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RESUMEN 
 

Diversos estudios refieren a los múltiples beneficios por parte de los probióticos para la 

salud humana, lo cual ha generado un mayor interés sobre el comportamiento de estos. En la 

presente investigación se evaluó el efecto de diferentes condiciones de estrés comúnmente 

presentes en la elaboración de los alimentos sobre la viabilidad de Lactobacillus plantarum 

ATCC 1407 microencapsulada por el método de extrusión 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°, presión osmótica (5, 7 y 10 % de NaCl) y estrés oxidativo (0.1 y 

0.5 % de H2O2). Así también, se evaluó la cinética de crecimiento y tiempo de duplicación en 

cada condición 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 disminución de células viables al 

56.7 %, mientras que en la forma libre presentó una tasa específica 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 disminución del 66 %, mientras que, el crecimiento en condiciones oxidativas 

en porcentajes del 0.1 y 0.5 % de H2O2 tanto en la forma libre como la microencapsulada 

presentaron comportamiento lineal y constante en el tiempo.  En comparación con la forma 

libre, la microencapsulación genera una protección de la bacteria para tener una mejor 

viabilidad y sea resistente, sin embargo, al estar aislada no está en un medio con nutrientes lo 

que también impide un mayor crecimiento a comparación con la forma libre. Se determinaron 

los valores de la función matemática utilizando el software Minitab, los ensayos son realizados 

por duplicado en ensayos independientes. 

Palabras clave: Probiótico, viabilidad, Lactobacillus plantarum, microencapsulación, 

inóculo, osmótico, oxidativo, cinética, tiempo de duplicación. 
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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 % H2O2) 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.  
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CAPÍTULO I: INTRODUCCIÓN 
 

1.1 Introducción 
 

Los consumidores modernos se han ido interesando cada vez más por su salud personal 

y, en específico, por los alimentos capaces de prevenir y/o curar enfermedades. Durante años, 

se han utilizado microorganismos en la fermentación de alimentos y bebidas alcohólicas, pero 

recientemente han estado surgiendo estudios para examinar sus posibles beneficios y su 

viabilidad en un proceso industrial. 

Los probióticos 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 ácido láctica heterofermentativa 

facultativa, muy versátil en su metabolismo ya que se pueden encontrar en diversos ambientes 

desde productos lácteos y cárnicos. También nos ayudan a resistir los ácidos biliares en la 

ingestión, su paso por el intestino para colonizar los tejidos y evitar la presencia de 

microorganismos patógenos, evitando que estos puedan absorber los nutrientes o vitaminas en 

el huésped y una protección de las células epiteliales de la pared del intestino (Kleerebezem et. 

al., 2003). 

La reducción de posibles afecciones gastrointestinales y con ello, la mejora de la flora 

intestinal son efectos de la presencia de probióticos. Para lograr que todos los beneficios del 

probiótico llegan a darse en el huésped, se tiene que constatar la cantidad mínima consumida 

que se recomienda por la FAO y la OMS, que es 106 - 107 UFC/g. Un inconveniente que suele 

ocurrir con respecto a la viabilidad y estabilidad de la bacteria es que depende de la preparación 

del alimento y del recorrido que realiza por el tracto intestinal, estando expuesta a las 

condiciones adversas del pH, cambios de temperatura, estrés osmótico y estrés oxidativo que 

reducen el crecimiento del microorganismo o en todo caso termine con muerte celular. 
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La técnica de microencapsulación permite aislar a los microorganismos para mejorar su 

resistencia frente a condiciones de estrés, la formación de microcápsulas 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 polímeros usados en la industria 

el cual nos brinda una matriz más versátil, biocompatible y resistentes a cambios de pH, luz y 

temperatura (González et al., 2012). 

Hay pocos estudios acerca de las resistencias de bacterias ácido lácticas y el gran impacto que 

pueden generar su comportamiento, por lo tanto, en este estudio se propone evaluar la 

resistencia de la bacteria probiótica Lactobacillus plantarum ATCC 1407 microencapsulada y 

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

En el primer capítulo se describe la problemática, justificación y objetivos en que se basa 

la presente investigación. En el segundo se describe al Lactobacillus plantarum, sus 

características, la viabilidad en alimentos, el tipo de microencapsulación utilizada e 

investigaciones recientes que apoyen a nuestro estudio. En el capítulo cuatro se detalla los 

materiales y metodología utilizada. Finalmente se muestran los resultados obtenidos con 

respecto a la viabilidad de la bacteria ácido láctica a diferentes condiciones de estrés evaluados 

y sus respectivas conclusiones. 
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1.2 Planteamiento del problema 
 

1.2.1 Determinación del problema 

 

Desde hace algunas décadas, las enfermedades crónicas han llegado a ser la causa más 

recurrente de morbilidad y mortalidad en el mundo. Algunas investigaciones científicas han 

podido establecer que tales enfermedades se relacionan mayormente con la alimentación, 

desórdenes en la dieta, entre otros factores que son un problema importante de salud pública. 

Una mala alimentación es provocada por un consumo insuficiente o desmedido de 

macronutrientes y micronutrientes.  

Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), estos malos hábitos alimenticios 

desencadenan una alteración en el sistema inmunológico, físico, psicológico 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 Perú se encuentran entre las once principales categorías de enfermedades que afectan la 

salud de personas de cualquier edad y condición social (Tabla 1), aunque los grupos más 

vulnerables son los niños 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 ingestión de 

alimentos contaminados. En el año 2023 se han notificado en el Perú un total de 567 681 

enfermedades diarreicas agudas (EDA), el 35,15% fueron reportadas en los menores de 5 años 

(El Centro Nacional de Epidemiología, Prevención y Control de Enfermedades - CDC MINSA). 
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Tabla 1 

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

Indicadores Edad 2018 2019 2023 

Episodios por EDA 

< 5 años 
≥ 5 años 

212,266 
302,006 

214,048 
323,685 

199,563 
368,118 

Total 514,272 537,733 567,681 
Acuosa 

Disentérica 
502,187 
12,085 

525,937 
11,796 

559,347 
8,334 

Razón de episodios de EDA x 
cada 1000 Hab. 

< 5 años 
≥ 5 años 

75.35 
10.29 

76.36 
10.89 

77.38 
11.78 

Total 15.99 16.53 16.78 

Hospitalizaciones por EDA 
< 5 años 
≥ 5 años 

1,817 
1,695 

1,943 
1,746 

1,696 
1,273 

Total 3,512 3,689 2,969 

Razón de hospitalizaciones por 
EDA x cada 1000 Hab. 

< 5 años 
≥ 5 años 

0.86 
0.56 

0.91 
0.54 

0.85 
0.35 

Total 0.68 0.69 0.52 

Defunciones por EDA 
< 5 años 
≥ 5 años 

21 
5 

20 
5 

22 
11 

Total 26 25 33 

Tasa mortalidad x 100 000 
habitantes 

< 5 años 
≥ 5 años 

0.75 
0.017 

0.71 
0.017 

0.85 
0.036 

Total 0.08 0.08 0.10 

Razón de defunciones por 
EDA x cada 100 episodios 

< 5 años 
≥ 5 años 

0.01 
0.002 

0.01 
0.002 

0.01 
0.003 

Total 0.005 0.005 0.006 

Fuente: (CDC MINSA) 

 

Estas enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS) son causadas por bacterias 

patógenas, principalmente Escherichia coli, Salmonella y Shigella, parásitos como Giardia 

lamblia y amibas, y virus que se encuentran al consumir alimentos contaminados con materia 

fecal. Estas se adquieren por las inadecuadas prácticas de higiene y contaminación en la 

manipulación de los alimentos provocando diarrea infecciosa, complicaciones sépticas, 

alteraciones de la función intestinal (estreñimiento), la obesidad, la diabetes, el síndrome 

metabólico, la atopia, las enfermedades autoinmunes, entre ellas, la enfermedad celíaca, o el 

cáncer de colon. 
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Los microorganismos patógenos requieren de nichos y condiciones similares para la 

proliferación y colonización intestinal, es así que compiten por oxígeno, hidratos de carbono, 

aminoácidos y ácidos grasos que le permiten atravesar las barreras establecidas por la 

microbiota y producir toxinas, como proteinasas y bacteriocinas, responsables de la lisis 

microbiológica. 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 

probióticos. 

Para lograr este efecto, los probióticos deben ser resistentes al paso por el tracto 

gastrointestinal ya que son sensibles durante la etapa de producción, conservación y 

distribución y se ven afectadas por factores ambientales con los que interactúan, tales como el 

pH, oxígeno, temperatura, condiciones de almacenamiento, etc. Las bacterias probióticas 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 probióticas deben presentarse en un nivel mínimo 

de 106  a 107 UFC/g (unidades formadoras de colonias) cuando llegan al intestino. Las 

características propias de los alimentos tales como presentar concentraciones saturadas de 

solutos y pH ácidos, así también, como el tratamiento térmico a los que son sometidos, reducen 

significativamente la sobrevivencia de estos microorganismos disminuyendo 

significativamente la población microbiana. 

1.2.2 Formulación del problema 

 

¿La bacteria probiótica Lactobacillus plantarum microencapsulada, en comparación con 

la célula libre, será capaz de mantener su viabilidad frente a condiciones de estrés térmico, 

osmótico y oxidativo, factores comunes en la elaboración de alimentos? 
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1.3 Justificación 
 

Los alimentos funcionales se han desarrollado en las diferentes industrias alimentarias, 

principalmente en los productos lácteos, confitería, bebidas, panadería y la alimentación 

infantil. Estos al estar constituidos de compuestos bioactivos, nos brindan beneficios más allá 

de su función nutricional. El propósito es favorecer las funciones fisiológicas, mejorar la 

condición física y reducir el riesgo de enfermedades. Una de las características 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 evolución de la sociedad crece, el estilo de vida en la 

alimentación no es tan favorable para la salud de las personas, lo cual esto nos da un riesgo 

mayor en ciertas enfermedades crónicas. Estas enfermedades por lo general están 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 afección se pueda 

prevenir. 

Los probióticos han sido definidos como microorganismos vivos que, cuando son 

administrados en cantidades adecuadas, confieren beneficios para la salud del huésped 

ejerciendo una acción moduladora sobre la microflora intestinal haciendo de esto una barrera 

que protege el tracto intestinal de la colonización de ciertos patógenos y mejorando la respuesta 

inmunitaria. Los probióticos en los alimentos cumplen una doble función ya que actúan como 

agentes para la fermentación de alimentos y, además, confieren beneficios a la salud. Estos 

reducen el riesgo de cáncer de colon (solo se trabajó en animales) ya que tienen la capacidad 

de suprimir la actividad de ciertas enzimas bacterianas que aumentan niveles de pro 

carcinógenos, aunque esto último aún no se haya concretado en los humanos (OMS, 2011).  
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Cada persona alberga diversos microorganismos lo cual esto nos hace únicos, por ello 

podemos requerir de la ayuda de cada probiótico que tiende a tener diversas funciones como 

productor de compuestos antimicrobianos, reductor de la adherencia y replicación de 

patógenos, funciones digestivas como absorción de nutrientes, biotransformación, síntesis de 

vitaminas y absorción de minerales, entre otras. También cumple la función inmunitaria que se 

ve influenciado en la estimulación de los mecanismos inmunitarios y no inmunitarios mediante 

el antagonismo y la competencia de patógenos, la activación de macrófagos para el aumento de 

antígenos y producción de inmunoglobulina. En consecuencia, al ingerir alguno de estos 

podamos tener una marcada línea de nueva flora intestinal que ayuda en el tratamiento y 

prevención de algunas enfermedades. 

Otro punto importante es el medio de fermentación para el crecimiento de 

microorganismos como la composición de fuentes de carbohidratos, sólidos, nutrientes, entre 

otros. Debido a esto es fundamental realizar la evaluación de la viabilidad para conocer la 

capacidad de sobrevivencia de la cepa al someterla a diferentes condiciones físico-químicas, y 

así simular su crecimiento durante el periodo de vida útil. Entre los microorganismos más 

representativos y frecuentes está el género Lactobacillus plantarum que destaca por sus 

capacidades metabólicas y su adaptabilidad a diferentes condiciones.  

Se sabe que la finalidad de cualquier tratamiento térmico es alargar la vida útil del 

producto alimenticio, en caso de la pasteurización es un proceso que se realiza casi al final 

donde se elimina bacterias patógenas y permite que los productos sean inocuos para el consumo 

humano; sin embargo, esto afecta también a los microorganismos probióticos, a raíz de eso se 

opta por microencapsular al probiótico y de esta forma apoyar en la viabilidad del mismo. Por 

lo antes expuesto, la microencapsulación resulta un método importante para incrementar la 

supervivencia de la bacteria probiótica L. plantarum frente a tratamientos térmicos o 

condiciones de estrés osmótico y oxidativo.  
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En conclusión, los probióticos nos aportan diversos beneficios a la salud, específicamente 

a nuestra microbiota intestinal en su función digestiva desde prevenir y aliviar pequeñas 

afecciones o hasta enfermedades gastrointestinales crónicas del ser humano. Estos estudios que 

cada vez son más específicos con el microorganismo Lactobacillus Plantarum nos dan una 

mejor visión en el aporte y elección 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 comúnmente presentes en la elaboración 

de los alimentos sobre la viabilidad de Lactobacillus plantarum ATCC 1407 microencapsulada 

y libre en condiciones in vitro. 

1.4.2 Objetivos específicos 

i) Evaluar el efecto de la temperatura, presión osmótica y estrés oxidativo en la viabilidad de la 

bacteria Lactobacillus plantarum ATCC 1407 en su forma libre y microencapsulada por el 

método de extrusión.  

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 investigación 

La investigación de la viabilidad del Lactobacillus plantarum ATCC 1407 frente a 

estimulaciones de estrés (temperatura, estrés oxidativo, estrés osmótico) en condición libre y 

microencapsulada nos aporta nuevos conocimientos, lo cual este estudio tendrá una simulación 

in vitro donde podremos observar la reacción de la bacteria, lo cual sirve para analizar mejor el 
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comportamiento que este podría suscitar si se quiere utilizar en industrias alimentarias. de esta 

manera los resultados que fueron dados y nos brinda un mejor análisis sobre este probiótico. 

1.6 Limitaciones de la investigación 
 

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 tendría que realizar un estudio clínico.  

Por otro lado, se obtuvieron resultados confiables del crecimiento y cinética de las 

bacterias. Es recomendable seguir realizando estudio con diferentes condiciones y 

características como: en condiciones ácidas, en sales biliares, con otro tipo de recubrimientos 

en la microencapsulación, en otras propiedades tecnológicas que complementen el estudio. 
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CAPÍTULO II: REVISIÓN DE LA LITERATURA 
 

2.1 Marco teórico 
 

2.1.1 Probióticos 
 

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

estudiar más estos mismos, por ello encontramos diversas definiciones válidas. 

El término probiótico 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 algún otro (Lilly y Stillwell, 1965). Una de las 

definiciones más 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 probiótico obtuvo la definición de “microorganismo que se utiliza como 

suplemento en la alimentación animal, para aumentar el crecimiento y reducir el estrés” 

(Rodríguez, 2009) 

Años más 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 autóctona" (Salminen et al., 

1998.) 

Luego de las diversas definiciones la Administración de Alimentos y Drogas (FDA) y la 

Organización Mundial de Salud (OMS), definieron a los probióticos como microorganismos 

que aportan ciertos beneficios a la salud, teniendo en cuenta que deben ser consumidas en 

concentraciones de 106 a 107 unidades formadoras de colonias (UFC) esto ayudando a 
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incrementar la microflora en el tracto intestinal, lo cual ayudará a una mejora en la salud del 

huésped (FAO/OMS, 2002; Parra, 2010). 

Con todas estas definiciones se puede afirmar que las bacterias probióticas son 

microorganismos vivos que pertenecen a la microbiota intestinal teniendo como característica 

una mínima o nula capacidad patógena, así como también brindar funciones favorables en la 

salud del huésped.  

2.1.2 Beneficios de los probióticos 
 

Para ser un microorganismo que se denomina probiótico debe tener ciertas características 

y requisitos, como ser seguro para el hospedador, no ser un patógeno, ni toxigénico y que tenga 

la fácil adhesión 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 acción de los probióticas (Figura 2.1) incluye la disminución del pH 

intestinal que favorece el crecimiento de microorganismos beneficiosos, aumento de la 

resistencia a la colonización y estimulación de la respuesta inmune estimulando la producción 

de inmunoglobulina A (Alander et al., 1999; Isolauri et al., 2001; Collado et al., 2007). También 

participa en la producción de algunas enzimas digestivas, vitaminas y sustancias 

antimicrobianas como bacteriocinas, ácidos orgánicos, lactonas, etc (Parra, 2010). 
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Figura 2.1 

Mecanismo de acción de los probióticos. 

 

Fuente: Guzmán, 2012. 

Adicional a esto debe tener la capacidad de mantenerse viable al momento del consumo, 

en su paso por los ácidos del estómago, 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 probióticos pertenecen al grupo de las bacterias 

ácido lácticas (BAL) (Grajek et al., 2005). 

2.1.3 Probióticos en los alimentos 
 

A lo largo de los años, los consumidores han ido cambiando sus hábitos 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 más allá de su aporte 

nutrimental básico nos pueden aportar beneficios en el sistema cardiovascular, gastrointestinal, 

neuronal y pueden tener efectos antioxidantes, anticancerígeno, antidiabético y 

antiinflamatorios (Ignat et al., 2010). Un ejemplo de ello son los probióticos, compuestos 

bioactivos que se han aplicado a diversos alimentos, estos llegan a ser susceptibles frente a los 
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diversos procesos tecnológicos o factores como la temperatura, almacenamiento y la 

composición de matrices alimentarias, Por ello se ha visto necesario realizar investigaciones 

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

Al agregar lo probióticos en los alimentos se puede modificar sus cualidades 

organolépticas, se han desarrollado investigaciones recientes referidas a cepas potencialmente 

probióticas 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 ácido lácticas que aparte de producir ácido láctico también influyen en la creación 

de sabor, aroma, textura y dan un mayor aporte al valor nutricional en los alimentos fermentados 

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

La supervivencia de los probióticos en los alimentos depende de múltiples parámetros 

como: pH, sólidos solubles, concentración de oxígeno y agitación durante su producción, 

procesamiento y almacenamiento. A nivel fisiológico son sensibles a la acidez del estómago y 

a la presencia de las sales biliares intestinales (Frakolaki et al., 2021; Chávarri et al., 2012), que 

afectan el crecimiento, metabolismo y propiedades funcionales del probiótico. 

Por otro lado, también es necesaria una estabilidad microbiológica en la adición a los 

alimentos, los factores como la actividad de agua, pH y temperaturas son los que deterioran el 

alimento y forman medios de proliferación de microorganismos no deseados (Maris et al., 2004; 

Badui, 2006). 

Por ende, para asegurar la estabilidad, viabilidad y la adecuada liberación de los 

microorganismos en el intestino se han desarrollado tecnologías para la aplicación en diversos 

campos de la industria y se ha dado diferentes enfoques como la elección de cepas resistentes, 

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

(Ricciardi et al., 2012).  

2.1.4 Bacterias Ácido lácticas 
 

Un método de preservación relevante en la industria alimentaria por muchos años fue el 

uso de bacterias lácticas capaces de producir ácido láctico a partir de sustratos fermentables, 

esto debido a que la disminución de pH provocada impide el crecimiento de la flora que puede 

resultar patógena para el hombre (Piuri, 2003). 

Lister (1873) presenció y aisló el primer cultivo bacteriano láctico que denominó 

Bacterium lactis, actualmente llamado Lactococcus lactis. 

Las bacterias ácido lácticas (BAL) son microorganismos anaerobios facultativos, Gram 

positivos, no esporulados, ácidos tolerantes, que carecen de citocromo y fermentativos 

(Makarova et al., 2006). Su metabolismo requiere nutrientes muy complejos como 

aminoácidos, bases púricas, pirimídicas y vitaminas del grupo B (Stiles y Hozapef, 1997). 

Son responsables de la fermentación láctica a partir de azúcares como es el caso de yogurt, 

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

Para ello, en su fermentación utilizan dos vías diferentes, ruta de Embden–Meyerhof, aquí 

se encuentran los homofermentativos que degradan la hexosa a sólo ácido láctico como 

producto final en su fermentación de carbohidratos y la vía de las pentosas, aquí están los 

heterofermentativos, este grupo convierte las hexosas en ácido láctico, dióxido de carbono, 

etanol y ácido acético, mientras las pentosas en ácido láctico y ácido acético (Kandler, 1983; 

Lyhs, 2002; Ramírez, 2005). 

Los microorganismos más empleados como probióticos 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 más eficaz en su proliferación, productos cárnicos, 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 ácido lácticas, la especie Lactobacillus plantarum es el 

más utilizado para la industria de alimentos ya sea de manera natural o añadidas con fines de 

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

Estos son bacilos Gram positivos, heterofermentativos facultativos que producen ácido 

láctico, ácido acético o etanol y dióxido 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 colonización evitando su rápida eliminación (James, 2000). Por consiguiente, se 

utiliza y comercializa como probiótico al tener mejoras en la salud (Papadopoulou et al., 2018; 

Salar-Behzadi et al., 2013). A pesar de sus múltiples mecanismos de defensa, se ve afectado 

por diversas condiciones de estrés como térmico, osmótico, sistemas ácidos y estrés oxidativo 

relacionado con las proteínas (Vázquez, 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 

Morfología de la cepa de Lactobacillus plantarum. 

 

 

Fuente: Valan, 2016. 

 

2.1.6 Viabilidad de probióticos bajo condiciones gastrointestinales 

 

Una de las características más importantes en los probióticos es su resistencia frente a las 

condiciones gastrointestinales (Figura 2.3), así como ser capaces de tolerar la acidez gástrica, 

sales biliares en el intestino delgado, la actividad enzimática y la adherencia a las células 

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

Su exposición influye debido al pH gástrico presente en nuestro organismo que está 

alrededor de 2, las cepas probióticas anaerobias afectadas por la presencia de oxígeno y del 

estrés oxidativo exógeno limitando el crecimiento celular (fase lag) (Figura 2.4). La tolerancia 

de la cepa puede ser mejorada por modificación genética o adaptación al medio (Picard et al., 

2005; Parra, 2010). 
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Figura 2.3  

Fases de crecimiento de la bacteria 

 

Para aumentar la resistencia a los jugos gástricos, evitar su degradación en el estómago y 

una liberación controlada en el intestino, se ha utilizado la encapsulación de las cepas y se ha 

notado su mayor viabilidad a comparación de cuando se encuentra en su forma libre (Peréz et 

al., 2013) 

Figura 2.4  

Efectos de las bacterias probióticas sobre la función de la barrera intestinal. 

 

Fuente:  Howart y Wang (2013). 
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2.1.7 Microencapsulación 
 

El término microencapsulación se utiliza cuando se encapsulan sustancias de bajo peso 

molecular o en menores cantidades. Esta técnica permite mejorar la viabilidad del 

microorganismo en la aplicación 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 protección de las 

células que se encuentran inmovilizadas al interior de una matriz o 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 utilización de esta técnica en la industria alimentaria son: evitar la 

pérdida de algún componente e impedir la degradación por alguna situación de estrés o cambios 

fisicoquímicos, tales como temperatura, pH, densidades, sales biliares, etc (Mitropoulou et al. 

2013) 

La liberación gradual de estas células encapsuladas depende del polímero utilizado, del 

compuesto activo y la propia microcápsula (Kailasapathy, 2002). Traen como beneficio la 

conservación de sus características nutricionales, facilitar el manipuleo y mejorar su aptitud 

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

Diversas técnicas de encapsulación aplicadas a probióticos han sido propuestas en las 

últimas décadas. Los métodos en función a la formación de microesferas se pueden clasificar 

en 3 grupos: Métodos físicos (secado por aspersión, extrusión y recubrimiento por aspersión); 

Procesos fisicoquímicos (coacervación simple o compleja y atrapamiento en liposomas; 

Procesos químicos (polimerización interfacial e inclusión molecular) (Yáñez et al., 2002). 

Tanto el método de extrusión como el de emulsión aumentan la supervivencia y viabilidad de 
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los probióticos hasta un 80-95% (Rao et al., 1989; Sheu & Marshall, 1993; Rodríguez et al., 

2016). 

La microencapsulación por extrusión consiste en la formación de cápsulas hidrocoloides 

al preparar una solución, añadirle microorganismos y extruir la suspensión 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 solución endurecedora que reacciona en la superficie de la gota. Para la 

aplicación de esta técnica de microencapsulación se debe cumplir la permeabilidad, estabilidad 

térmica, estabilidad mecánica y estabilidad frente a cambios en pH y sales (King, 1995). Las 

condiciones de formulación suaves garantizan una alta viabilidad celular (80-95%) (Ming-Ju, 

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

2.1.8 Agentes encapsulantes 
 

En la elección del material de recubrimiento se debe tener en cuenta diversas 

características como el grado alimenticio, costos y propiedades fisicoquímicas como el peso 

molecular, difusividad, solubilidad, fusión, formación de películas, biodegradabilidad y las 

propiedades de la matriz alimentaria a la que se incorporará o la viabilidad de la bacteria láctica 

(Rodríguez et al., 2016). 

Los agentes encapsulantes más usuales y aplicados a los probióticos que sirven de 

recubrimiento y protección son: las proteínas, gomas (alginato), hidratos de carbono (sacarosa, 

maltodextrinas, derivados de almidón, ciclodextrinas, celulosa), lípidos, grasas, ceras, lecitinas 

(emulsionantes) y fibras. Estos pueden mezclarse dependiendo de las características esperadas 

(Sinton, 1998).  

En todo este grupo de encapsulantes, resaltan los hidrocoloides que se pueden clasificar 

en polímeros naturales con gran relevancia como son los alginatos y quitosano, los cuales 

pueden adicionarse en soluciones salinas para la formación de geles. Cada hidrocoloide tiene 
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diferentes propiedades y dentro un mismo tipo de polímeros pueden tener variaciones 

significativas (Sheu y Marshall, 1993). 

2.1.8.1 Alginato de sodio 
 

El uso de polímeros naturales para la formación de geles como el alginato es el más 

frecuente por su sencillez, bajo costo y condiciones que aseguran una alta viabilidad celular. El 

alginato es un heteropolisacárido lineal de ácido D-manurónico y L-gulurónico (Figura 2.5) que 

se extrae de diversas algas, es usado en la industria farmacéutica y en la biotecnología como 

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

El alginato de sodio puede reticularse iónicamente con cationes divalentes (Ca+2) que se 

unen al ácido l-gulurónico (Skjak-Braek et al., 1986). Su composición monomérica, estructura 

y tamaño influye en sus propiedades mecánicas y de hinchamiento. La longitud del polímero 

del ácido d-manurónico es, por tanto, la principal característica estructural que contribuye a la 

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

El tamaño y forma de las perlas dependen de la viscosidad de la solución y de la distancia 

de la jeringa en el goteo.  Entonces podríamos decir que, al aumentar la concentración y 

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

La formación de las microesferas comienza con la mezcla de la solución de alginato y la 

suspensión celular, se gotea la mezcla en una solución que contiene CaCl2, provocando el calcio 

la gelificación en la interfase gota/solución de alginato para luego realizar un lavado de las 

perlas.  Generalmente se utiliza el ion calcio (Ca+2) en forma de CaCl2 por ser soluble en agua 

y no tóxico (Ortiz et al., 2021). 

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

facilidad de preparación y formación de geles, es segura y biocompatible, pero es susceptible a 
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la acidez del ambiente exterior, inestabilidad mecánica, y el deterioro del alginato por la 

presencia de iones (Mortazavian et al., 2007; Fávaro y Grosso, 2002).  

Figura 2.5 

Estructura química de Alginato. 

 

 

2.1.8.2 Quitosano 

 

El quitosano es un polisacárido con carga positiva que se ha desacetilado de la quitina 

(Figura 2.6) que se encuentra en los caparazones de los crustáceos (King, 1995). La quitina es 

un polímero 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-, ácido polialdehídocarbónico (Klein y 

Vorlop, 1983). Es soluble en pH menores a 6 y forma un gel por gelificación ionotrópica al 

igual que el alginato que se utiliza en la industria alimentaria y para la inmovilización de células 

vegetales (Knorr et al., 1985). El quitosano soluble ha demostrado tener efectos inhibidores en 

diferentes bacterias lácticas y se ha utilizado como formador de membranas en la 

microencapsulación de estas (Groboillot et al., 1993), es por ello que se utilizó recubrir las 

perlas de alginato remojadas en solución de quitosano (0,4%) con agitación suave durante 40 

minutos (Mortazavian et al., 2007).   La carga celular en las microesferas osciló de 108 a 1010 

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

Desacetilación de la quitina a quitosano y posterior reticulación con diferentes agentes 

bifuncionale para reticular el quitosano. 

 

 

Fuente: Groboillot, 1993. 
 

 

2.2 Antecedentes 
 

Se han realizado diversas investigaciones en los últimos años sobre la viabilidad de los 

probióticos en condiciones gastrointestinales, así como también en el proceso y 

almacenamiento de diversos alimentos teniendo resultados para una selección óptima 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 agitación sobre la producción de ácido láctico 

mediante la densidad óptica (DO) y el recuento en placa (UFC/mL). Realizaron diversos 

https://www.researchgate.net/publication/339711479_EVALUACION_DE_FACTORES_EXTRINSECOS_SOBRE_EL_CRECIMIENTO_DE_Lactobacillus_plantarum_Y_SU_PRODUCCION_DE_ACIDO_LACTICO_EN_UN_REACTOR_DE_TANQUE_AGITADO
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tratamientos con pH 6, temperaturas 30, 36 °C y la aireación con 0.1, 0.5 VVM. Los resultados 

indicaron que el crecimiento va disminuyendo con el aumento de temperatura en presencia de 

neutralizante y oxígeno. Así también, una mejora en el crecimiento bajo condiciones de pH 6 y 

temperatura de 30 °C alcanzando una concentración media de 6.25 x 1010 (UFC/mL) y una 

producción de ácido láctico 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, 13 y 16 °C), el pH (5,5, 6,0, 6,5, 7,0 y 7,5), el cloruro sódico (2-8%) y el lactato sódico 

(0, 1, 2, 3 y 4%). El factor más importante en la fase de crecimiento fue la temperatura y el pH 

ya que se produjo un aumento correspondiente, mientras que se observó una relación negativa 

entre las concentraciones de NaCl y el parámetro 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 realizó una comparación de diferentes agentes encapsulantes a base de alginato, exposición 

térmica (40, 45 y 60 °C), tratamiento osmótico (1, 3, y 5 % NaCl) y ácidos orgánicos (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 gástrico simulado y 

condición intestinal. En el estrés térmico es más tolerante a bajas temperaturas, es más 

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 paquistaní a un pH ácido (6-6,5), 



27 

 

sales biliares (0,01-1%), sal NaCl al 1-7% y actividad antibacteriana contra diez patógenos 

diferentes. Los aislados tenían 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 concentración del 1-4% NaCl 

mientras que del 6 al 7 % NaCl, disminuyó. Por lo tanto, nuestros aislados demostraron que 

tienen potencial probiótico y podrían usarse en diferentes alimentos como probióticos.  

Soumitra et al. (2020), consideraron a Lactobacillus plantarum GCC_19M1 como una 

bacteria probiótica potencial ya que tuvo resistencia a diversas condiciones de estrés. Este 

aislado de un producto lácteo fermentado demostró tolerancia a pH bajos debido a que hubo 

disminuyó el 10,72 % en el recuento bacteriano a pH 3 en comparación con pH 7,2; con respecto 

a las temperaturas, presentó un crecimiento significativo entre 10 y 40 °C; la tolerancia del 

porcentaje de concentración de sales fue al 5% y al aumentar la concentración de NaCl al 7.5% 

disminuye su viabilidad, como que a 10 % de NaCl no presentó signos de crecimiento. Por otro 

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

Igualmente, Young et al. (2020) evaluó la viabilidad del Lactobacillus plantarum PMO-

08 en diversas condiciones de estrés, los parámetros de fermentación y propiedades de la 

bebida. En este estudio el crecimiento celular se dio a 30 °C (102,2 ± 1,7%), con pH óptimo de 

5,0 a 7,5, y con 1% de NaCl (103,2%). Los requisitos probióticos se cumplieron ya que la tasa 

de supervivencia en el jugo gástrico artificial y el jugo intestinal artificial fue 96% y del 95% 

respectivamente. Por otro lado, también la resistencia al peróxido de hidrógeno es fundamental 

a evaluar, es por ello que, Riane et al. (2019) estudiaron las propiedades probióticas, estrés en 

condiciones de pH ácido, sales biliares y la actividad antioxidante de Lactobacillus plantarum 

15 aislado de la leche, afirmando que las cepas son viables a valores de pH ácido 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 peróxido de hidrógeno (76,12%) con 
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actividad antioxidante del 21.33% siendo la mejor cepa aprobada por su mayor actividad en la 

eliminación de radicales DPPH. 

En 2020, Lin et al. también evaluó la capacidad de supervivencia de Lactobacillus 

plantarum AR113, en diferentes condiciones de estrés, como pH bajo, bilis alta, presión 

osmótica alta (2-8 % NaCl) y estrés oxidativo (0-10 % H2O2). Los resultados nos indican que 

al aumentar la concentración de H2O2, disminuyó el crecimiento microbiano obteniendo una 

tasa de supervivencia mayor al 50% a 2,0 mM de H2O2 y menor del 1% cuando la ascendía a 

6,0 mM de H2O2. A mayor concentración de H2O2 se inhibe el crecimiento y no había 

viabilidad. 

Teniendo en cuenta a Jiage Ma et al. (2021), evaluaron los efectos que conllevan distintos 

tratamientos de adaptación de Lactobacillus plantarum KLDS 1.0628. Las condiciones 

sometidas fueron cambios de temperatura (37 control, 40, 45, 50, 55 y 60 °C), estrés por frío ( 

4, 10, 15, 20 y 25 °C) oxidación (0 control, 0,2 0,5, 1, 2 y 5 mmol/L de H2O2), ácidos (2,5, 3, 

4, 5 y 6 con HCl) y el estrés osmótico (0 control, 1, 2, 4, 6 y 8 % de NaCl), con el objetivo de 

determinar la tolerancia y la protección 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 concentración de H2O2 en el estrés oxidativo, inhibición 

del crecimiento microbiano a concentraciones mayores al 2% NaCl. El estudio sugiere que la 

adaptación 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 osmótica de L. plantarum y su capacidad para 

fermentar alimentos con alta concentración de sal (0,5-10 %). Milesi et al. (2008), demostró 

que el L. plantarum tiene un buen desarrollo, supervivencia y crecimiento similar en dos 

matrices de quesos. El cultivo provocó cambios en la proteólisis secundaria que se evidenciaron 
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por la modificación de los perfiles peptídicos y el aumento de los niveles de aminoácidos y sus 

propiedades tecnológicas adecuadas para la fabricación de queso. 

Los efectos de diferentes condiciones fisicoquímicas sobre la viabilidad de Lactobacillus 

plantarum demostraron que se mantiene el 100 % de viabilidad durante 7 días y 70.1 % al 

finalizar 18 días almacenada en agua estéril a 5 °C. El suero dulce (pH 6.0) propició una 

viabilidad de 90 % de Lactobacillus plantarum, superior al 73.3 % de viabilidad obtenido con 

el suero ácido (pH 4.4), almacenado a 5 °C, durante 21 días. Los tratamientos de yogurt natural, 

yogurt con mucílago de nopal, yogurt con mucílago de sábila y yogurt con nopal en polvo han 

sido utilizados como vehículos durante 21 días a 5 °C, disminuyendo en promedio su 

concentración celular. Todos los vehículos utilizados después de 21 días de almacenamiento a 

5 °C, contiene una concentración celular de Lactobacillus plantarum superior a 106 UFC/mL, 

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

Zhang et al (2017) estudió 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 determinó la viabilidad residual de las bacterias cada 2 minutos, esta 

disminuyó de 109 UFC/g a 104~5 UFC/g tras el horneado. Se observó una diferencia en la 

viabilidad por la variación de temperatura y humedad y por los microsistemas desarrollados. 

En el almacenamiento la viabilidad bacteriana aumentó hasta 108 UFC/g en la corteza y 106 

UFC/g en la miga, respectivamente. El rebrote de probióticos se acompañó de una disminución 

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

3.1 Hipótesis 
 

Lactobacillus plantarum ATCC 1407 microencapsulada será capaz de mantener su 

viabilidad frente a condiciones de estrés térmico, osmótico y oxidativo, factores comunes en la 

elaboración de los alimentos, en comparación 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 osmótico (NaCl %, concentración de sales) 

• Estrés oxidativo (H2O2 %, concentración de peróxido de hidrógeno) 
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CAPÍTULO IV: MATERIALES Y MÉTODOS 
 

4.1 Lugar y tiempo 
 

La investigación se desarrolló entre los meses de agosto hasta diciembre del año 2023 en 

el Laboratorio de Biotecnología Microbiana, departamento académico Química Orgánica en la 

Facultad de Química e Ingeniería Química de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.  

4.2 Descripción del material experimental 
 

4.2.1 Microorganismo 
 

Lactobacillus plantarum ATCC 1407 perteneciente al cepario del laboratorio de 

Biotecnología Microbiana. 

4.2.2 Insumos y reactivos 
 

- Agua destilada (H2O) 

- Agar MRS 

- Caldo MRS 

- Alginato de sodio 

- Quitosano 

- Cloruro de sodio (NaCl) 

- Peróxido de hidrógeno (H2O2) 

- Buffer pH 4 

- Buffer pH 7 

- Alcohol etílico  
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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 

- Asa de siembra 

- Mecheros 

4.2.4 Equipos 
 

- Incubadora 

- Balanza analítica 

- Potenciómetro 

- Cámara de flujo laminar 

- Estufa esterilizante 

- Autoclave 

- Agitador magnético 

- Micropipetas 

- Vórtex 

- Agitador Orbital con temperatura 

- Espectrofotómetro 

- Estufa 
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4.3 Metodología  
 

Evaluar el efecto de la temperatura, presión osmótica y estrés oxidativo en la viabilidad 

de la bacteria Lactobacillus plantarum ATCC 1407 en su forma libre y microencapsulada por 

el método de extrusión.  

4.3.1 Preparación del inóculo 

 

4.3.1.1 Preparación del Inóculo en su forma libre 
 

Lactobacillus plantarum se cultivó en caldo MRS a 37 °C en agitación constante a 150 

rpm por 24 horas. Transcurrido el tiempo de incubación, se utilizó 3 mL para inocular los 

medios de cultivo correspondiente a cada tratamiento. 

5.3.1.2 Preparación del Inóculo microencapsulado por el método de extrusión. 
 

4.3.1.2.1 Preparación de los polímeros Alginato de sodio y quitosano 
 

Se disolvió por separado alginato de sodio (P/V) al 2% en agitación constante (750 rpm) 

a temperatura ambiente por 24 horas. Por otro lado, se disolvió por separado quitosan8o (P/V) 

al 1% en una solución ácida del 4% de ácido cítrico en agitación constante (500 rpm) a 

temperatura ambiente por 24 horas hasta obtener una disolución homogénea en relación del 

1:100 respectivamente. Una vez obtenida las soluciones de alginato y quitosano se esterilizaron 

por separado a 121ºC por 15 min. 

4.3.1.2.2 Preparación de la bacteria  
 

Lactobacillus plantarum se cultivó en un caldo MRS y se incubó a 37 °C en agitación 

constante a 150 rpm por 24 horas. Después del tiempo de incubación, se recuperó el pellet 

celular por centrifugación a 5000 rpm durante 10 min y se eliminó el sobrenadante libre de 

células. El pellet celular fue lavado con un agua destilada y posteriormente se resuspendió en 
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agua destilada estéril. Se realizó la medida de la concentración celular a una densidad óptica de 

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

4.3.2. Microencapsulación de la bacteria Lactobacillus plantarum ATCC 1407  
 

Después de obtener la mezcla de los polímeros alginato de sodio y quitosano en máxima 

agitación constante a temperatura ambiente, se añade la bacteria en una relación de (2:1) 

respectivamente con una máxima agitación por toques a temperatura ambiente. Con la ayuda 

de una jeringa se tomó la mezcla de polímeros, bacteria y prebiótico, la cual se hizo gotear en 

una solución de CaCl2. Transcurrido el tiempo de endurecimiento (30 min), se realizó el lavado 

de las microcápsulas con agua destilada estéril para retirar todo el residuo del CaCl2 (Anexo 2). 

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

forma libre y microencapsulada. 

La evaluación de la viabilidad de la bacteria L. plantarum ATCC 1407 en su forma libre 

se realizó a través de la medida de la densidad óptica en espectrofotómetro a 600 nm de longitud 

de onda, posteriormente la absorbancia fue convertida a UFC/mL mediante la ecuación (1). Por 

otro lado, para determinar la viabilidad de la bacteria L. plantarum ATCC 1407 

microencapsulada se calculó las Unidades Formadoras de Colonias por mililitro (UFC/mL), 

para la cual se tomó 6 gramos de microcápsulas que fueron agregadas al matraz para su posterior 

incubación a diferentes tratamientos. Se añadió 1 g de microcápsulas, previamente lisadas en 9 

mL de citrato al 1%, luego se realizó diluciones seriadas en solución salina estéril para retirar 

100 (µL) de cada dilución y sembrar en agar MRS por el método de diseminación. Se incubó a 

37ºC por 48 h. Las UFC/mL se obtendrán utilizando la siguiente fórmula (2). 
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ݕ = Ͷ.ʹʹʹʹ ݔ + ͵.Ͳ9ͷͷ  ……..  (1) 
 
Donde:  
x = absorbancia; y = UFC/mL 
 
 
 

UFC/mL = 
�ú௠௘௥௢ ௗ௘ ௖௢௟௢௡�௔௦ ௣௢௥ ௣௟௔௖௔ � ௙௔௖௧௢௥ ௗ௘ ௗ�௟௨௖��௡௠௟ ௗ௘ ௟௔ ௠௨௘௦௧௥௔ ௦௘௠௕௥௔ௗ௔  ……..  (2) 

 
 
Donde:  
Factor de dilución = inversa de la dilución   

  

4.3.4. Evaluación 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 extrusión 

Para la evaluación del efecto de la temperatura en la viabilidad de la bacteria en su forma 

libre se realizó 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 espectrofotómetro a 600 nm de longitud de onda. Por otro lado, para la forma 

microencapsulada por el método de extrusión, se realizó diluciones a partir de las microcápsulas 

lisadas de L. plantarum en 9 mL de citrato con 24 horas de edad a temperaturas de 37°, 40° y 

50 °C y se tomó muestras a intervalos de tiempo predeterminados dentro de las 30 primeras 

horas.  Tras el tratamiento térmico, de las dos últimas diluciones se realizó los recuentos 

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

El índice de resistencia (IR), definido como IR = log N0 /Nr (N0  = recuento celular inicial; 

Nf = recuento celular final), se calculó en cada caso. Se evaluó la cinética de crecimiento y se 

determinó los valores de la función matemática utilizando el software Minitab. Los ensayos 

serán realizados por duplicado en ensayos independientes. 
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4.3.5. Evaluación del efecto del estrés osmótico en la viabilidad de la bacteria Lactobacillus 

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

Se utilizarán dos metodologías: 

a) Para la forma libre, la cinética del crecimiento microbiano se evalúo 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 utilizó MRS sin sal. Se tomó valores de absorbancia (D.O.600 nm) a 

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

b) Para la microencapsulación, se transfirió 1 g de microcápsulas de L. plantarum 

suspendidas en soluciones acuosas de NaCl a diversas concentraciones (5, 7 y 10% p/v) y se 

hidrolizaron con citrato hasta obtener una solución 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 

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

4.3.6. Evaluación 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 extrusión 

Como se ha detallado anteriormente, la cepa en fase estacionaria de crecimiento se 

centrifugó y se suspendieron en una solución de peróxido de hidrógeno al 0,1 y 0.5 % (p/v) 

(H2O2) y se mantuvieron a 37° C. A intervalos de tiempo predeterminados (0, 3, 6, 21, 24, 27, 

30 horas), se tomaron muestras y se realizó los recuentos de células viables en agar MRS (37 

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

duplicado en ensayos independientes. 

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

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

Se realizó el recuento de células viables a través de diluciones seriadas utilizando 

peptonas al 0,1%. Luego se sembró en agar MRS por el método de diseminación y se incubó a 

37 ºC por 48 h. El recuento de las células viables se determinó mediante la ecuación (1 y 2) 

desde el tiempo que se inició y luego al terminar todo el proceso. La capacidad de supervivencia 

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

��ܿ�݁ݒ�ݒ�݁�ݑܵ  =  �௢௚భబ���௢௚భబ��  ͳͲͲ% ........... (3) ݔ 

 

Donde:  

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

Nt:      El número 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 realizó la evaluación de la cinética de crecimiento a través del tiempo de duplicación 

y la velocidad específica. La velocidad específica máxima (µmáx) se calculó para cada cinética 

de crecimiento y tratamiento para evaluar el aumento de las células por unidad de tiempo (4). 
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� =  �� ��݂− �� ��Ͳ �݂− �Ͳ   ..............  (4) 

Donde: ��௙ = densidad óptica final;  ��0 = densidad óptica inicial; �௙ = tiempo final; �0 = 
tiempo inicial 

 

Las velocidades de crecimiento celular se expresan generalmente en términos del tiempo 

de duplicación (Td), el cual es el tiempo requerido para que, a partir de una célula, se forman 

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

 

ܶ݀ =  �௡ ............ (5) 

Donde (T) = Tiempo evaluado del crecimiento exponencial y (n) = 3.3 (LogNf - LogN0)  

 

4.4 Diseño experimental u observacional 
 

En la evaluación de la temperatura se determinó la viabilidad de la bacteria L. plantarum 

ATCC 1407 a 37, 40 y 50 °C. En el caso de la evaluación del estrés oxidativo, se evaluó a 0.1% 

y 0.5% de peróxido de hidrógeno; mientras que, para la evaluación del estrés osmótico, se 

evaluó al 5, 7 y 10% de NaCl, todos los tratamientos en su forma libre y microencapsulada por 

el método de extrusión. Las variables de respuesta analizadas para la elección de la mejor 

formulación fueron: la viabilidad y concentración de Lactobacillus plantarum ATCC 1407. 

Se utilizó un diseño experimental por duplicado y completamente al azar. Se realizó el 

análisis de varianza (ANOVA) de un solo factor y comparación múltiples de medias mediante 

la prueba de rango Tukey utilizando el programa estadístico MINITAB versión 19.1 a un nivel 

de confianza del 95%.  
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CAPÍTULO V: ANÁLISIS DE RESULTADOS 
 

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

ATCC 1407 en su forma microencapsulada y libre. 

● En forma microencapsulada 

Se evaluó 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 microencapsulación 

se determinó 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 sucedió 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 observó muerte celular que redujo significativamente la concentración 

celular inicial de 11.61 Log (UFC/mL) hasta 5.7 Log (UFC/mL) a las 24 h de evaluación (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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T° Repetición 
Tiempo (horas) 

0 h 3 h 6 h 21 h 24 h 27 h 30 h 

37 °C 
1 9.86 9.74 10.44 10.61 9.53 9.92 11.17 

2 10.01 9.72 10.83 10.81 9.78 10.20 9.85 

40 °C 
1 10.20 10.14 10.12 10.99 10.98 9.98 10.15 

2 11.05 11.12 11.01 11.96 11.95 10.96 10.93 

50 °C 
1 10.97 9.73 9.69 7.30 6.00 6.00 6.60 

2 11.86 10.35 9.99 0.00 0.00 0.00 6.30 

Por otro lado, la fase exponencial ocurrió en las primeras 6 horas del tiempo de evaluación 

(Gráfica 5.1). La tasa de supervivencia de L. plantarum tras 30 horas de exposición fue de 105.8 

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

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

 

Figura 5.1 

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 evolución del pH a lo largo del período en 

estudio. Notamos en la Figura 5.2, un menor pH en las temperaturas que obtuvimos un mayor 

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

 

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 ningún efecto significativo sobre los recuentos viables de L. plantarum en 

comparación con la temperatura 50°C que si tuvo una diferencia significativa (P < 0,05) (Figura 

5.3). 

Tabla 5.2 

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

 
Fuente GL SC Ajust. 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 

Comparación en pareja utilizando método Tukey. 

TEMPERATURA N Media Agrupación 
40 14 10.824           A 
37 14 10.176           A 
50 14 6.77  B 

 

 

Figura 5.3 

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

 

● 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 espectrofotómetro 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 

concentración de biomasa se mantuvo constante y lineal.  



43 

 

Tabla 5.4 

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

 

T° 

Tiempo (horas)  

0 h 3 h 6 h 21 h 24 h 27 h 30 h 

37 °C 3.53 5.03 8.42 12.34 12.37 12.46 14.56 

40 °C 3.80 5.00 7.58 12.18 12.24 12.23 12.42 

50 °C 3.97 4.86 5.01 4.90 4.93 4.88 4.87 

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

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

(Figura 5.4) 

 

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 microencapsulación (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 comparación con la temperatura de 50°C, la cual presentó 

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

temperaturas evaluadas (Figura 5.5). 

Tabla 5.5 

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

 

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p 
TEMPERATURA L 2 204.1 102.032 11.13 0.000 

Error 39 357.4 9.164   
Total 41 561.5    

 

Tabla 5.6  

Comparación en pareja utilizando método Tukey. 

 

TEMPERATURA  N Media Agrupación 
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. 

 

 

Figura 5.5 

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

ATCC 1407 en su forma microencapsulada y libre. 

● En forma microencapsulada 

Se determinó su viabilidad de la bacteria L plantarum microencapsulada después de 1 día 

de crecimiento, para luego ser microencapsulada e incubada en condiciones de estrés osmótico 

(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 presentó 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 disminución de concentración celular hasta mantenerse constante. Bajo 

estas condiciones, L. plantarum presentó un 93% de tasa de supervivencia. Al 7% de NaCl la 

bacteria presento una disminución progresiva en su crecimiento celular durante el tiempo de 

evaluación, 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 osmóticas. 

NaCl 

(%) 
Repetición 

Tiempo (horas) 

0 h 3 h 6 h 21 h 24 h 27 h 30 h 

5 % 
1 9.86 9.24 9.34 9.30 8.71 9.21 9.04 

2 10.01 9.55 9.83 9.75 9.44 9.43 9.47 

7 % 
1 9.86 8.68 9.52 8.63 8.11 8.09 8.45 

2 10.01 9.67 0 8.95 8.30 8.23 8.72 
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10 % 
1 9.86 9.40 9.50 7.83 7.11 7.28 6.60 

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, 7 y 10% NaCl), lo cual a medida que pasa el 

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

microencapsulada. 

 

 

 

 

 

Figura 5.6 

Cinética de crecimiento del Lactobacillus plantarum ATCC 1407 en su forma 

microencapsulada a diferentes condiciones de estrés osmótico. 

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

período en estudio.  
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Figura 5.7 

Valores de pH a diferentes condiciones de estrés osmótico microencapsulado. 

El análisis de varianza ANOVA (p-value con un valor de 0.090) y la prueba de 

comparación 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 

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

 

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F 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  

Comparación en pareja utilizando método Tukey 

NaCl N Media Agrupación 
5 14 9.4411 A 
7 14 8.232 A 

10 14 7.393 A 
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Figura 5.8 

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

● 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 osmótico. En la Tabla 

5.10 se observa que al 5% de NaCl la bacteria presentó un crecimiento microbiano de 4.15 a 

8.76 Log (UFC/mL) en las primeras 21 horas a comparación con los demás tratamientos. Sin 

embargo, a una mayor concentración 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 osmóticas. 

NaCl 

(%) 
 

Tiempo (horas)  

0 h 3 h 6 h 21 h 24 h 27 h 30 h 

5 %   3.56 3.61 4.15 8.76 8.91 8.93 9.10 

7 %  3.47 3.43 3,42 4.42 4.97 6.03 6.96 

10 %  4.43 4.24 4.22 4.17 4.16 4.16 4.16 

 
 

En la Figura 5.9, nos muestra que la fase exponencial más 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). 

 

 

Figura 5.9 

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

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

largo del período en estudio.  

 

Figura 5.10 

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

 

En las Tablas 5.11 y 5.12, obtenemos el valor p en el análisis de varianza ANOVA con 

un valor 0.001 (P<0.05) y en la comparación Tukey se evidencia la diferencia significativa en 

las dos últimas concentraciones 7 y 10 % de NaCl. 

Tabla 5.11 

Análisis 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  

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

NaCl N Media Agrupación 
5 14 6.717 A 
7 14 4.671  B 
10 14 4.2200  B 
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Figura 5.11 

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

5.3 Evaluación 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 evaluó la viabilidad de la bacteria L Plantarum después de 24 horas de crecimiento 

para posteriormente ser microencapsulada y puesta a estrés oxidativo (H2O2) en 

concentraciones al 0.10% y 0.50%. Los resultados según la Tabla 5.13 mostraron que a la 

concentración del 0.10% de H2O2 presentó un crecimiento lento con una etapa estacionaria 

posterior lo cual marcará la tendencia en las siguientes muestras que se tomarán. La 

concentración del 0.50% de H2O2 presentó 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 número de población. En ambos casos la bacteria tuvo un mínimo 

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. 

H2O2 

(%) 
Repetición 

Tiempo (horas) 

0 h 3 h 6 h 21 h 24 h 27 h 30 h 

0.1 % 
1 9.90 8.91 9.03 9.26 9.24 9.18 8.20 

2 10.25 9.15 9.36 9.64 9.76 9.07 8.18 

0.5 % 
1 9.90 9.10 9.39 9.37 9.21 9.24 8.31 

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 dónde hay muerte celular teniendo la pendiente negativa, a partir de ello 

en la segunda etapa exponencial llega a aumentar el número de colonias en menor medida lo 

cual marcará un precedente en las siguientes muestras. 

 
 
 

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 peróxido de hidrógeno como se observa en la 

Tabla 5.14 y Tabla 5.15. 

Tabla 5.14 

Análisis de varianza ANOVA de un solo factor (Viabilidad vs % H2O2 microencapsulado). 

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p 
H2O2 1 0.08143 0.08143 0.30 0.590 
Error 26 7.11289 0.27357   
Total 27 7.19433    

 

Tabla 5.15 

Comparación en pareja utilizando método Tukey (% H2O2 microencapsulado). 

H2O2 N Media Agrupación 
0.5 14 9.331 A 
0.1 14 9.224 A 

 

Figura 5.13  

Intervalos y diferencias de las medias para Viabilidad (% H2O2 microencapsulado). 
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En forma libre. 
 

En este caso, la cepa L. plantarum con 24 horas fue inoculada en caldo MRS a diferentes 

concentraciones de peróxido de hidrógeno (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 concentración 

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. �2Ͳ2 

(%) 
 

Tiempo (horas)  

0 h 3 h 6 h 21 h 24 h 27 h 30 h 

0.1 %   3.55 5.08 8.73 12.17 12.25 12.41 12.57 

0.5 %  3.61 5.01 8.47 12.32 12.41 12.49 12.69 

 
 
 

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

en una fase estacionaria que llega a 12.6 Log (UFC/mL) 
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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 evolución del pH a lo 

largo del período en estudio.  

 

 
 

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 peróxido de hidrógeno (H2O2) como se 

observa en las Tablas 5.17 y 5.18. 

 
Tabla 5.17 

Análisis de varianza ANOVA de un solo factor (Viabilidad vs % H2O2 libre). 

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p �2�2 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 

Comparación en pareja utilizando método Tukey (% H2O2 libre) �2�2 

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

 

Figura 5.16 

Intervalos y diferencias de las medias para Viabilidad y % H2O2 en forma libre. 

 

 
 

5.4 Evaluación 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 logarítmica que va desde la hora 3 hasta la hora 6 en la temperatura de 37 °C y con esta se 

obtuvieron los parámetros cinéticos propios de la cepa, velocidad específica de crecimiento y 

tiempo de duplicación de 0.31 h-1 y 0.97 h respectivamente. Los resultados obtenidos para la 
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temperatura 40 °C son 0.02 h-1 y 16.7 h respectivamente. Por otro lado, podemos notar que a 

mayor temperatura 50 °C no existe una fase exponencial, está en fase de muerte.  

En el estrés osmótico al 10% de NaCl identificamos una disminución progresiva del 

número de células viables, donde su velocidad específica máxima es menor a 0. 

A condiciones del estrés oxidativo obtenemos una fase exponencial más prolongada al 

0.1% que va desde la hora 3 hasta la hora 24 obteniendo una velocidad específica y tiempo de 

duplicación de 0.03 h-1 y 11.99 h respectivamente. 

Tabla 5.19  

Velocidad específica de crecimiento y tiempo de duplicación en condiciones de estrés de la 

cepa L. plantarum ATCC 1407 microencapsulada. 

 
Estrés térmico Estrés osmótico (NaCl) Estrés oxidativo (�2�2) 

37 °C 40 °C 50 °C 5 % 7 % 10 % 0.1 % 0.5 % 

µmax 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 parámetros de velocidad 

específica máxima y tiempo de duplicación son 0.41 h-1 y 0.75; 0.4 h-1 y 0.76 respectivamente. 

En comparación 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-1  y 1.01. (Tabla 5.20). 

Para condiciones osmóticas notamos que la viabilidad de la cepa al 10% de NaCl se va 

perdiendo entrando a la fase de muerte. Los parámetros de velocidad específica máxima y 

tiempo de duplicación son -0.01 h-1 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 añadiendo peróxido de hidrógeno fue similar 

y en las primeras 21 horas fue significativa de -0.41 h-1 y 0.7 h. 

Tabla 5.20 

Velocidad específica de crecimiento y tiempo de duplicación en condiciones de estrés de la 

cepa ATCC 1407 en forma libre. 

 
Estrés térmico Estrés osmótico (NaCl) Estrés oxidativo (�2�2) 

37 °C 40 °C 50 °C 5 % 7 % 10 % 0.1 % 0.5 % 

µmax 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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CAPÍTULO VI: DISCUSIÓN DE RESULTADOS 
 

 

6.1 Evaluación 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 tecnológicos 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 óptimo y sin alterar su crecimiento (Jurado et al., 2019). 

En cuanto al elevar a la temperatura de 50°C la bacteria microencapsulada, se presenta un estrés 

térmico con una disminución de células viables al 56.7 %, esto ocasiona una desestabilización 

de macromoléculas, desnaturalización de proteínas, daños 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 exposición a comparación del microencapsulado. 

En cambio, a 50 °C se mantuvo constante y lineal con una velocidad específica máxima de 0.3 

h-1 mientras que en la microencapsulada se obtuvo -0.2 h-1. Este comportamiento de un mayor 

crecimiento de células viables en la forma libre que en la microencapsulada se debe a que la 

bacteria está 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 está 

más sensible a los aumentos de temperatura que puedan ocurrir.  
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Investigaciones han comprobado que la microencapsulación tiene como beneficio una 

mejor supervivencia desde el tiempo 0 h que las células libres a diferentes condiciones letales 

de temperatura (Fareez et al., 2015) y durante el tránsito gástrico (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 producción 

de ácido láctico 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 óptimo de L. plantarum a un 

rango de temperatura de 10 - 40 °C y una inactivación de 40 - 55 °C, esta capacidad también 

ha sido demostrada por otros investigadores (Longhi et al. 2013).  También Jiage Ma et al. 

(2021) observó que la tasa de crecimiento de disminuyó 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 inhibía significativamente. 

6.2 Evaluación del efecto del estrés osmótico en la viabilidad de la bacteria L. plantarum 

ATCC 1407 en su forma microencapsulada y libre. 

Los microorganismos tienen una membrana plasmática permeable al agua que impide el 

pase de la mayoría de solutos del medio externo y del mismo citoplasma. Pueden ocurrir dos 

tipos de variaciones osmóticas por la síntesis de osmolitos (Gandhi y Shah, 2015): un flujo de 

salida de agua al exterior que provoca una disminución de la presión de turgencia, cambio de 

volumen y célula plasmolizada; y un choque hipotónico con un flujo de entrada de agua a la 

célula ocasionando un aumento de presión de turgencia y el hinchamiento.  El metabolismo de 

las proteínas, carbohidratos, aminoácidos, nucleótidos y ATP se modifica cuando se expone a 



61 

 

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, 7 y 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 parámetro de NaCl que es muy empleado en 

la preservación y maduración de alimentos, dentro de ellos la producción de quesos, su alto 

contenido inhibe el crecimiento de diversas bacterias (Prabhurajeshwar y Chandrakanth, 2017) 

y puede causar lesiones, permeabilización 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 5 y 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 

reducción notoria de la bacteria. En comparación con la forma libre, la microencapsulación 

formó un ambiente de protección a la bacteria es por eso que tuvimos una mejor viabilidad en 

las microcápsulas. 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 relación negativa entre las concentraciones y el parámetro de crecimiento. 

También, Mahreen et al. (2020) evaluó 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 disminución. Para Soumitra et al. (2020) en su investigación, corroboró que 

al 10% de NaCl no se presentan signos de crecimiento. 
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6.3 Evaluación 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 alteración al equilibrio prooxidante-antioxidante 

(Powers et al., 2008; Pinchuk et al., 2012;). Su fisiopatología nos indica que al incrementarse 

las especies reactivas de oxígeno (ROS) puede llegar a generar radicales como anión superóxido 

(O2-), hidroxilo, especies no radicales (H2O2) y el oxígeno singlete (O2) (Sunil et al., 2013) 

ocasionando una oxidación al ácido nucleico, proteínas y los lípidos, una ruptura y 

acoplamiento de su ADN. Además, genera mutaciones, daños en la célula y por último 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 participación de enzimas y tioles 

intracelulares que ayudan a mantener la homeostasis redox (Zhang et al., 2017). Últimos 

estudios nos indican que la mayoría de Lactobacillus poseen efectos (Lee et al., 2005) y son 

aptos para reducir la acumulación de ROS después de la ingestión (Pieniz et al., 2014). 

Las diferentes concentraciones de H2O2 (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 H2O2 y menos del 1% cuando 

la concentración de H2O2 ascendía a 6 mM, cuando la concentración de H2O2 era superior a 9 

mM, no había cepas viables. También Jiage Ma et al. (2021) evaluó a 0.2, 0.5, 1, 2 y 5 mmol/L 
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de H2O2 demostrando un efecto perjudicial en el crecimiento celular al aumentar la 

concentración a 2-5 mmol/L de H2O2.  
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CAPÍTULO VII: CONCLUSIONES 
 

 

• El crecimiento de la Lactobacillus plantarum ATCC 1407 microencapsulada en condiciones 

de temperatura de 37 y 40 °C favoreció el crecimiento de la población con una tasa de 

supervivencia de 105 y 99 %, respectivamente, mientras que, al aumentar la temperatura a 

50°C hay una reducción significativa del 50 % de la población. 

• Los porcentajes de NaCl del 5 % al 10% reducen significativamente la concentración celular 

de la bacteria microencapsulada, donde a una mayor concentración de sales existió un menor 

crecimiento microbiano. Sin embargo, el crecimiento de la bacteria en su forma libre al 5, 

7 y 10 % de NaCl fue menor. 

• En condiciones de estrés oxidativo evaluada al 0.1 y 0.5 de peróxido de hidrógeno (H2O2), 

el crecimiento microbiano de L. plantarum ATCC1407 en su forma libre y microencapsulada 

no se afectó y fue constante. 
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CAPÍTULO VIII: RECOMENDACIONES 
 

 

Se recomienda usar el método de microencapsulación puesto que con ello se tendrá mejores 

resultados frente a estrés térmico, estrés oxidativo.  

Se recomienda investigar más sobre posibles niveles de estrés que pueda recibir este probiótico 

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

En base a este estudio se recomienda seguir en la línea investigativa para mejorar la 

adaptabilidad en diferentes condiciones de estrés que se pueden presentar para así desarrollar 

mejor su potencial del probiótico. 
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ANEXOS 
 

 

ANEXO 1: Preparación de la bacteria Lactobacillus plantarum ATCC 1407 

 

 

 

ANEXO 2: Microencapsulación de la bacteria Lactobacillus plantarum ATCC 
1407 
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ANEXO 3: Evaluación del efecto de la temperatura en la viabilidad de la 
bacteria L. plantarum ATCC 1407 
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ANEXO 4:  Evaluación del efecto del estrés osmótico en la viabilidad de la 
bacteria L. plantarum ATCC 1407 
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ANEXO 5:  Evaluación del efecto del estrés osmótico en la viabilidad de la 

bacteria L. plantarum ATCC 1407 
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ANEXO 6: Gráficos de residuos para la viabilidad en cepas microencapsuladas para 
temperatura 
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ANEXO 7: Gráficos de residuos para la viabilidad en cepas microencapsuladas para 
estrés osmótico 

 

 

 

 

ANEXO 8: Gráficos de residuos para la viabilidad en cepas microencapsuladas en estrés 
oxidativo 
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ANEXO 9: Gráficos de residuos para la viabilidad en cepas en forma libre para 
temperatura 

 

 
 
 

ANEXO 10: Gráficos de residuos para la viabilidad en cepas en forma libre para estrés 
osmótico 
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ANEXO 11: Gráficos de residuos para la viabilidad en cepas forma libre en estrés 
oxidativo 

 

 

 
 


