pH a lo largo del periodo en
estudio. Notamos en la Figura 5.2, un menor pH en las temperaturas que obtuvimos un mayor

crecimiento de poblacién microbiana (37 y 40 °C).

50°C 4.72
40°C 3.97
3PC 3.84

3 3:0 4 4.5 )

Figura 5.2

Valores de pH a diferentes condiciones de temperatura. (Microencapsulado).

Como apreciamos en las Tablas 5.2 y 5.3, las adaptaciones térmicas a 37°C y 40°C no
mostraron ningin efecto significativo sobre los recuentos viables de L. plantarum en
comparacion con la temperatura 50°C que si tuvo una diferencia significativa (P < 0,05) (Figura

5.3).

Tabla 5.2

Andlisis de varianza ANOVA de un solo factor (Viabilidad vs Temperatura).

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
TEMPERATURA 2 132.8 66.383 11.16 0.000
Error 39 231.9 5.947
Total 41 364.7
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Tabla 5.3

Comparacion en pareja utilizando método Tukey.

TEMPERATURA N Media Agrupacion

40 14 10.824 A
37 14 10.176 A
50 14 6.77 B
ICs simultaneos de 95% de Tukey Grifica de intervalos de VIABILIDAD vs. TEMPERATURA
Diferencias de las medias para VIABILIDAD 95% IC para la media
3
40-37 f | i
1
g
1 | a
50 - 37 I 1 = o
E:
> 8
7
50-40- | |
6

37 40 50

TEMPERATURA
Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente

diferentes. La desviacion estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura 5.3

Intervalos y diferencias de las medias para Viabilidad y T° (Microencapsulado).

e En forma libre

Se determinaron las concentraciones de la cepa microbiana L. plantarum con 24 horas
de edad inoculadas en caldo MRS a tres temperaturas (37, 40 y 50 °C). Luego se realiza una

lectura en el espectrofotémetro a 600 nm de longitud.

Por consiguiente, se observa en la Tabla 5.4 que para las temperaturas 37 y 40°C tuvo
su fase exponencial notoria y constante las primeras 21 horas con valores similares de 3.53 a
12.34 Log (UFC/mL) y 3.80 a 12.18 Log (UFC/mL) respectivamente. Luego de las 21 h la

concentracion de biomasa se mantuvo constante y lineal.
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Tabla 5.4

Concentraciones microbianas de la cepa Lactobacillus plantarum ATCC 1407 en su forma
libre a diferentes condiciones de temperatura.

Tiempo (horas)

T Oh 3h 6 h 21h 24 h 27h 30h

37°C 353 503 842 1234 1237 1246  14.56
40 °C 380 5.00 7.58 12,18 12.24 1223 1242

50 °C 397 486 5.01 4.90 4.93 4.88 4.87

En la temperatura de 50°C hubo un crecimiento minimo las 3 primeras horas, pero luego

empezd a mantenerse en la fase estacionaria con valores promedios de 4.9 Log (UFC/mL)

(Figura 5.4)
14.300
12.300 & E ) 5
10300
£
T 8.300
("9
2 6300
[:11]
S S % = 4
4300
-
2.300
0.300
0 3 6 21 24 27 30
Tiempo Acumulado (Horas)
=37 °( 40°C emimn50°C
Figura 5.4

Cinética de crecimiento del Lactobacillus plantarum ATCC 1407 en su forma libre a diferentes

condiciones de temperatura.

Igual que en los resultados obtenidos en la microencapsulacion (Tabla 5.1), las temperaturas de

37 °C y 40 °C presentaron los mayores valores de viabilidad de la bacteria L. plantarum sin
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diferencia significativa (Tabla 5.6) en comparacion con la temperatura de 50°C, la cual present6

la menor viabilidad con diferencias significativas (P < 0,05) con respecto a las demds

temperaturas evaluadas (Figura 5.5).

Tabla 5.5

Andlisis de varianza ANOVA de un solo factor (Viabilidad vs Temperatura).

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TEMPERATURAL 2 204.1 102.032 11.13 0.000
Error 39 357.4 9.164
Total 41 561.5
Tabla 5.6
Comparacion en pareja utilizando método Tukey.
TEMPERATURA N Media Agrupacion
37 14 9.54 A
40 14 9.350 A
50 14 4.7743 B
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
D'ifefeiic'g;'Ef?gﬁﬁﬁgﬁ:ﬁﬂfﬁ?j& Grafica de intervalosg;i;léﬁ'l‘gl?; II-;: E;:Eiavs. TEMPERATURA L
Si un intervolo no contiene cero, los medias correspondientes son significativamente La desviacion estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos,
Figura 5.5

Intervalos y diferencias de las medias para Viabilidad (forma libre).
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5.2 Evaluacion del efecto del estrés osmotico en la viabilidad de la bacteria L. plantarum

ATCC 1407 en su forma microencapsulada y libre.

¢ En forma microencapsulada

Se determind su viabilidad de la bacteria L plantarum microencapsulada después de 1 dia
de crecimiento, para luego ser microencapsulada e incubada en condiciones de estrés osmoético
(NaCl) en concentraciones al 5, 7'y 10%, se tomaron muestras en intervalos de tiempo 0, 3, 6,
21 24, 27 y 30 horas. Al 5% de NaCl la bacteria presentd un ligero crecimiento promedio de
9.42 a 9.65 Log (UFC/mL) en las primeras 6 horas durante su fase exponencial seguido
posteriormente de una disminucién de concentracion celular hasta mantenerse constante. Bajo
estas condiciones, L. plantarum present6 un 93% de tasa de supervivencia. Al 7% de NaCl la
bacteria presento una disminucién progresiva en su crecimiento celular durante el tiempo de
evaluacion, presentando una tasa supervivencia del 86 %; mientras que, al 10% de NaCl la
bacteria presento muerte celular desde el inicio del tiempo, obteniendo un 66 % de tasa de

supervivencia y llegando a 6.6 Log (UFC/mL) (Figura 5.6).

Tabla 5.7

Concentraciones microbianas en Log (UFC/ml) de la cepa Lactobacillus plantarum ATCC

1407 en su forma microencapsulada a diferentes condiciones osmoticas.

NaCl Tiempo (horas)
Repeticion
(%) Oh 3h 6 h 21h 24 h 27h 30h
1 9.86 9.24 9.34 9.30 8.71 9.21 9.04
5%
2 10.01 9.55 9.83 9.75 9.44 9.43 9.47
1 9.86 8.68 9.52 8.63 8.11 8.09 8.45
T %
2 10.01 9.67 0 8.95 8.30 8.23 8.72
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1 9.86 9.40 9.50 7.83 7.11 7.28 6.60

10 %
2 10.01 10.01 9.93 8.26 7.70 0.00 0.00

En la Tabla 5.7 se observa en las primeras 6 horas una pendiente negativa que indica
lisis celular en las diferentes concentraciones (5, 7y 10% NaCl), lo cual a medida que pasa el

tiempo el estrés osmotico empieza a observar la muerte celular de las bacterias

microencapsulada.
10.00
9.50 \«/‘\\’——"H
9.00
_El 8.50
S
prd
=
w 8.00
S
7.50
7.00
6.50
0 2 5 8 21 24 27
Tiempo Acumulado (Horas)
o=@ % NaCl 7 % Nacl 10% Nacl
Figura 5.6

Cinética de crecimiento del Lactobacillus plantarum ATCC 1407 en su forma

microencapsulada a diferentes condiciones de estrés osmotico.

Asimismo, se aportan en la Figura 5.7 los valores relativos a la evolucion del pH a lo largo del

periodo en estudio.
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Figura 5.7
Valores de pH a diferentes condiciones de estrés osmotico microencapsulado.

El andlisis de varianza ANOVA (p-value con un valor de 0.090) y la prueba de
comparacion de medias de Tukey mostraron que no hubo diferencias significativas entre los

tratamientos evaluados (5, 7 y 10% de NaCl) como nos indica la Tabla 5.8 y 5.9.

Tabla 5.8

Andlisis de varianza ANOVA de un solo factor (Viabilidad vs % NaCl).

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. ValorF  Valor p
NaCl 2 29.68 14.842 2.56 0.090
Error 39 225.89 5.792

Total 41 255.58

Tabla 5.9

Comparacion en pareja utilizando método Tukey

NaCl N Media Agrupacion

5 14 9.4411 A
7 14 8.232 A
10 14 7.393 A
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ICs simultaneos de 95% de Tukey Grafica de intervalos de VIABILIDAD vs. NaCl
Diferencias de las medias para VIABILIDAD 95% IC para la media

3
w
VIABILIDAD

i
-5 -4 -3 -2 - 0 1 2 5 7 10

Nacl
Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes. La desviacion estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos,

Figura 5.8

Intervalos y diferencias de las medias para Viabilidad (% NaCl microencapsulado)

e En forma libre

Evaluamos el crecimiento de Lactobacillus Plantarum ATCC 1407 en su forma libre a
diferentes concentraciones de NaCl (5, 7 y 10 %) como efecto del estrés osmético. En la Tabla
5.10 se observa que al 5% de NaCl la bacteria presentd un crecimiento microbiano de 4.15 a
8.76 Log (UFC/mL) en las primeras 21 horas a comparacién con los demds tratamientos. Sin
embargo, a una mayor concentracion de sales (10% NaCl) la bacteria no presento un

crecimiento significativo.
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Tabla 5.10

Concentraciones microbianas en Log (UFC/ml) de la cepa Lactobacillus plantarum ATCC

1407 en su forma libre a diferentes condiciones osmoticas.

NaCl Tiempo (horas)

(%) Oh 3h 6h 21lh 24h 27h 30h
5 % 356 361 415 876 891 893 9.10
7 % 347 343 342 442 497 603 696
10 % 443 424 422 417 416 416 4.16

En la Figura 5.9, nos muestra que la fase exponencial mas significativa fue entre las 6 y

21 horas por el tratamiento de 5% NaCl teniendo lecturas de 4.15 a 8.76 Log (UFC/ mL).

10.00
9.00 _— e ()
8.00
7.00
=
£ 600
ey
o
5 5.00
% 40 —— B N B ]
= 300 '
2.00
1.00
0.00

0 3 6 21 24 27 30

Tiempo Acumulado (Horas)

w5 % NaCl 7%NaCl  emlim10% NaCl
Figura 5.9

Cinética de crecimiento del Lactobacillus plantarum ATCC 1407 en su forma libre a diferentes

condiciones osmaticas.
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Asimismo, se aportan en la Figura 5.10 los valores relativos a la evolucion del pH a lo

largo del periodo en estudio.

10 6.28
i 4.75
5 4.78
45 5 55 6 6.5
pH

Figura 5.10

Valores de pH a diferentes condiciones de estrés osmotico en su forma libre.

En las Tablas 5.11 y 5.12, obtenemos el valor p en el andlisis de varianza ANOVA con
un valor 0.001 (P<0.05) y en la comparacion Tukey se evidencia la diferencia significativa en

las dos ultimas concentraciones 7'y 10 % de NaCl.

Tabla 5.11

Andlisis de varianza ANOVA de un solo factor (Viabilidad vs % NaCl forma libre).

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
NaCl Libre 2 49.58 24.790 8.39 0.001
Error 39 115.23 2.955
Total 41 164.81

Tabla 5.12

Comparacion en pareja utilizando método Tukey (% NaCl libre).

NaC(Cl N Media Agrupacion
5 14 6.717 A
7 14 4.671 B
10 14 4.2200 B
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ICs simultaneos de 95% de Tukey Grafica de intervalos de VIABILIDAD vs. NaCl Libre
Diferencias de las medias para VIABILIDAD 95% IC para la media

VIABILIDAD

1
1
I

-4 3 -2 -1 0 1 5 7 10

Nacl Libre

5i un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son signifiativamente
diferentes. La desviacidn estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura 5.11

Intervalos y diferencias de las medias para Viabilidad y % NaCl libre.

5.3 Evaluacion del efecto del estrés oxidativo en la viabilidad de la bacteria L. plantarum

ATCC 1407 en su forma microencapsulada y libre.

- En forma microencapsulada

Se evalué la viabilidad de la bacteria L Plantarum después de 24 horas de crecimiento
para posteriormente ser microencapsulada y puesta a estrés oxidativo (H202) en
concentraciones al 0.10% y 0.50%. Los resultados segtin la Tabla 5.13 mostraron que a la
concentracion del 0.10% de H»>O» present6 un crecimiento lento con una etapa estacionaria
posterior lo cual marcard la tendencia en las siguientes muestras que se tomaran. La
concentracion del 0.50% de H»>O» presenté resultados parecidos mostrando en la etapa
estacionaria y una estabilidad en las primeras 24 horas de 9.05 a 9.41 Log (UFC/mL) para que
luego aumente ligeramente el niimero de poblacién. En ambos casos la bacteria tuvo un minimo

crecimiento y se mantuvo constante en el tiempo.
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Tabla 5.13

Concentraciones microbianas en Log (UFC/mL) de la cepa Lactobacillus plantarum ATCC

1407 en su forma microencapsulada a diferentes condiciones oxidativas.

H>0» Tiempo (horas)
Repeticion
(%) Oh 3h 6h 21h 24 h 27 h 30h
1 9.90 8.91 9.03 9.26 9.24 9.18 8.20
0.1 %
2 10.25 9.15 9.36 9.64 9.76 9.07 8.18
1 9.90 9.10 9.39 9.37 9.21 9.24 8.31
0.5 %
2 10.25 9.00 9.38 9.69 9.55 9.40 8.85

En la Figura 5.12 podemos observar en las condiciones oxidativas en la etapa de latencia
las primeras 3 horas dénde hay muerte celular teniendo la pendiente negativa, a partir de ello
en la segunda etapa exponencial llega a aumentar el nimero de colonias en menor medida lo

cual marcard un precedente en las siguientes muestras.
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el (). 1 0.5

Figura 5.12
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Cinética de crecimiento del Lactobacillus plantarum ATCC 1407 en su forma

microencapsulada a diferentes condiciones de estrés oxidativo.

Los resultados obtenidos en este estudio indican que no hubo una diferencia significativa
(P>0.05) entre las diferentes concentraciones de perdxido de hidrégeno como se observa en la

Tabla 5.14 y Tabla 5.15.

Tabla 5.14

Andlisis de varianza ANOVA de un solo factor (Viabilidad vs % H>0; microencapsulado).

Fuente GL  SC Ajust. MC Ajust. Valor F  Valor p
H202 1 0.08143 0.08143 0.30 0.590
Error 26 7.11289 0.27357
Total 27 7.19433

Tabla 5.15
Comparacion en pareja utilizando método Tukey (% H202 microencapsulado).

H202 N Media Agrupacion

0.5 14 9.331 A
0.1 14 9.224 A
ICs simultaneos de 95% de Tukey Gréfica de intervalos de VIABILIDAD vs. H202
Diferencias de las medias para VIABILIDAD 95% IC para la media

05-01 } + }

VIABILIDAD
0
w
L4

-0.3 0.2 -01 0.0 o1 0.2 03 04 0.5 0.6 (1%} 05

H202
Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes. La desviacién estdndar agrupada se utilizé para calcular les intervatos.

Figura 5.13

Intervalos y diferencias de las medias para Viabilidad (% H>0> microencapsulado).

53



En forma libre.

En este caso, la cepa L. plantarum con 24 horas fue inoculada en caldo MRS a diferentes
concentraciones de peréxido de hidrégeno (0.1% y 0.5%). En la Tabla 5.16 se observa que en
ambas concentraciones hubo un crecimiento similar las primeras 21 horas para luego tener una
fase estacionaria teniendo valores de 3.55 hasta 12.57 Log (UFC/mL) para una concentracion

de 0.1% y de 3.61 a 12.69 Log (UFC/mL) al 0.5%.

Tabla 5.16

Concentraciones microbianas en Log (UFC/mL) de la cepa Lactobacillus plantarum ATCC

1407 en su forma libre a diferentes condiciones oxidativas.

H,0, Tiempo (horas)

(%) Oh 3h 6 h 21h  24h 27h 30h
0.1 % 355 508 873 1217 1225 1241 12.57
0.5 % 361 5.01 847 1232 1241 1249 12.69

En la Figura 5.14 podemos notar que las ultimas 9 horas ambos tratamientos son estables

en una fase estacionaria que llega a 12.6 Log (UFC/mL)

25.00

20.00

Log (UFC/mL)
8

8

5.00

0.00

(o] 3 6 21 24 27 30
Tiempo Acumulado (Horas)

(.1 0.5
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Figura 5.14
Cinética de crecimiento del Lactobacillus plantarum ATCC 1407 en su forma libre a diferentes

condiciones oxidativas.

Asimismo, se aportan en la Figura 5.15 los valores relativos a la evolucion del pH a lo

largo del periodo en estudio.

0.5 4.04

0.1 4.12

4 4.05 4.1 4.15

pH

Figura 5.15:

Valores de pH a diferentes condiciones de estrés oxidativo en forma libre.

Nuestros resultados obtenidos en este estudio nos indican que no hubo una diferencia

significativa (P>0.05) en diferentes concentraciones de peréxido de hidrégeno (H202) como se

observa en las Tablas 5.17 y 5.18.

Tabla 5.17

Andlisis de varianza ANOVA de un solo factor (Viabilidad vs % H>O: libre).

Fuente GL  SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
H,0, Libre 1 0.008 0.0082 0.00 0.981
Error 26 359.041 13.8093

Total 27 359.049
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Tabla 5.18

Comparacion en pareja utilizando método Tukey (% H20: libre)

H,0,

Libre N Media Agrupacion
0.5 14 9.57 A
0.1 14 9.537 A

Figura 5.16

Intervalos y diferencias de las medias para Viabilidad y % H>O- en forma libre.

ICs simultaneos de 95% de Tukey

Diferencias de las medias para VIABILIDAD Graéfica de intervalos de VIABILIDAD vs. H202 Libre

95% IC para la media

05-01 ‘ ‘

VIABILIDAD
4
*

3 2 E] o 1 2 E o1 0s

H202 Libre

5t un intervale no contiene cero, los medias correspondientes son significativamente

aiferentes. La desviacidn estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

5.4 Evaluacion de la cinética de crecimiento de la bacteria libre y microencapsulada

sometida a las condiciones de estrés.

La cinética de crecimiento de la cepa ATCC 1407 microencapsulada en diferentes
condiciones térmicas puede observarse en la Figura 5.1 y Tabla 5.19, podemos identificar la
fase logaritmica que va desde la hora 3 hasta la hora 6 en la temperatura de 37 °C y con esta se
obtuvieron los pardmetros cinéticos propios de la cepa, velocidad especifica de crecimiento y

tiempo de duplicacién de 0.31 h'' y 0.97 h respectivamente. Los resultados obtenidos para la
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temperatura 40 °C son 0.02 h™'y 16.7 h respectivamente. Por otro lado, podemos notar que a
mayor temperatura 50 °C no existe una fase exponencial, estd en fase de muerte.

En el estrés osmoético al 10% de NaCl identificamos una disminucién progresiva del
numero de células viables, donde su velocidad especifica maxima es menor a 0.

A condiciones del estrés oxidativo obtenemos una fase exponencial mas prolongada al
0.1% que va desde la hora 3 hasta la hora 24 obteniendo una velocidad especifica y tiempo de

duplicacién de 0.03 h''y 11.99 h respectivamente.

Tabla 5.19
Velocidad especifica de crecimiento y tiempo de duplicacion en condiciones de estrés de la

cepa L. plantarum ATCC 1407 microencapsulada.

Estrés térmico Estrés osmotico (NaCl) Estrés oxidativo (H,05,)

37°C 40 °C 50°C 5% T % 10 % 0.1 % 0.5 %
pumax 0.31 0.02 -0.25 0.07 0.04 -0.13 0.03 0.02

Td 0.97 16.70 -1.23 4.06 7.81 -2.36 11.99 10.80

En la forma libre de la cepa ATCC 1407, su fase exponencial es notoria ya que va desde
la hora 3 hasta las 21 horas en ambas temperaturas 37 y 40° C, teniendo parametros de velocidad
especifica maxima y tiempo de duplicacién son 0.41 h'y 0.75; 0.4 h''y 0.76 respectivamente.
En comparacién a 50 °C de la cepa ATCC 1407 que tuvo un crecimiento en las tres primeras

horas y luego una lisis celular con los valores de 0.3 h'! y 1.01. (Tabla 5.20).

Para condiciones osmoticas notamos que la viabilidad de la cepa al 10% de NaCl se va
perdiendo entrando a la fase de muerte. Los pardmetros de velocidad especifica maxima y

tiempo de duplicacién son -0.01 h''y -23.92 h.
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En la Figura 5.12 y 5.14, observamos que la fase exponencial en el crecimiento
microbiano de la cepa en condiciones oxidativas afiadiendo peréxido de hidrégeno fue similar

y en las primeras 21 horas fue significativa de -0.41 h''y 0.7 h.

Tabla 5.20
Velocidad especifica de crecimiento y tiempo de duplicacion en condiciones de estrés de la

cepa ATCC 1407 en forma libre.

Estrés térmico Estrés osmotico (NaCl) Estrés oxidativo (H,0,)
37°C 40 °C 50 °C 5% 7 % 10 % 0.1 % 0.5 %
pmax 0.41 0.40 0.30 0.29 0.15 -0.01 0.41 0.41
Td 0.75 0.76 1.01 1.06 2.06 -23.92 0.74 0.73
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CAPITULO VI: DISCUSION DE RESULTADOS

6.1 Evaluacion del efecto de la temperatura en la viabilidad de la bacteria L. plantarum

ATCC 1407 en su forma microencapsulada y libre.

El estrés térmico sometido a las BAL es esencial para predecir o simular las condiciones
en la que tiene que sobrevivir por la temperatura corporal y en los procesos tecnoldgicos en la
industria de alimentos. Las cepas de L. plantarum sometidas a temperaturas de 37 y 40 °C
muestran una mayor tasa de crecimiento. Estas bacterias pueden ser sometidas hasta una
temperatura de 40°C, teniendo un rango 6ptimo y sin alterar su crecimiento (Jurado etal., 2019).
En cuanto al elevar a la temperatura de 50°C la bacteria microencapsulada, se presenta un estrés
térmico con una disminucion de células viables al 56.7 %, esto ocasiona una desestabilizacion
de macromoléculas, desnaturalizacién de proteinas, dafios en la pared celular y alteraciones en

la fluidez de la membrana (Guchte et al., 2002).

Lactobacillus plantarum en forma libre tuvo el mismo comportamiento de crecimiento
para 37 y 40 °C pero con un mayor tiempo de exposicidon a comparacion del microencapsulado.
En cambio, a 50 °C se mantuvo constante y lineal con una velocidad especifica maxima de 0.3
h™! mientras que en la microencapsulada se obtuvo -0.2 h™!. Este comportamiento de un mayor
crecimiento de células viables en la forma libre que en la microencapsulada se debe a que la
bacteria estd libre en el ambiente con nutrientes para proliferar y no tiene una matriz reticulada
que favorece su aislamiento o la protegen de otras condiciones de estrés, pero por otro lado esta

mads sensible a los aumentos de temperatura que puedan ocurrir.
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Investigaciones han comprobado que la microencapsulacion tiene como beneficio una
mejor supervivencia desde el tiempo O h que las células libres a diferentes condiciones letales

de temperatura (Fareez et al., 2015) y durante el transito gastrico (Shori, 2017).

Por otro lado, las mediciones de pH a diferentes temperaturas nos permiten comprender
que, a una mayor biomasa o crecimiento de microorganismos, también aumenta la produccién

de 4cido lactico lo que nos arroja resultados bajos de pH a 3.84.

Los resultados de nuestro estudio fueron similares a los resultados reportados por
Soumitra et al. (2020), donde nos demostraron un crecimiento éptimo de L. plantarum a un
rango de temperatura de 10 - 40 °C y una inactivacion de 40 - 55 °C, esta capacidad también
ha sido demostrada por otros investigadores (Longhi et al. 2013). También Jiage Ma et al.
(2021) observo que la tasa de crecimiento de disminuy6 ligeramente cuando la temperatura de
tratamiento térmico era de 40 y 45°C y al aumentar a temperaturas mayores a 50°C, el

crecimiento se inhibia significativamente.

6.2 Evaluacion del efecto del estrés osmoético en la viabilidad de la bacteria L. plantarum

ATCC 1407 en su forma microencapsulada y libre.

Los microorganismos tienen una membrana plasmdtica permeable al agua que impide el
pase de la mayoria de solutos del medio externo y del mismo citoplasma. Pueden ocurrir dos
tipos de variaciones osmoticas por la sintesis de osmolitos (Gandhi y Shah, 2015): un flujo de
salida de agua al exterior que provoca una disminucion de la presion de turgencia, cambio de
volumen y célula plasmolizada; y un choque hipoténico con un flujo de entrada de agua a la
célula ocasionando un aumento de presion de turgencia y el hinchamiento. El metabolismo de

las proteinas, carbohidratos, aminoécidos, nucleétidos y ATP se modifica cuando se expone a
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estrés salino (Li et al., 2019). Por ello poseen un sistema de transporte que aseguran la

homeostasis dependiendo del tipo de estrés (Csonka et al, 1989).

En nuestro estudio evaluamos la resistencia de la cepa a diversas concentraciones de sales
(5, 7y 10 % NaCl) en forma libre y microencapsulada, esto debido a que en el procesamiento
de algunos alimentos o en el recorrido intestinal se pueden enfrentar a un estrés por altas
concentraciones de sales. Por ellos utilizamos el pardmetro de NaCl que es muy empleado en
la preservacion y maduracion de alimentos, dentro de ellos la produccién de quesos, su alto
contenido inhibe el crecimiento de diversas bacterias (Prabhurajeshwar y Chandrakanth, 2017)
y puede causar lesiones, permeabilizacion de las membranas celulares (Sunny-Roberts y Knorr,

2009).

La tasa de supervivencia del L. plantarum microencapsulado a 10% de NaCl se redujo a
66 % comparado con 5y 7 % que obtuvimos 93 y 86% respectivamente. Los porcentajes de
NaCl a partir del 5 % si se consideraron condiciones que generan estrés ya que hay una
reduccion notoria de la bacteria. En comparacion con la forma libre, la microencapsulacion
form6 un ambiente de proteccion a la bacteria es por eso que tuvimos una mejor viabilidad en
las microcédpsulas. Estos resultados coinciden con Lin et al. (2020) que al utilizar tres variedades
de cepas Lactobacillus plantarum con diferentes concentraciones de cloruro de sodio (2-8 %
NaCl) obtuvo una relacion negativa entre las concentraciones y el pardmetro de crecimiento.
También, Mahreen et al. (2020) evalué las cepas aisladas en concentraciones de 1 al 7% NaCl
durante 24 horas incubadas a 37°C, demostrando el crecimiento continuo hasta el 4% mientras
que del 6-7% una disminucion. Para Soumitra et al. (2020) en su investigacion, corrobord que

al 10% de NaCl no se presentan signos de crecimiento.

61



6.3 Evaluacion del efecto del estrés oxidativo en la viabilidad de la bacteria L. plantarum

ATCC 1407 en su forma microencapsulada y libre.

El estrés oxidativo se entiende como una alteracion al equilibrio prooxidante-antioxidante
(Powers et al., 2008; Pinchuk et al., 2012;). Su fisiopatologia nos indica que al incrementarse
las especies reactivas de oxigeno (ROS) puede llegar a generar radicales como anién superdxido
(02.), hidroxilo, especies no radicales (H2O») y el oxigeno singlete (O2) (Sunil et al., 2013)
ocasionando una oxidacién al dcido nucleico, proteinas y los lipidos, una ruptura y
acoplamiento de su ADN. Ademads, genera mutaciones, dafios en la célula y por tltimo hasta la

muerte celular (Islam et al., 2018).

Existen diversos mecanismos de defensa para contrarrestar y equilibrar el estrés oxidativo
como sistemas antioxidantes de las BAL que incluyen la participacion de enzimas y tioles
intracelulares que ayudan a mantener la homeostasis redox (Zhang et al., 2017). Ultimos
estudios nos indican que la mayoria de Lactobacillus poseen efectos (Lee et al., 2005) y son

aptos para reducir la acumulacién de ROS después de la ingestion (Pieniz et al., 2014).

Las diferentes concentraciones de H202 (0.1 y 0.5 %) en el crecimiento de L.plantarum
en la forma libre y microencapsulada nos demostraron que no estos porcentajes no significaron

un estrés oxidativo ya que se tiene un comportamiento lineal y constante en el tiempo.

Lin et al. (2020) realiza el tratamiento para evaluar el estrés oxidativo obteniendo como
resultado una tasa de supervivencia superior al 50% a 2 mM de H20> y menos del 1% cuando
la concentraciéon de H,O ascendia a 6 mM, cuando la concentracién de H,O- era superior a 9

mM, no habia cepas viables. También Jiage Ma et al. (2021) evalu6é a 0.2, 0.5, 1, 2 y 5 mmol/L.
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de H>O: demostrando un efecto perjudicial en el crecimiento celular al aumentar la

concentracion a 2-5 mmol/L de H»Os.
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CAPITULO VII: CONCLUSIONES

El crecimiento de la Lactobacillus plantarum ATCC 1407 microencapsulada en condiciones
de temperatura de 37 y 40 °C favoreci6 el crecimiento de la poblacién con una tasa de
supervivencia de 105 y 99 %, respectivamente, mientras que, al aumentar la temperatura a

50°C hay una reduccion significativa del 50 % de la poblacion.

Los porcentajes de NaCl del 5 % al 10% reducen significativamente la concentracion celular
de la bacteria microencapsulada, donde a una mayor concentracion de sales existié un menor
crecimiento microbiano. Sin embargo, el crecimiento de la bacteria en su forma libre al 5,

7y 10 % de NaCl fue menor.

En condiciones de estrés oxidativo evaluada al 0.1 y 0.5 de per6xido de hidrégeno (H20»),
el crecimiento microbiano de L. plantarum ATCC1407 en su forma libre y microencapsulada

no se afectd y fue constante.
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CAPITULO VIII: RECOMENDACIONES

Se recomienda usar el método de microencapsulacion puesto que con ello se tendrd mejores

resultados frente a estrés térmico, estrés oxidativo.

Se recomienda investigar mds sobre posibles niveles de estrés que pueda recibir este probidtico

porque es muy beneficioso tener la mejor viabilidad para las personas.

En base a este estudio se recomienda seguir en la linea investigativa para mejorar la
adaptabilidad en diferentes condiciones de estrés que se pueden presentar para asi desarrollar

mejor su potencial del probidtico.
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ANEXOS

ANEXO 1: Preparacion de la bacteria Lactobacillus plantarum ATCC 1407

Matraz a 37 °C en Centrifugado a 5000 Peltcelular Medida de la
agitacion constante rpm por 10 min. recuperado concentracion celular

150 rpm por 24 h.

ANEXO 2: Microencapsulacion de la bacteria Lactobacillus plantarum ATCC
1407

Mezcla de polimeros, gotea en una Formacion de Adicion a los matraces
bacteria y prebiotico. solucion de CaCl2. microcapsulas con caldo MRS

4 d
& &
\\,_] < J_J
E v
_ T——
Numero de colonias Siembra en agar MRS. Se Diluciones seriadas Microcapsulas lisadas en
en la placa Petri. incub6 a 37°C por 48 h. 9 mL de citrato al 1%,
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ANEXO 3: Evaluacion del efecto de la temperatura en la viabilidad de la
bacteria L. plantarum ATCC 1407

Tiempo (horas)
TO
Oh 3h 6h 21h 24 h 27h 30h

37 °C

40 °C

50 °C

ANEXO 4: Evaluacion del efecto del estrés osmotico en la viabilidad de la
bacteria L. plantarum ATCC 1407

NaCl Tiempo (horas)
(%) 0Oh 3h 6h 21h 24 h 27h 30h

5%

7%
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ANEXO 5: Evaluacion del efecto del estrés osmotico en la viabilidad de la
bacteria L. plantarum ATCC 1407

Tiempo (Horas)

0.1%

0.5%

ANEXO 6: Graficos de residuos para la viabilidad en cepas microencapsuladas para
temperatura

Porcentaje

Frecuencia

Gréficas de residuos para VIABILIDAD

Grafica de probabilidad normal

29

90

504
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-6 2 0 3
Residuo

Histograma

Residuo

vs. ajustes

Valor ajustado

vs. orden

Orden de observacion
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ANEXO 7: Graficos de residuos para la viabilidad en cepas microencapsuladas para
estrés osmético

Gréficas de residuos para VIABILIDAD

Grafica de probabilidad normal vs. ajustes
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ANEXO 8: Graficos de residuos para la viabilidad en cepas microencapsuladas en estrés
oxidativo

Gréficas de residuos para VIABILIDAD

Grafica de probabilidad normal vs. ajustes
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ANEXO 9: Graficos de residuos para la viabilidad en cepas en forma libre para
temperatura

Parcentaje

Frecuencia

Graficas de residuos para VIABILIDAD

Grafica de probabilidad normal vs. ajustes
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ANEXO 10: Graficos de residuos para la viabilidad en cepas en forma libre para estrés

Porcentaje

Frecuencia

osmotico

Graficas de residuos para VIABILIDAD
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ANEXO 11: Graficos de residuos para la viabilidad en cepas forma libre en estrés
oxidativo

Graficas de residuos para VIABILIDAD

Grafica de probabilidad normal vs. ajustes
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