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RESUMEN

La producción de queso fresco en el Ecuador es muy distinguida debido a la alta

demanda de los consumidores y la elevada producción láctea en las zonas ganaderas ubicadas

en las regiones costera y serrana del país. Por los componentes nutricionales necesarios para

el hombre, el queso representa un alimento importante; sin embargo, la contaminación a pocos

días de su producción es un problema, más aún en los quesos crudos frescos, ya que pueden

haber sido elaborados con leche no pasteurizada. Es por esta razón que en esta tesis se

pretende dar una solución alternativa a esta problemática al implementar la aplicación  de

bacterias lácticas probióticas (BAL) con sustratos prebióticos en el queso fresco artesanal de

leche cruda, buscando la inhibición de las bacterias patógenas (Salmonella spp., E. coli y L.

monocytogenes). Las BAL se añadieron mediante el uso de un recubrimiento comestible a base

de alginato. Este recubrimiento contiene un antioxidante que podría también mejorar las

características del producto lácteo y contribuir a la salud del consumidor.

El objetivo de esta investigación fue evaluar el uso de Lactococcus lactis y Lacticaseibacillus

casei encapsulados con diferentes sustratos para el control de Salmonella spp., E. coli y L.

monocytogenes en el queso fresco de leche de vaca.

Se evaluó la influencia de inulina y fructosa en el crecimiento de las cepas bacterianas L. lactis

y L. casei y se valoró la cinética de crecimiento; posteriormente se estudió el uso de L. lactis, L.

casei encapsulados como control microbiológico contra Salmonella spp., E. coli y L.

monocytogenes a través de la evaluación in vitro (laboratorio).

Se analizó el crecimiento de L. lactis y L. casei combinado con inulina y fructosa, para lo cual

se obtuvieron y graficaron las funciones de crecimiento sigmoidal de Gompertz utilizando los

datos obtenidos del cultivo discontinuo en relación con la biomasa y la concentración celular,

en función del tiempo.

Se realizó un proceso de encapsulado aplicando la técnica de secado por aspersión, utilizando

diferentes mezclas de bacterias acido lácticas con presencia de fructosa e inulina. La
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encapsulación se realizó con alginato de sodio como material de pared, para evaluar el efecto

sobre la eficiencia de encapsulación (EE) y caracterizar las microcápsulas resultantes. El

tamaño de partícula de las microcápsulas se determinó midiendo diámetros de

300 microesferas. Se analizó la actividad antibacteriana por difusión en discos-placas y

enumeración de Salmonella, E. coli y Listeria (evaluadas en queso fresco manaba) conservadas

a 4 °C. La viabilidad de L. lactis y L. casei libres y encapsuladas se analizó en condiciones

gastrointestinales simuladas.

Los resultados del modelado cinético indicaron que L. lactis + Fructosa y L. casei + Inulina

presentaron el mejor coeficiente de función y un mejor ajuste en la mayoría de los casos

presentados, en comparación a los restantes, la tasa máxima de crecimiento específico de

aceleración ,(ߤ) fue de 0.364 a 0.473 h-1 y 0.100 a 0.129 h-1, la concentración celular bacteriana

(A) fue de 0.556 a 0.713 y 0.425 a 0.548 respectivamente, el tiempo donde (μ) se presenta con

mayor magnitud (L) fluctuó entre 0.854 a 0.802 y cuando este tiempo en (L) es muy rápido,

presenta valores de  0.072 ≤ a ≤ 0.092. El coeficiente de determinación y/o de regresión múltiple

(R2) obtenidos en los dos ajustes fue de 0.97. Los resultados mostraron que se logró el

desarrollo de cápsulas de 90 μm con una eficiencia de encapsulación de 89.5 %. La viabilidad

de las BAL fue mayor en los conteos de L. lactis + fructosa con valores de 9.87 ± 0.03 log UFC/g

en el día 30 de almacenamiento, el análisis in vitro mostró que L. lactis + inulina presentó la

mayor inhibición contra Salmonella, E. coli y Listeria con valores de diámetro del halo de

inhibición de 12.33 mm, y para el conteo en las muestras de queso fue L. lactis + fructosa

evidenciando el recuento de UFC más bajo.

La viabilidad celular después de la encapsulación fue del 82 %. El tamaño de las cápsulas

obtenidas osciló entre 85 a 90 μm. Al final de la evaluación gastrointestinal in vitro, las células

probióticas no encapsuladas mostraron una muy baja viabilidad con valores entre 3,20 y

12,90 %, mientras que las encapsuladas mantuvieron entre 63,75 y 81,30 % su viabilidad.
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ABSTRACT

The production of fresh cheese in Ecuador is very distinguished due to the high consumer

demand and the high dairy production in the livestock areas located in the coastal and mountain

regions of the country. Due to nutritional components necessary for people, cheese represents

an important food; However, contamination a few days after production is a problem, even more

so in fresh raw cheeses, since they may have been made with unpasteurized milk. It is for this

reason that this thesis aims to provide an alternative solution to this problem by implementing

the superficial application of probiotic lactic acid bacteria (LAB) with prebiotic substrates in

artisanal fresh raw milk cheese, seeking the inhibition of pathogenic bacteria (Salmonella spp.,

E. coli and L. monocytogenes). LAB will be added through the use of a starch-based edible

coating. This coating will contain an antioxidant that could also improve the characteristics of the

dairy product and contribute to the health of the consumer.

Lactic acid bacteria (LAB) constitute a group of microorganisms that are present in different

niches (plants, milk, human and animal intestine). They are characterized by presenting different

properties beneficial to the health of the host, which enhance them to be used in functional foods

or as probiotics. They have various applications, one of the main ones being the fermentation of

foods such as milk, meat and vegetables, to obtain products such as yogurt, cheeses, pickles,

sausages, etc. However, studies have shown that LAB are sensitive to harsh environmental

conditions. Therefore, encapsulation can be used to protect LAB under adverse environmental

conditions.

The objective of this research was to study the use of Lactococcus lactis and Lacticaseibacillus

casei encapsulated with different substrates for the control of Salmonella spp., E. coli and L.

monocytogenes in fresh raw milk cheese.

The influence of inulin and fructose on the growth of the bacterial strains L. lactis and L. casei

was evaluated and the growth kinetics were assessed; Subsequently, the use of encapsulated



12

L. lactis, L. casei and gallic acid as a microbiological control against Salmonella spp., E. coli and

L. monocytogenes was studied through in vitro (laboratory) and in vivo evaluation.

The growth of L. lactis and L. casei combined with inulin and fructose was analyzed, for which

the Gompertz sigmoidal growth functions were obtained and graphed using the data obtained

from the batch culture in relation to biomass and cell concentration, estimates expressed in ln N

(OD 600nm and cells/mL) as a function of time.

An encapsulation process was carried out applying the spray drying technique, using different

mixtures of lactic acid bacteria with the presence of fructose and inulin and gallic acid.

Encapsulation was performed with sodium alginate as wall material, to evaluate the effect on

encapsulation efficiency (EE) and characterize the resulting microcapsules. The particle size of

the microcapsules was determined by measuring diameters of 300 microspheres. The

antibacterial activity was analyzed by diffusion in disc-plates and enumeration of Salmonella, E.

coli and Listeria (evaluated in fresh manaba cheese) preserved at 25 °C. The viability of free

and encapsulated L. lactis and L. casei was analyzed under simulated gastrointestinal

conditions.

The results of the kinetic modeling indicated that L. lactis + fructose and L. casei + inulin

presented the best function coefficients and a good fit in the majority of the cases presented,

compared to the rest, the maximum specific growth rate of acceleration was from 0.364 to ,(ߤ)

0.473 h-1 and 0.100 to 0.129 h-1, the bacterial cell concentration (A) was from 0.556 to 0.713 and

0.425 to 0.548 respectively and the time where (μ) is presented with highest magnitude (L)

fluctuated between 0.854 to 0.802 and when this time in (L) is very fast, it presents values of

0.072 ≤ a ≤ 0.092. The coefficient of determination and/or multiple regression (R2) obtained in

the two adjustments was 0.97. The results showed that the development of 90 μm capsules was

achieved for an encapsulation efficiency of 89.5%. The viability of the LAB was higher in the

counts of L. lactis + fructose with values of 9.87 ±0.03 Log CFU/g on day 30 of storage, the in
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vitro analysis showed that L. lactis + inulin presented the greatest inhibition against Salmonella,

E. coli and Listeria with values of 12.33 mm, and for the count in the cheese samples it was L.

lactis + fructose showing the lowest CFU count.

Cell viability after encapsulation was 82 %. The size of the capsules obtained ranged between

56 and 59 μm. At the end of the in vitro gastrointestinal evaluation, the non-encapsulated

probiotic cells showed a very low viability with values between 3.20 and 12.90 %, while the

encapsulated ones maintained their viability between 63.75 and 81.30 %.



Introducción

El queso blanco fresco Manaba (Queso Manaba) es un queso artesanal ecuatoriano con

buena aceptación entre los consumidores, tiene un contenido de 37 % de humedad. Los

microorganismos presentes en este tipo de alimento, unido al proceso de almacenamiento a

temperaturas inadecuadas, pueden perjudicar la salud de los consumidores. Adicionalmente,

las condiciones de procesamiento y comercialización no cumplen con la normativa alimentaria

ecuatoriana, debido a que se ha reportado la presencia de microorganismos patógenos en este

tipo de productos artesanales.

Las bacterias del ácido láctico (BAL) constituyen un grupo de microorganismos que están

presentes en diferentes nichos (vegetales, leche, intestino humano y animal). Se caracterizan

por presentar diferentes propiedades beneficiosas para la salud del huésped, las cuales las

potencian para ser utilizadas en alimentos funcionales o como probióticos. Tienen diversas

aplicaciones, siendo una de las principales la fermentación de alimentos como la leche, carne

y vegetales, para obtener productos como yogurt, quesos, encurtidos, embutidos, etc. Sin

embargo, los estudios han demostrado que las BAL son sensibles a las duras condiciones

ambientales. Por lo tanto, se propone utilizar la encapsulación para proteger las BAL bajo

condiciones ambientales adversas.

Por los componentes nutricionales necesarios para el hombre, el queso representa un

alimento importante; sin embargo, la contaminación a pocos días de su producción es un

problema, más aún en los quesos crudos frescos, ya que pueden haber sido elaborados con

leche no pasteurizada. Es por esta razón que en la presente tesis se pretende dar una solución

alternativa a esta problemática al implementar la aplicación superficial de bacterias lácticas

probióticas (BAL) con sustratos prebióticos en el queso fresco artesanal de leche cruda,

buscando la inhibición de las bacterias patógenas (Salmonella spp., E. coli y L. monocytogenes).

Las BAL se añadirán mediante el uso de un recubrimiento comestible a base de alginato. Este

recubrimiento contendrá además un antioxidante que podría también mejorar las características

del producto lácteo y contribuir a la salud del consumidor. Con los resultados obtenidos se
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espera obtener derivados lácteos que no afecten a la salud del consumidor, con actividad

probiótica, y prebiótica.

CAPÍTULO I

ANTECEDENTES

1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACIÓN DEL PROBLEMA

El queso es un alimento de amplio consumo en el mundo, el queso fresco de producción

artesanal ha constituido, durante décadas, una de las bases de la alimentación de la población

ecuatoriana. En Ecuador el 35 % de la leche producida en la ganadería se destina a la

elaboración de queso artesanal. Dicha actividad de manufactura se realiza en áreas rurales

donde las condiciones higiénico-sanitarias carecen del seguimiento y control requeridos para

asegurar la obtención de productos de calidad comercial (Vásquez et al., 2018; Pérez, Morales

y Chams, 2017). El sector agropecuario tiene un rol importante en la economía de Ecuador, ya

que aporta el 17,5 % del producto interno bruto y dentro de este la actividad pecuaria representa

el 27,3 % destacándose los productos lácteos, carnes bovinas, porcinas, de pollo y huevos

(Vásquez et al., 2018).

En la provincia Manabí, Ecuador, perteneciente a la Zona de Planificación No. 4, la

producción de leche se concentra en los cantones Chone, Flavio Alfaro, El Carmen y Pedernales

y su aporte a la producción de leche del país representa el 13,44 %. En el norte de Manabí, el

sistema económico es más de tipo familiar que empresarial-corporativo (Villegas-Soto et al.,

2018). Se estima que el 70 % de la producción diaria de leche se destina a la elaboración de

queso de forma artesanal (Arteaga-Solórzano et al., 2021ª).

El queso fresco es un alimento importante en la dieta de la población ecuatoriana, ya que

es fuente de proteína, grasas, calcio y vitaminas A y D (Barragán, 2023). En el país alrededor

http://scielo.sld.cu/scielo.php?pid=S2224-79202021000300054&script=sci_arttext&tlng=en#B31
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de un tercio de la leche que se produce es destinada a la industria quesera, señalando que en

Ecuador dicha industria es la categoría láctea que requiere de mayor cantidad de litros de leche

para su elaboración, considerando que el consumo per cápita de queso en Ecuador es 1.7 kg

al año (Arguello et al., 2015; León, 2022; Zambrano, 2021).

1.1.1 Antecedentes

El queso fresco de producción artesanal ha constituido, durante décadas, una de las bases de

la alimentación de la población ecuatoriana. En el Ecuador, el 35% de la leche generada es

destinada a la industria quesera artesanal. Dicha actividad de manufactura se realiza en áreas

rurales, donde las condiciones higiénico-sanitarias han carecido del seguimiento y control

requeridos para asegurar la obtención de productos de calidad comercial. La composición

química y el grado de hidratación de este tipo de productos son factores que van a propiciar el

desarrollo de patógenos de importancia sanitaria por su impacto en la salud pública (Mercado,

2007 y Martínez et al., 2013).

Las bacterias del ácido láctico (BAL) son microorganismos que han sido utilizados durante

décadas por la industria alimentaria porque confieren características sensoriales y reológicas

deseables a los productos lácteos. Además, pueden conservar estos productos (Heredia-

Castro, Hernández-Mendoza, González-Córdova, & Vallejo-Córdoba, 2017), aportar beneficios

para la salud del huésped, como la inhibición del crecimiento de bacterias patógenas (Rokka &

Rantamäki, 2010). Sin embargo, las BAL muestran una baja supervivencia en productos

alimenticios (Ashraf & Smith, 2016; Husmaini et al., 2011) y, por lo tanto, la encapsulación puede

ayudar a preservar su viabilidad (Santacruz & Castro, 2018; Mirzaei et al., 2012).

Muchos autores han estudiado el control de bacterias patógenas en diferentes tipos de quesos,

por ejemplo el control de E. coli, S. enterica, B. cereus, C. scuiri y P. aeruginosa utilizando

bacterias ácido lácticas (BAL) (Sharaf, 2019); la inoculación de L. rhamnosus en queso de cabra

semiduro como inhibidor del crecimiento de bacterias patógenas (Rodrigues et al., 2015) y la

aplicación de L. acidophilus para controlar el crecimiento de Salmonella y bacterias aerobias

termófilas en quesos frescos (Santacruz & Castro, 2018).

En las últimas décadas se ha explorado el potencial de las bacterias acidas lácticas (BAL) como

bioconservantes naturales de productos lácteos, debido a la producción de diversos metabolitos
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como el ácido láctico, peróxido de hidrógeno, diacetilo, dióxido de carbono (CO2) y las

bacteriocinas per se (Siamansouri et al., 2013 y O’Bryan et al., 2015b); siendo estas últimas las

que han despertado mayor interés.

El potencial antimicrobiano de las bacterias del ácido láctico productoras de bacteriocina en el

almacenamiento de queso es un tema muy importante en la industria alimentaria (Sobrino-

López & Martín-Belloso, 2008; Favaro et al., 2015). Varios estudios han demostrado que el uso

de materiales productores de bacteriocina (LAB) es eficaz para reducir los niveles de Listeria

innocua y L. monocytogenes en queso manchego, queso curado (Rodriguez et al., 2005;

O'sullivan et al., 2006; Dal Bello et al., 2012; Vera et al., 2012) y Lactobacillus acidophilus

aplicado a queso fresco queso manaba contra microorganismos mesófilos aeróbicos (Santacruz

& Castro, 2018; Santacruz & Medrano, 2021).

Las BAL aisladas de quesos artesanales pueden poseer potencial probiótico, el cual ha sido

investigado in vitro (Mandal et al., 2016 y Paulo Farias et al., 2019); además, otros autores han

reportado el potencial probiótico de un gran conjunto de bacterias del ácido láctico (Margalho et

al., 2021).

Los prebióticos son definidos como ingredientes no digeribles de los alimentos que afectan de

manera positiva al huésped, estimulando de forma selectiva el crecimiento y/o la actividad

metabólica de un número limitado de cepas de bacterias colónicas (Rodríguez et al., 2017). Por

otra parte, son ingredientes funcionales que se encuentran naturalmente en algunos alimentos

vegetales y animales que han recibido una atención considerable por parte de las industrias

farmacéutica y alimentaria debido a sus efectos positivos para la salud (Paulo Farias et al.,

2019).

Según Guimarães et al. (2020), los probióticos, tales como Lactobacillus spp., Bifidobacterium

spp., entre otros., y los prebióticos, tales como inulina, fructooligosacáridos,

galactooligosacáridos, etc. son ingredientes funcionales que pueden cambiar la textura de los

alimentos, mejorándola o no; además, del efecto inhibidor en el crecimiento de bacterias

patógenas, según Margalho et al. (2021).

La microencapsulación es un proceso mediante el cual una sustancia activa queda rodeada por

una pared porosa que la protege, esto mejora la funcionalidad y estabilidad oxidativa de los

alimentos y extractos e ingredientes alimentarios. También protege a los microorganismos

probióticos (Shinde et al., 2014) y sustancias bioactivas como los compuestos fenólicos
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extraídos de las plantas, que inhiben la oxidación de las lipoproteínas de baja densidad y actúan

como agentes antiinflamatorios (Boonchu & Utama-Ang, 2015). Entre sus principales ventajas

se encuentran: enmascarar sabores y olores desagradables de productos encapsulados,

proteger los compuestos bioactivos de la oxidación y reacciones indeseables, así como de

condiciones adversas de luz, calor y gases, además de alargar su vida útil (Rutiaga-Quiñones

et al., 2015).

Los compuestos fenólicos constituyen uno de los grupos más numerosos y representativos de

metabolitos secundarios de las plantas y su relevancia radica en su participación en la fisiología

y el metabolismo celular como la morfología, el crecimiento, la reproducción, la defensa contra

plagas y depredadores, y los procesos germinativos, entre otros (Jurado et al., 2016). Estos

compuestos están presentes en la mayoría de los productos naturales consumidos por el

hombre y estudios recientes han demostrado una importante actividad antioxidante, lo que

demuestra su potencial beneficioso para la salud humana (Novoa et al., 2001).

Entre los compuestos que presentan actividad antioxidante, los polifenoles actúan a través de

mecanismos antirradicales o como quelantes de metales, siendo el ácido gálico (ácido 3,4,5-

trihidroxibenzoico) un excelente representante (Nobre et al., 2019). Es un ácido fenólico

presente en diversas fuentes naturales como: a) plantas: Larrea tridentata (gobernadora) y

Turnera diffusa (damiana), b) frutas: uva, granada, nueces, plátano, fresa, limón, arándano,

cáscara de manzana y mango, c) verduras: acelgas y espinacas y d) bebidas: café, vino tinto y

té verde, entre otros (Taitzoglou et al., 2001). Diferentes investigaciones en la industria

farmacéutica y alimentaria muestran que el ácido gálico exhibe capacidad antioxidante, antiviral,

antibacteriana, antifúngica y reduce el daño de los ácidos nucleicos (Prince, 2009; Verna et al.,

2013; Choubey et al., 219; Yao et al., 2017).

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Utilizar L. lactis, y L. casei encapsulados con sustratos de inulina y fructosa en queso fresco de

leche de vaca, como técnica para proteger y mejorar la viabilidad de las bacterias lácticas y su

actividad inhibidora de bacterias patógenas.
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1.3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS

⮚ Determinar el efecto inhibidor de BAL encapsuladas sobre bacterias patógenas

(Salmonella spp., E. coli y L. monocytogenes).

⮚ Evaluar la encapsulación de BAL con presencia de prebióticos.

⮚ Evaluar la vida útil del queso con la preparación de prebióticos y probióticos

encapsulados.

⮚ Determinar la digestibilidad in vitro de las BAL encapsuladas presentes en quesos de

leche cruda.

1.4. HIPÓTESIS

Con la aplicación de encapsulados de L. lactis, y L. casei, se puede mejorar la calidad

microbiológica y el tiempo de vida útil de los quesos artesanales de leche de vaca.



CAPÍTULO II. MARCO TEÓRICO

2.1. Queso
Según la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1528:2012 y según el Código

Alimentario Argentino (CAA). Se entiende por queso el producto blando, semiduro, duro y extra

duro, madurado o no madurado, y que puede estar recubierto, en el que la proporción entre las

proteínas de suero y la caseína no sea superior a la de la leche, obtenido mediante: a)

coagulación total o parcial de la proteína de la leche, leche descremada, leche parcialmente

descremada, crema, crema de suero o leche, de mantequilla o de cualquier combinación de

estos ingredientes, por acción del cuajo u otros coagulantes idóneos, y por escurrimiento parcial

del suero que se desprende como consecuencia de dicha coagulación, respetando el principio

de que la elaboración del queso resulta en una concentración de proteína láctea (especialmente

la porción de caseína) y que por consiguiente, el contenido de proteína del queso deberá ser

evidentemente más alto que el de la mezcla de los ingredientes lácteos ya mencionados en

base a la cual se elaboró el queso; y/o b) técnicas de elaboración que comportan la coagulación

de la proteína de la leche y/o de productos obtenidos de la leche que dan un producto final que

posee las mismas características físicas, químicas y organolépticas que el producto definido en

el apartado a). Se entiende por queso Manaba al queso no madurado obtenido a partir de leche,

acidificado de forma natural en presencia de bacterias mesófilas nativas de la zona manabita,

salado con sal en grano y colocado en moldes sin fondo para su prensado.

El queso fresco de producción artesanal constituye una de las principales bases de alimentación

de la población ecuatoriana, desde hace décadas, el cual se obtiene del 35 % de la leche

generada en el país (Arguello, 2015; Vásquez et al., 2018). El queso blanco fresco Manaba

(Queso Manaba) es un queso ecuatoriano de origen artesanal con 37 % de humedad (Espinoza,

2012) y buena aceptación entre los consumidores, especialmente en la provincia de Manabí

(costa ecuatoriana) (Santacruz & Medrano, 2021). Sin embargo, las condiciones de

procesamiento y comercialización no cumplen con la normativa ecuatoriana, lo que genera la

presencia de microorganismos patógenos (Zambrano, 2014).

El queso artesanal se encuentra entre los alimentos que pueden transmitir agentes etiológicos

que producen enfermedades o intoxicaciones alimentarias y que con leche no pasteurizada
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constituye un riesgo de contaminación con bacterias patógenas (Gutiérrez et al., 2017; Urbano

et al., 2017). Por su parte, los productos elaborados con leche cruda, como el queso, deben

utilizar una materia prima obtenida de lecherías que cumplan con códigos de higiene y buenas

prácticas (Martínez et al., 2016). Los quesos involucrados en brotes de enfermedades

gastrointestinales tienen un alto contenido de humedad y poca o nula maduración, lo que

favorece el crecimiento de bacterias con potencial patógeno (Cervantes et al., 2019). Argüello

(2015); Ruíz et al., 2017; Idárraga et al. (2018), reportaronpatógenos como Staphylococcus

aureus, Escherichia coli, Salmonella spp. y en algunos casos Listeria monocytogenes en

algunas regiones del Ecuador y varios países de América Latina.

2.2. Probióticos

Los probióticos han existido en la humanidad desde que la gente empezó a consumir leche y

alimentos fermentados. Sin embargo, sus efectos beneficiosos permanecieron inexplorados

hasta el siglo pasado. Durante este tiempo, el significado de la palabra ha cambiado varias

veces; sin embargo, siempre se ha equiparado con beneficios para la salud (Castañeda, 2018).

Actualmente la FAO/OMS recomienda utilizar la palabra probiótico en el contexto de

“microorganismos vivos que cuando se administran en cantidades adecuadas confieren un

beneficio para la salud del huésped” (FAO/OMS, 2002). La eficacia de la acción de los

microorganismos probióticos depende del tamaño de sus poblaciones, que la definición no

especifica. Se supone que los productos alimenticios probióticos deben contener más de 106 a

107 unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo para que el consumidor pueda consumir

fácilmente 109 UFC por día (Santacroce et al., 2019; Fenster et al., 2019). Durante la producción

de alimentos, para acelerar o iniciar el proceso de fermentación, además de probióticos, se

añaden cultivos iniciadores a los productos crudos. Debido a que exhiben actividad enzimática,

tanto los probióticos como los cultivos iniciadores permiten obtener las propiedades deseadas

en el producto final (p. ej., sabor y textura) (Maślak et al., 2022).

Los principales microorganismos utilizados como probióticos pertenecen a los géneros

Lactobacillus y Bifidobacterium, siendo ésta una característica de cepa y no de especie. Para

ser considerados probióticos, los microorganismos deben reunir las siguientes características:
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• No ser patógenas, especialmente para personas inmunocomprometidas.

• No ser sensible a las enzimas proteolíticas.

• Ser capaces de sobrevivir a lo largo del tracto gastrointestinal.

• Tener capacidad para adherirse a las superficies epiteliales.

• Ser capaces de producir componentes antimicrobianos.

• Permanecer vivas y estables durante su empleo.

• Tener un mecanismo específico de adhesión al intestino humano.

• Ser capaces de un crecimiento rápido en las condiciones del tracto gastrointestinal

• Ser capaces de inmunoestimular, aunque sin efectos proinflamatorios.

Los productos probióticos comercializados actualmente se pueden dividir en tres tipos:

a) los alimentos fermentados convencionales a los que se les adicionan probióticos y que se

consumen principalmente con fines nutritivos (yogures, leche, quesos, etc.);

b) las leches cultivadas y fermentadas, quesos probióticos utilizados básicamente como

vehículos de bacterias probióticas.

c) los suplementos dietéticos o preparaciones farmacéuticas liofilizadas.

2.2.1 Bacterias del ácido láctico

Las bacterias del ácido láctico (BAL) son un grupo de bacterias Gram positivas, no

esporuladoras que incluyen varios géneros como Lactobacillus el cual comprende 261 especies

(a marzo de 2020) que son extremadamente diversas a nivel fenotípico, ecológico y genotípico

(Zheng et al., 2020), tales como: Lactococcus, Streptococcus, Vagococcus, Pediococcus,

Aerococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Tetragenococcus, Carnobacterium, Weisella y

Enterococcus, entre otras (Vandamme et al., 1996). Este grupo de bacterias se caracteriza por

la ausencia en de genes cuyos productos se encuentran involucrados en varias rutas de

biosíntesis. Debido a esta limitante, las BAL se consideran auxótrofas y suelen encontrarse en

ambientes ricos en aminoácidos, purinas y pirimidinas (Kandler, 1983). Desde un punto de vista

bioquímico, las BAL incluyen a los homofermentativos, cuyo único producto de la fermentación
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es el ácido láctico y heterofermentativos, que además de ácido láctico liberan otros productos

secundarios durante la fermentación de carbohidratos como el ácido acético, etanol, dióxido de

carbono y ácido fórmico (Kleerebezem y Hugenholtz, 2003; Broadbent et al., 2008).

Originalmente la taxonomía clásica agrupó a las BAL por sus características morfológicas y

fisiológicas. Con la llegada de las herramientas moleculares se redefinió el grupo,

particularmente mediante la secuenciación de ARN ribosomal 16S (Stackebrandt y Teuber,

1988). Las BAL han sido utilizadas de forma segura durante cientos de años y siguen siendo

utilizadas en la producción y preservación de alimentos debido a la producción de ácido láctico

como producto de la fermentación de las hexosas. Como consecuencia de su historial se les ha

otorgado la clasificación Generalmente Reconocidas como Seguras (GRAS, de sus siglas en

inglés Generally Recognized as Safe) por la Administración de Alimentos y Drogas (Food and

Drug Administration, FDA) de los Estados Unidos.

Las BAL están muy extendidas, se encuentran de forma natural en muchas fuentes de alimentos

vegetales y animales y se han utilizado de forma segura durante mucho tiempo en la producción

de lácteos y otros productos fermentados, como lo demuestra la atribución de QPS (presunción

cualificada de seguridad, en la UE) y GRAS (en EE. UU.) (EFSA, 2015; Grosu-Tudor et al.,

2014). Hoy en día, las cepas de BAL se utilizan ampliamente como cultivos iniciadores/aditivos

en la producción de alimentos y brindan los beneficios de seguridad microbiológica, uniformidad,

calidad y durabilidad en el producto final (Rzepkowska et al., 2017; Nieto-Arribas et al., 2009).

Se pueden utilizar muchas especies de microorganismos como probióticos o cultivos

iniciadores, incluidas bacterias, levaduras y mohos. Estos microorganismos se añaden o se

pueden encontrar de forma natural en muchos alimentos diferentes, como productos lácteos

fermentados (yogur, queso y kéfir), verduras y frutas encurtidas, cereales, embutidos

fermentados, pan, cerveza o vino (Santacroce et al., 2019; Vijaya Kumar y otros, 2015). En la

industria alimentaria predominan las bacterias ácido lácticas (BAL). Incluyen principalmente los

siguientes géneros: Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus,

Leuconostoc y Weisella (Khaneghah et al., 2020).

Una característica común de todas las BAL es la capacidad de metabolizar anaeróbicamente

varios azúcares mediante fermentación (dependiendo de la especie/cepa). El principal producto
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de este proceso es el ácido láctico, que tiene propiedades conservantes y contribuye a la

inhibición del crecimiento de microorganismos patógenos. Las bacterias homofermentativas,

como las que pertenecen a los géneros Lactoccocus o Streptococcus, producen este ácido a

través de la vía Embden-Meyerhof (EM) (Hatti-Kaul et al., 2018). Por el contrario, las cepas de

BAL heterofermentativas (Weissella, Leuconostoc y ciertos Lactobacillus), además de ácido

láctico, también pueden producir ácido acético, etanol, dióxido de carbono o acetato a través de

las vías de la fosfocetolasa. Dependiendo, entre otras cosas, de la temperatura y de la cepa

utilizada, la cantidad de ácido láctico producido puede variar desde unos pocos hasta más de

200 g por litro de medio (Abedi & Hashemi, 2020).

El ácido láctico neutraliza el potencial electroquímico de las membranas celulares y

desnaturaliza las proteínas intracelulares de los microorganismos al reducir el pH del medio

ambiente, lo que limita el crecimiento de bacterias patógenas y perjudiciales. Además, los

cambios beneficiosos que se producen en el organismo del huésped bajo la influencia de los

probióticos incluyen un aumento en el número de microflora intestinal positiva. La actividad

antimicrobiana de las cepas probióticas también resulta de su capacidad para formar

biopelículas en la pared intestinal, competir por nutrientes y producir o liberar diversos

metabolitos: ácido láctico, péptidos antimicrobianos, ácidos grasos de cadena corta y peróxido

de hidrógeno (Santacroce et al., 2019; Khaneghah et al., 2020).

Las propiedades importantes de los probióticos también incluyen su capacidad para

biosintetizar vitaminas del grupo B solubles en agua (ácido fólico, riboflavina, niacina y

cobalamina), que no son producidas por el cuerpo humano (Hatti-Kaul et al., 2018). Cada

vitamina del grupo B es químicamente diferente y actúa en sinergia para mantener la

homeostasis del cuerpo al desempeñar funciones importantes en procesos metabólicos como

la producción de energía y la formación de glóbulos rojos. Estas vitaminas se eliminan o

destruyen fácilmente durante la cocción y el procesamiento de alimentos; así, el uso de

bacterias permite enriquecer los alimentos con estos compuestos in situ, lo que supone un

beneficio adicional para los consumidores. Además, las cepas de BAL producen enzimas que

provocan la degradación de grasas, proteínas y carbohidratos presentes en los productos

alimenticios. Como resultado, se forman compuestos volátiles, como aldehídos, cetonas,

ésteres o alcoholes, que confieren a los productos alimenticios finales propiedades
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organolépticas específicas (Hu et al., 2022). Las BAL también son una rica fuente de

compuestos lipídicos que forman membranas celulares, participan en vías metabólicas (en el

transporte de proteínas, replicación del ADN, etc.) y son un material energético de reserva.

2.2.1 Lactococcus lactis

A pesar de la asociación común de Lactococcus lactis con los productos lácteos, la bacteria se

aisló originalmente de plantas donde se creía que estaba inactiva, y solo se volvió activa y se

multiplicó en el tracto gastrointestinal después de ser consumida por rumiantes (Bolotin et al.,

2001). Originario del género Streptococcus y reclasificado en el género Lactococcus en 1985,

L. lactis se divide en tres subespecies, a saber, L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris

y L. lactis subsp. hordniae (Parapouli et al., 2013). Fenotípicamente, se clasifica como bacteria

intestinal anaeróbica facultativa, Gram positiva, esférica, homolactata y no esporulante, con

cientos de cepas y biovariantes publicadas hasta la fecha (Duwat et al., 2001; Garrigues et al.,

1997).

Lactococcus lactis se ha utilizado durante siglos en la fermentación de alimentos, especialmente

queso, yogur, chucrut y similares, por lo que la Administración de Alimentos y Medicamentos

(FDA) lo reconoce generalmente como seguro (GRAS). Además de impartir sabor, L. lactis, al

ser una bacteria del ácido láctico (BAL), también produce ácido que conserva los alimentos.

Algunas cepas potencian aún más esta propiedad de conservación con la producción de

bacteriocinas, reforzando así su papel en la industria alimentaria. Además de su importante

función en los alimentos, L. lactis se ha convertido en el laboratorio modelo en lo que respecta

a la ingeniería genética. Varios factores, incluido su genoma de pequeño tamaño

completamente secuenciado (2,3 Mbp) y el desarrollo de herramientas de ingeniería genética

compatibles con éxito, como sistemas de clonación y expresión con opciones personalizables,

lo han convertido en un modelo deseable. Durante las últimas dos décadas, L. lactis ha ampliado

enormemente su aplicación desde la alimentación hasta convertirse en una exitosa fábrica de

células microbianas y, en muchas ocasiones, actuando como una alternativa Gram positiva a

Bacillus subtilis y Lactobacillus plantarum, o su contraparte Gram negativa Escherichia coli

(García-Fruitós, 2012).
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Las cepas de Lactococcus lactis son los principales componentes de BAL de los cultivos

iniciadores utilizados para producir muchos productos lácteos fermentados (Lo et al., 2018). En

la fabricación de queso, la principal característica de las cepas de lactococos es su capacidad

para acidificar rápidamente la leche, contribuyendo así también al desarrollo de propiedades

sensoriales superiores (es decir, gusto, sabor y textura) en los quesos (López-Díaz et al., 2000).

Además, la aparición de Lactococcus en los quesos se ha relacionado con una mayor seguridad

microbiana y estabilidad de los productos durante el almacenamiento, relacionada con la

producción de sustancias (p. ej., ácidos orgánicos, bacteriocinas, grasas y metabolitos de

aminoácidos) capaces de inhibir el deterioro y y el crecimiento de microorganismos patógenos

(Coelho et al., 2014; Dal Bello et al., 2012).

2.2.2 Lacticaseibacillus casei

Hay más de 200 especies de Lactobacillus, el género más grande y diverso dentro de las

bacterias del ácido láctico (BAL) (Sun et al., 2015). Lactobacillus spp. son parte del microbiota

de humanos y animales (Casey et al., 2004) donde colonizan el tracto gastrointestinal (TGI) y

el tracto urogenital (Parolin et al., 2015). También se encuentran en una variedad de productos

alimenticios, desde frutas y verduras (Savino et al., 2012) hasta una variedad de productos

fermentados naturalmente (Ao et al., 2012; Owusu-Kwarteng et al., 2015). Lactobacillus spp. se

han utilizado y estudiado ampliamente como cultivos iniciadores de fermentación (Aryana &

Olson, 2017) y como probióticos (Ryan et al., 2015; Pace et al., 2015). Su larga historia de uso

en productos fermentados ha llevado a su reconocimiento como GRAS (generalmente

reconocido como seguro) por la FDA, y les ha valido un lugar en la lista QPS  elaborada por la

Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, 2016).

El grupo Lactobacillus casei (LCG), compuesto principalmente por las especies estrechamente

relacionadas Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus paracasei y, se encuentran entre algunas

de las especies más estudiadas debido a su potencial comercial, industrial y sanitario aplicado.

Comercialmente, se utilizan para fermentar productos lácteos, produciendo a menudo alimentos

con mejor sabor y textura. También se ha descubierto que producen muchos metabolitos

bioactivos que pueden conferir beneficios al huésped cuando se consumen (Dietrich et al.,
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2014). Como tal, muchas cepas de LCG se consideran probióticos. El L. rhamnosus GG (LGG),

es quizás una de las cepas bacterianas más estudiadas en relación con aplicaciones sanitarias

(Segers & Lebeer, 2014).

2.3. Prebióticos

El término prebiótico se refiere a ingredientes alimentarios no digeribles que producen efectos

beneficiosos en el huésped al estimular selectivamente el crecimiento y/o la actividad de un tipo

o un número limitado de bacterias en el colon. Esta definición se superpone en parte con la

definición de fibra dietética, aunque añade la selectividad de los prebióticos sobre ciertos

microorganismos específicos (por ejemplo, la ingestión de fructooligosacáridos e inulina

favorece selectivamente a las bifidobacterias) (Schrezenmeir & de Vrese, 2001).

Algunos de estos componentes de la fibra cumplen estrictamente los criterios para ser

considerados prebióticos: inulina, fructooligosacáridos, galactooligosacáridos, oligosacáridos

derivados de la soja, xilooligosacáridos, pirodextrinas e isomaltooligosacáridos, entre otros

(Macfarlane, 2010).

2.3.1. Inulina

La inulina y sus derivados ofrecen múltiples usos como ingredientes en la formulación de

productos destinados a la alimentación gracias a sus ventajas nutricionales, funcionales y sus

propiedades tecnológicas (Cardarelli et al., 2007).

La inulina es extraída de diversas fuentes, tales como cereales, vegetales, frutas, hongos y

bacterias, teniendo un grado de polimerización (GP) máximo de 200 en plantas (Giannouli et

al., 2004). Se la caracteriza por su grado de polimerización promedio GPn. Se presenta como

un polvo blanco, sin olor, con sabor ligeramente dulce (10 % respecto de la sacarosa) y sin

efecto residual. La inulina se comercializa con un grado de polimerización específico: de cadena

larga (> 20 unidades), que proporciona viscosidad y puede utilizarse como espesante o sustituto

de grasa, o de cadena corta (< 10 unidades), que tiene capacidad edulcorante por lo que se ha

utilizado como sustituto parcial de la sacarosa (Cardarelli et al., 2007).
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En la Tabla 1 se pueden observar las propiedades funcionales de la inulina como así también

las cantidades recomendadas a utilizar en la formulación de diferentes productos alimenticios.

Tabla 1. Propiedades funcionales de la inulina y cantidades recomendadas (Frank, 2022)

Aplicaciones Propiedades funcionales Cantidad recomendada

(g/100g/cc)

Productos lácteos

● Cuerpo y palatabilidad

● Capacidad de formar geles

● Mejora la aceptabilidad

● Acción emulsificante

● Sustitutos de azúcares y grasas

● Sinergismo con edulcorantes

2 - 10

Postres congelados

● Facilita su procesamiento

● Sensación cremosa en la boca

● Excelentes propiedades de fusión

● Estabilidad ante la congelación

● Sustituto de azucares y grasas

● Sinergismo con edulcorantes

2 - 10

Productos untables, helados y salsas

● Estabilidad de emulsiones

● Agente espesante

● Mejora la textura

● Sustituto de grasas

2 - 10

Productos horneados

● Disminución de la actividad acuosa

● Sustituto de azúcares

● Acelera la formación de la corteza del
pan y la reacción de Maillard

● Reduce tiempos de cocción

2 - 15

Preparación con frutas

● Cuerpo y palatabilidad

● Sustituto de grasas

● Capacidad de formar gel

● Sinergismo con edulcorantes

● Estabilidad de emulsiones

2 - 10

Aderezos de ensaladas
● Cuerpo y palatabilidad

● Sustituto de grasas
2 - 10
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Productos cárnicos
● Contribuye a la textura

● Sustituto de grasas
2 - 10

Chocolate
● Sustituto de azúcares

● Humectante
5 - 30

La inulina pertenece al grupo de los fructanos. Es un polímero lineal de unidades de D-fructosa

con enlaces glicosídicos β (2 -1), puede tener o no una molécula de glucosa terminal (Argoti et

al., 2021; Olagnero et al., 2007; Vijn & Smeekens 1999). Su estructura no permite que se

hidrolice en la parte superior del tracto gastrointestinal. Es metabolizado selectivamente en el

colon por bifidobacterias y lactobacilos que producen enzimas fructofuranosidasas (Warchol et

al., 2002). Actualmente, se fomenta el uso combinado de cepas probióticas con prebióticos para

formar productos simbióticos, en los que el prebiótico constituye una fuente de energía que

aumenta la supervivencia intestinal de las bacterias beneficiosas (Fook et al., 1999).

Inulina es el nombre con el que se designa a una familia de carbohidratos complejos

(polisacáridos), compuestos por cadenas moleculares de fructosa, con la fórmula general.

C6nH10n+2O5n+1. Se trata, por tanto, de un fructosano o polímero formado por moléculas de

fructosa, que se sintetiza a partir de sacarosa (López et al., 2003), es decir, un compuesto

formado por una mezcla de oligómeros y polímeros de unidades de fructosa, presenta la

particularidad de ser muy heterogéneo en su grado de polimerización (Barclay et al., 2016),

consta de una cadena lineal de enlaces b(2-1) fructosil-fructosa; al final de la cadena está

presente una unidad de glucosa a través de un enlace similar a la sacarosa, puede estar

presente una unidad inicial de glucosa, pero no es exclusivamente necesaria), cuando nos

referimos a la definición de inulina, la primera unidad de la cadena (extremo no reductor) puede

ser un grupo b-D-glucopiranosilo o b-D-fructopiranosilo (Lara-Fiallos et al., 2017).

El grado de polimerización (GP) de la inulina, así como la presencia de ramificaciones, son

propiedades importantes ya que influyen en la funcionalidad de la mayoría de las inulinas. Se

hace una distinción estricta entre inulina de origen vegetal y de origen microbiano. El GP de la

inulina en una planta es bastante bajo (máximo 200), mientras que la inulina bacteriana tiene

un DP muy alto, puede llegar a 100.000 o más unidades de fructosa, en cambio, esta inulina es

muy ramificada (= quince%). En la inulina de origen vegetal, las unidades de fructosa unidas a
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la glucosa terminal pueden variar desde unas pocas unidades hasta 70, lo que significa que la

inulina es una mezcla de oligómeros y polímeros, definida como un polifructano con un DP

superior a 30 unidades (Pedreschi et al., 2003; Ricca et al., 2007). Además, se define como un

carbohidrato de almacenamiento presente en muchas plantas, vegetales y cereales, por lo que

se encuentra en diversos productos de la industria alimentaria, siendo considerado actualmente

un elemento clave en el mercado de productos funcionales (Madrigal & Sangronis, 2007).

En la inulina de achicoria, el número de unidades de fructosa unidas a una glucosa terminal

puede variar de 2 a 70, siendo una mezcla de oligómeros y polímeros. El GP más alto de origen

vegetal se ha encontrado en la alcachofa (Cynara scolymus), por encima de 200 (Lara-Fiallos

et al., 2017).

2.3.2. Fructosa

Se ha demostrado que los oligosacáridos que contienen D-fructosa en su estructura, conocidos

genéricamente como fructooligosacáridos, tienen propiedades nutricionales beneficiosas tanto

para la dieta animal como para la humana. Estos oligosacáridos modifican la flora intestinal

favoreciendo, particularmente, un aumento de la proporción de bacterias de tipo Bifidus en el

tracto digestivo.

Los oligosacáridos existen naturalmente en alimentos como la leche, la miel, las verduras, las

frutas, los cereales, las legumbres y las nueces. Pueden extraerse de estos últimos u obtenerse

mediante procesos físicos, químicos o enzimáticos (Ruas-Madiedo et al., 2015; Mano et al.,

2018; Panesar et al., 2013). Se pueden clasificar además en digeribles y no digeribles (NDO).

La razón por la que los humanos no pueden digerir algunos de estos oligosacáridos es la

presencia de enlaces glicosídicos que son resistentes a la hidrólisis por enzimas en el tracto

intestinal. Sin embargo, algunos de los microorganismos que habitan en el intestino (microbiota

intestinal) cuentan con enzimas capaces de romper este tipo de enlaces. Los NDO se clasifican

como prebióticos porque muestran ciertos efectos positivos en la salud humana al ser

fermentados por bacterias del colon y estimular el crecimiento de especies beneficiosas,

principalmente lactobacilos o bifidobacterias. Además, se ha descubierto que participan en la
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regulación del sistema inmunológico, protegen contra ciertos tipos de cáncer como el de colon

y previenen enfermedades cardiovasculares y metabólicas (Ruas-Madiedo et al., 2015; Mano

et al., 2018; Patel & Goyal, 2012). Dentro de los NDO encontramos diferentes grupos según las

moléculas que los componen: fructooligosacáridos, galactooligosacáridos, xilooligosacáridos y

mananooligosacáridos (Mano et al., 2018; Singh et al., 2017).

Los FOS son uno de los grupos de prebióticos más examinados (Campbell et al., 1997; Singh

et al., 2017,14). Se añaden a muchos alimentos como galletas, yogur, fórmulas infantiles y

postres debido a sus posibles beneficios (Bali et al., 2015). Están formados principalmente por

moléculas de fructosa y una molécula terminal de glucosa. Estas fructosas pueden unirse entre

sí mediante enlaces glicosídicos b (2-1) o b (2-6), los cuales son resistentes a las enzimas

intestinales (Campbell et al., 1997; Singh et al., 2017; Bali et al., 2015). Los FOS más simples

con enlaces b (2-1) son la 1-kestosa (glucosa – fructosa - fructosa), la nistosa (glucosa –

fructosa – fructosa - fructosa) y la 1-b-fructorianosil nistosa (glucosa – fructosa -fructosa –

fructosa - fructosa). Como prebióticos, favorecen el crecimiento y/o la actividad de determinadas

especies y cepas de la biota intestinal en el colon. Además, se ha demostrado que participan

en la activación del sistema inmunológico, inhiben el crecimiento de microorganismos dañinos,

intervienen en la síntesis de vitaminas tipo B, reducen el colesterol sérico, regulan la absorción

de algunos minerales y previenen la aparición de cáncer de colon (Mano et al., 2018; Singh et

al., 2017; Di Bartolomeo et al., 2013; Delgado et al., 2010).

2.4. Ácido gálico

El ácido gálico (GA, ácido 3,4,5-trihidroxibenzoico) es un componente fenólico natural extraído

de plantas, especialmente del té verde, las uvas y las bayas (Lu et al., 2006; Yilmaz & Toledo,

2004). Exhibe una variedad de actividades biológicas, como antiinflamatorias (Kroes et al.,

1992), antioxidantes (Aruoma et al., 1993) y de inhibición enzimática (Cirillo et al., 2010).

Además, el GA ha sido identificado como un reticulante o plastificante fenólico natural que

puede modificar el rendimiento mecánico de los materiales poliméricos naturales (Sun et al.,

2014).
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El ácido gálico se utiliza ampliamente como ingrediente revelador en fotografía y tintas de

impresión. También sirve como precursor para la producción comercial de un fármaco

antimicrobiano trimetoprima, un galato de propilo conservante de alimentos y algunos

colorantes (Pourrat et al., 1997). Además de esto, el ácido gálico posee una amplia gama de

actividades biológicas, como antioxidante, antibacteriano, antiviral, analgésico, etc. Como

antioxidante, el ácido gálico actúa como agente antiapoptótico y ayuda a proteger las células

humanas contra el daño oxidativo (Treviño-Cueto et al., 2007). También se ha descubierto que

el ácido gálico muestra actividad citotóxica contra las células cancerosas, sin dañar las células

normales (Mondal et al., 2001). Debido a sus diversas propiedades interesantes y aplicaciones

comerciales, el ácido gálico es un compuesto de gran interés tanto para la industria farmacéutica

como para la química. Convencionalmente, el ácido gálico se produce mediante hidrólisis ácida

del ácido tánico, pero tiene desventajas de costo, rendimiento y baja pureza. Alternativamente,

el ácido gálico puede producirse mediante la hidrólisis microbiana del ácido tánico por la tanasa

(tanina-acilhidrolasa EC 3.1.1.20), una enzima inducible, secretada por microorganismos (Pinto

et al., 2001).

2.5. Encapsulación

En términos generales, la microencapsulación consiste en atrapar sustancias sólidas, líquidas

o gaseosas dentro de pequeñas estructuras (Desai et al., 2005, Zuidam et al., 2010). Las

sustancias encapsuladas se denominan frecuentemente “núcleo”, “agente activo”, “relleno” o

“fase interna”, mientras que las sustancias utilizadas como agentes encapsulantes se

denominan “cubierta”, “membrana”, “coraza”, “fase externa”, “material de pared” o “matriz”

(Zuidam et al., 2010, Nedovic et al., 2011). Dependiendo del tamaño, los sistemas de

encapsulación pueden clasificarse en cápsulas (0,001 a 3 mm), microcápsulas (0,1 a 1 µm) o

nanocápsulas (1 a 100 nm) (Vasile, 2016).

La tecnología de encapsulación implica el proceso por el que pequeñas partículas, en su

mayoría bioactivas, se rodean de una pared que consiste en un polímero formando un complejo
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de cubrimiento conocido como cápsula (Muhoza et al., 2020), dicha matriz es semipermeable y

fuerte, rodea un núcleo líquido o sólido (Harpeni et al., 2021). Según Burgain et al. (2011) las

cápsulas producidas pueden ser mononucleares con un solo núcleo cubierto por una capa y

agregados con muchos núcleos incrustados en una matriz.

Existe una variedad de métodos tanto físicos como químicos utilizados para proteger las

propiedades físicas y químicas de la industria farmacéutica, cosmética y alimentaria, entre los

que se encuentra la microencapsulación, que es una de las más utilizadas a escala industrial

(Cano-Chauca et al., 2005; Otálora et al., 2015).

De esta forma se obtienen microcápsulas que constan de una membrana semipermeable, fuerte

y delgada de un material polimérico, que rodea y a su vez contiene la sustancia de interés,

denominada centro activo o núcleo. Estas microcápsulas pueden liberar su contenido a

velocidades controladas en condiciones específicas, al mismo tiempo que protegen el

compuesto encapsulado de la luz y el oxígeno, cumpliendo así su función de preservar

propiedades biológicas o fisicoquímicas.

La mayoría de las microcápsulas son pequeñas esferas con diámetros en el rango de 0,2 µm a

5000 µm. El producto resultante de este proceso tecnológico se denomina “microcápsulas”,

“microesferas” (Fu & Hu, 2017), sistemas que difieren en morfología y estructura interna y

tamaño que dependerá en gran medida del tipo de atomización y pueden variar entre 1 a 600

µm cuando se utilizan ruedas giratorias, de 10 a 800 µm cuando se utilizan boquillas de presión

de un solo fluido y, entre 5 a 300 µm para boquillas de presión de dos fluidos (Rios-Aguirre &

Gil-Garzón, 2021). Cuando las partículas tienen un tamaño inferior a 1 µm, el producto

resultante del proceso de microencapsulación se denomina “nanoesferas”, “nanopartículas” o

“nanocápsulas” (Shaikh et al., 2006; O. Anselmino & Gilg 1928; Lozano, 2009).

En su forma más simple, una microcápsula es una microesfera con una pared uniforme a su

alrededor, que está compuesta, por un lado, por un núcleo, relleno o fase interna, que es el

material que va al interior de la microcápsula; por otro lado, está la cubierta, revestimiento,

material de pared o membrana, que es la encargada de cubrir el material que se encuentra en

el interior de la microcápsula. La microcápsula puede tomar diferentes formas dependiendo de

diversos factores como los materiales utilizados, el manejo de las variables de secado, entre



21

otros. Existen diferentes tipos de partículas formadas a partir de microencapsulación que

pueden ser: esfera simple que se caracteriza por tener un recubrimiento de partícula de espesor

uniforme que contiene un núcleo de forma irregular; varias partículas centrales incrustadas en

una matriz continua de material de pared; varios núcleos diferentes dentro de una misma

cápsula; y microcápsulas de paredes múltiples (Gibbs et al., 1999).

2.5.1. Materiales encapsulantes

La elección de un material de pared para la microencapsulación es de gran importancia porque

puede tener un impacto en la eficiencia de la encapsulación y en la conservación de las

propiedades, dándole estabilidad a las microcápsulas obtenidas. El sistema de encapsulación

se utiliza con el fin de proteger los compuestos a encapsular de factores que puedan provocar

su deterioro, evitar la interacción prematura entre el material del núcleo y otros ingredientes,

limitar las pérdidas volátiles y facilitar una liberación controlada o sostenida de forma dirigida de

acuerdo con laaplicación que se quiera dar a las mismas(Shahidi & Han, 1993).

Un material encapsulante se define como un componente que forma un recubrimiento de capa

delgada sobre una superficie. Esta capa puede ser de naturaleza orgánica o inorgánica o una

combinación de ambas. Las cubiertas orgánicas presentan frecuentemente pigmentos,

extensores y otros aditivos como catalizadores, absorbentes, modificadores y antioxidantes

(Kosaraju, et al., 2006). El primer material encapsulante utilizado fue la gelatina (Fanger, 1974),

pero actualmente existe una gran variedad de compuestos que responden a las diferentes

matrices o compuestos que se buscan proteger mediante microencapsulación. Las

características relevantes asociadas al tipo de material encapsulante tales como: la cobertura

específica y algunas características de interés para su posterior aplicación. Estos materiales

deben tener características ideales para ser utilizados como recubrimiento en un proceso de

microencapsulación en alimentos, tal y como han descrito varios autores (Parra, 2010; Fuentes

et al., 2016): a) baja viscosidad a altas concentraciones, b) facilitar la formación de películas, c)

propiedades emulsionantes, d) baja higroscopicidad, para evitar aglomeraciones y facilitar su

manipulación, e) alto contenido de sólidos, f) bajo costo, g) no tener sabor, h) no reaccionar con
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el material que será encapsulado y ser insoluble en él, i) ser soluble en la matriz donde se

realizará la aplicación y j) fácil adquisición.

2.5.2. Microencapsulación mediante secado por aspersión

La microencapsulación mediante secado por aspersión ha sido objeto de estudio durante varias

décadas y ha estado en constante innovación, convirtiéndose en una de las tendencias más

importantes para la industria alimentaria (Risch & Reineccius, 1995), cosmética (Barroso et al.,

2014), farmacéutica (Krajišnik et al., 2017), textil (Badulescu et al., 2010), entre otros (Gouin,

2004). El secado por aspersión es una de las técnicas de encapsulación más antiguas, que se

remonta a la década de 1930, donde las primeras aplicaciones se centraron en la

microencapsulación de sabores, utilizando goma de acacia como material de pared o

encapsulante (Shahidi & Han, 1993). El principio de acción del secado por aspersión utilizado

para la microencapsulación consiste en: i) alimentar a la cámara o torre de secado una matriz,

conformada por el compuesto de interés a encapsular y un material protector o encapsulante,

la cual se homogeneiza hasta formar una dispersión (Bruschi, 2015) o emulsión (Jelvehgari, &

Montazam, 2012), dependiendo de la naturaleza del compuesto y su afinidad química con el

encapsulante; esta alimentación se realiza de forma continua y bajo presión mediante un

sistema de boquilla o disco giratorio (Ye et al., 2007); ii) cuando el sistema se introduce en la

torre de secado, entra en contacto con una corriente de aire caliente que puede ser en

contracorriente y comienza la rápida eliminación de la humedad de la matriz, transformándose

en pequeñas esferas, no porosas. partículas, recubiertas por una fina capa o película del

encapsulante, que en su interior tienen una fase interna definida; iii) las microcápsulas formadas

al salir de la cámara de secado pasan por un ciclón y se depositan en el colector donde pueden

ser recolectadas (Risch & Reineccio, 1995).

La técnica de microencapsulación por secado por aspersión se caracteriza por sus bajos costos

en comparación con otros métodos de secado utilizados (Moreno et al., 2016), de ahí que exista

una gran variedad de aplicaciones, entre las que se encuentran la encapsulación de esencias

(Frascareli et al., 2012), bebidas en polvo (Reineccius, 2004), saborizantes (Shaikh et al., 2006),

probióticos (Lozada, 2021), colorantes (Rodríguez-Amaya, 2019), entre otros. Debido a la
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amplia diversidad de aplicaciones, la microencapsulación actuará como un mecanismo de

protección, de acuerdo a la composición química, polaridad, solubilidad, propiedades físicas y

funcionales de cada matriz, mejorando aspectos como: i) vida útil del agente encapsulado

evitando la oxidación, como en el caso de los aceites esenciales o las vitaminas liposolubles; ii)

prolongar la estabilidad y actividad funcional de compuestos termolábiles o altamente reactivos,

como los antioxidantes; iii) facilitar la incorporación de compuestos insolubles, debido a la

interacción que se facilita entre el material encapsulante y el medio o disolvente en el que se va

a dispersar; iv) conservar los perfiles de aroma y sabor por más tiempo; y finalmente v) la

biodisponibilidad de nutrientes al facilitar la liberación controlada en los sitios de interacción

requerida, entre otros beneficios (de Souza et al., 2015; Moreno et al., 2018).



CAPITULO III. DESARROLLO METODOLÓGICO

3.1. UBICACIÓN DE LA INVESTIGACIÓN

El presente trabajo de investigación fue desarrollado en el Laboratorio de Investigación de

Ciencias de Alimentos de la Facultad de Ciencias Agropecuarias ubicado en la Universidad

Laica Eloy Alfaro de Manabí (ULEAM), el mismo que geográficamente se encuentra ubicado

entre las siguientes coordenadas 0°57′10′ Latitud Sur 80°44′43′ Longitud Oeste y una Altitud de

6 msnm, Manta-Manabí-Ecuador.

3.2. DURACIÓN DE LA INVESTIGACIÓN

El tiempo fue de 3 años

3.3. FACTORES EN ESTUDIO

Los factores que se manejaron para el desarrollo y estudio de recubrimientos comestibles

fueron:

● Factor A: Microorganismos probióticos.

● Factor B: Tipo de prebióticos.

⮚ NIVELES

Para el factor Microorganismos probióticos se utilizaron los siguientes niveles:

● A1 = Lactococcus lactis

● A2 = Lacticaseibacillus casei

Para el factor Tipo de prebióticos se utilizaron los siguientes niveles:

● B1 = Fructosa
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● B2 = Inulina

3.4. COMBINACIONES

Dada la combinación de los diferentes niveles contenidos en cada factor se obtuvieron como
resultado las combinaciones indicadas en la Tabla 2:

Tabla 1. Combinaciones de los probióticos y prebióticos utilizados
Combinación Código Descripción

Probiótico Prebióticos
A1B1 a1b1 Lactococcus lactis Fructosa
A1B2 a1b2 Lactococcus lactis Inulina
A2B1 a2b1 Lacticaseibacillus casei Fructosa
A2B2 a2b2 Lacticaseibacillus casei Inulina

3.5. EXPERIMENTAL

3.5.1 Estudio de la cinética de crecimiento microbiano

Selección de cepas bacterianas, prebióticos y condiciones de crecimiento

Se seleccionaron dos cepas de bacterias ácido lácticas (Lactococcus lactis CU-R-704,

Lacticaseibacillus casei CU-L-CASEI) y dos fuentes prebióticas (inulina y fructosa). Las cepas

probióticas y los prebióticos fueron adquiridas a Descalzi S.A (Ecuador). La activación inicial de

las bacterias ácido lácticas en combinación con prebióticos se realizó en medio de agua

bidestilada estéril a pH 6,5 ± 0,2. con incubación a 37 °C durante 24 a 48 h.

Las cepas de Escherichia coli (ATCC CECT-4076), Salmonella spp. (ATCC CECT-708) y

Listeria monocytogenes (ATCC CECT-5672) se utilizaron como patógenos de control y fueron

aisladas de queso perteneciente a una Colección Española de Cultivos Tipo (CECT) y

proporcionadas en estado liofilizado por Laboratorios Certificados Españoles (Universidad de

Valencia, España). Estas cepas se activaron en caldo de soja tríptico (TSB), caldo infusión

cerebro corazón (BHI) y caldo nutritivo (BN) de las marcas (HIMEDIA y MERCK) a pH 7,2 ± 0,2.

El tiempo de esterilización en autoclave fue 15 minutos a 121°C, con incubación a 37 °C durante

24 h.
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Conservación de las cepas bacterianas

La conservación de las cepas (BAL), consistió en mantener los cultivos viables a lo largo del

tiempo, puros, sin contaminaciones y sin cambios en sus características, es decir, estables. La

técnica utilizada fue el subcultivo seriado, que radicó en resembrar las cepas de

microorganismos estudiados cada cierto tiempo en el medio adecuado. Para el caso de L. lactis

(CU-R-704) y L. casei (CU-L-CASEI), se realizó un cultivo sobre medio semisólido de

Tioglicolato (DIFCO), con adición de 0,01 g de carbonato de calcio por crioviales y pH 7,1 ± 0,2.

El tiempo de esterilización en autoclave fue 15 minutos a 121°C, la temperatura de incubación

de 37 °C por 48 horas, posteriormente se almacenó a temperatura entre -20 y -70 °C en

crioviales de 2 mL hasta su posterior procesamiento (Gurjot Deepika et al., 2012 y Benjamin et

al., 2021).

Las cepas patógenas de control utilizadas Escherichia coli (ATCC CECT-4076), Salmonella spp.

(ATCC CECT-708) y Listeria monocytogenes (ATCC CECT-5672), fueron cultivadas sobre agar

nutritivo (DIFCO) inclinado, a 35 °C para posibilitar el crecimiento óptimo de los

microorganismos. Luego fueron transferidas a un compartimiento refrigerado (4 °C) en

crioviales de 5 mL que contenían glicerol al 20 % (v/v) para lentificar el metabolismo de las

bacterias. El procedimiento de resiembra de las cepas de microorganismos se realizó cada 20

días, para así detectar con mayor precisión los contaminantes microbianos.

Actividad antibacteriana: métodos de ensayo de difusión con disco-placa

La difusión con disco-placa se realizó por triplicado de acuerdo a la metodología descrita por

Tsuchida et al. (2018); Neveling et al. (2020) y Akihiko y Suzuki (2021); con algunas

modificaciones en lo que respecta al método de difusión de pozos de agar. La suspensión de

las cepas bacterianas indicadoras Gram positivas y negativas se ajustó a la escala del estándar

McFarland a 0,5, la cual se utilizó para medir el número de bacterias por mL de suspensión,

con la ayuda de un espectrofotómetro UV-Vis. Se calibró el equipo usando agua bidestilada

estéril, después de la lectura se elimina el agua de la cubeta y se seca bien, se procede a

colocar los reactivos del estándar McFarland en la cubeta con un volumen de 3 mL, se mide la

densidad óptica (DO 600 nm) y se obtienen los valores de absorbancias de cada reactivo. Luego

se preparó el inóculo escogiendo con un hisopo de 1 a 3 colonias frescas en fase exponencial,
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las cuales se introducen en solución fisiológica de cloruro de sodio a 0,9 % (p/v) para bacterias

patógenas y en caldo MRS para las bacterias lácticas y se lee en el espectrofotómetro a 600

nm (DO 600 nm).

Los valores de absorbancias se presentaron entre 0,05 y 0,10 en aquellos casos que dieron

por arriba de 0,10 se le adicionó más solución fisiológica y aquellos que dieron por debajo del

rango se les añadió más colonias, una vez que se obtiene el inóculo se introduce el hisopo, se

mezcla y se exprime bien por las paredes del tubo de ensayo. La siembra se realizó por

duplicado en placas de agar Mueller Hinton (BD Difco) con una altura de 4 mm y en tres

direcciones distintas, lo más seguido posible para no dejar ningún espacio libre de bacterias y

para que tenga la misma probabilidad el disco que la bacteria de ejercer su acción.

Los discos se elaboraron con papel de filtro (Fisher Scientific Q8) de 5 mm de diámetro,

después se impregnaron con las disoluciones y fueron llevados a cabo utilizando placas Petri

estéril y se llenaron con concentraciones de 100 μl/mL de sobrenadante libre de células en

medios de agua bidestilada de cada cepa, L. lactis (CU-R-704) y L. casei (CU-L-CASEI), con

combinación prebiótica de inulina y fructosa (ajustada a pH 6,5 mediante NaOH 1 N) obtenida

por centrifugación repetida a 4000 rpm durante 10 min y esterilización con filtro de 0.22 μm.

Las placas de agar Mueller Hinton con cada cepa indicadora se incubaron aeróbicamente a 37

ºC durante 24 h. Posteriormente a la incubación se midieron los diámetros (mm) de la zona de

inhibición alrededor del disco como actividad antimicrobiana. Las cepas con zonas de inhibición

de menos de 6 mm de diámetro, entre 6 y 10 mm y más de 10 mm se clasificaron como no

inhibidores, inhibidores intermedios e inhibidores fuertes, respectivamente.

Curva de calibración para determinar la concentración de células estimadas de L. lactis
(CU-R-704) y L. casei (CU-L-CASEI)

Previamente a la realización de la curva de crecimiento de L. lactis (CU-R-704) y L. casei (CU-

L-CASEI) con la actividad prebiótica de inulina y fructosa, se determinó la concentración celular

estimada (células/mL) siguiendo la metodología de Arcos et al. (2004) con ligera modificaciones

mediante una curva de calibración a partir de los valores conocidos de densidad óptica

(DO 600nm) dados en absorbancia (A) y de aproximación de concentración celular (células/mL)
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de los estándares de patrones de McFarland, como lo indican Dalynn (2014) y McFarland

(2020). Se preparó una escala con cinco (5) puntos e iniciando con los valores de densidad

óptica (DO 600nm 0.5 a ∼4) dados en absorbancia (A) y una suspensión celular aproximada a 1,5

108 células/mL y un máximo de 1,2 109 células/mL. De acuerdo con esta información se generó

la ecuación linealizada para interpolar y estimar la concentración celular (células/mL):

C = 0,0966 + 0,0511 (A) (1)

Donde: C = concentración de células (células/mL) y A = absorbancia de los cultivos bacterianos.

La concentración celular estimada se usó para las proyecciones de las curvas de cinética de

crecimiento de L. lactis (CU-R-704) y L. casei (CU-L-CASEI) con la actividad prebiótica de

inulina y fructosa (Figura 3).

Cinética de crecimiento de L. lactis (CU-R-704) y L. casei (CU-L-CASEI) en medio líquido

Se generaron los tratamientos producto de la combinación de probióticos de L. lactis (CU-R-

704) y L. casei (CU-L-CASEI) y sus respectivos prebióticos (inulina y fructosa) en medio líquido,

siendo estos L. lactis + fructosa; L. lactis + inulina; L. casei + fructosa y L. casei + inulina.

Se consideró tres preinóculos por cada tratamiento y preparados de la siguiente manera:

inoculación de cada una de las cepas por separado al 0,1 % (p/v) ≈ 1 g/L en agua bidestilada

estéril, el medio se lo preparó según Rodríguez et al. (2019) con modificaciones en porcentaje

de la fuente de carbono la cual fue suplementado con 1 % (p/v) ≈ 10 g/L de cada prebiótico

(inulina y fructosa). Las células se cultivaron a 200 rpm, a pH 6,5 ± 0,2 y 37 ºC por 24 horas en

matraces de 100 mL que contenían 10 mL de preinóculo, según Deepika et al. (2009).

Cuando los preinóculos alcanzaron una densidad optima (OD) 600 nm entre 0,05 y 0,1 (tiempo

aproximado para salir de la fase Lag o de latencia consecuencia de la criopreservación (Ludwig

y Bryant, 2011), los cultivos fueron llevados a un volumen de 100 mL de medio a razón de

0,1 % (v/v), preparado de la misma manera que los preinóculos. Se emplearon erlenmeyers de

250 mL para cada tratamiento diseñado, en donde se vertieron los preinóculos frescos a razón
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de 0,1 % (v/v) y se cultivaron en agitación constante a 200 rpm, a pH 6.5 ± 0.2 y 37 ºC por

12 horas.

Se prepararon y estandarizaron los inóculos con la suspensión bacteriana proveniente de la

fase de crecimiento exponencial a concentración óptima para que la densidad óptica inicial a

600 nm correspondiera a 0,05 (1,5 108 células/mL), y en aquellas preparaciones donde el

inóculo presentó un grado de turbidez mayor a este rango 0,05 y 0,10 con respecto al estándar

a escala de McFarland equivalente a 0,5 se realizaron diluciones en serie (1:10, 1:100, etc.) con

la solución fisiológica hasta ajustarla a lo requerido, y a aquellas que dieron por debajo del rango

se le añadió más inóculo.

Posteriormente se tomó una muestra de 3 mL de suspensión bacteriana para obtener las células

por centrifugación a 4000 rpm por 10 minutos en una centrífuga MED INSTRUMENTS/ MPW

352R, se eliminó el sobrenadante, se realizó tres lavados con agua bidestilada estéril para

eliminar los residuos del caldo y el pellet de las células bacterianas se suspendió en 3 mL de

solución de inulina y/o fructosa al 1 % (p/v).

Asimismo, se analizaron los sobrenadantes a intervalos de tiempo de 17 min durante 6 horas.

Además, para realizar la cinética se trabajó según metodologías de Singh et al. (2015),

Konopacki et al. (2020) y Forler et al. (2021) y se aseguró el crecimiento sincrónico de los

inóculos, con mediciones de la densidad óptica a 600 nm (DO 600 nm) y llenado de los pocillos

en los extremos de la microplaca con 200 µL de agua bidestilada, posteriormente se tomó 200

µL de muestras de las suspensiones bacterianas frescas, inmediatamente se colocaron en los

pocillos internos de la microplaca sometida a incubación a 37 ºC en el lector de microplaca

Synergy H1 (Frederick, 1998; Mytilinaios et al., 2012; Breidt y Fleming, 2020; Neveling et al.,

2020; Konopacki et al., 2020 y Krishnamurthi et al., 2021) las cepas de Lactococcus lactis y

Lactobacillus casei en caldo vegetal utilizando el modelo sigmoideo de Gompertz modificado

(Zwietering et al., 1990; Janf et al., 1992;  Mytilinaios et al., 2012 y Singh et al., 2015) se modeló

la cinética de crecimiento en condiciones extrínseca de L. lactis (CU-R-704) y L. casei (CU-L-

CASEI) con la actividad prebiótica de inulina y fructosa, la cual se obtuvo a partir de un intervalo

de tiempo la concentración de biomasa en densidad óptica expresados en ln N (DO 600nm) están

dados en absorbancia (A) y la concentración celular estimada expresada en ln N (células/mL-

1).
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El modelo modificado de Gompertz presenta tres (3) parámetros de coeficientes de

función sigmoidal (A, ߤ y L), que fueron utilizados para encontrar otros parámetros cinéticos

que describen el proceso de crecimiento de la concentración microbiana, incluido la velocidad

máxima específica de crecimiento medio (ߤெ), la velocidad específica de crecimiento

exponencial (ߤா), duración de la fase de latencia y/o tiempo de retraso (l) y el tiempo de

generación (ܶீ ). Además, se calcularon parámetros de la relación entre la concentraciones de

biomasa y células estimadas expresados en ln N (DO 600nm y células/mL) tales como: número

máximo de la relación de concentración de biomasa y células estimadas a la cual las células se

aceleran y empiezan a dividirse (ܺெ y ܰெ); número máximo de la relación de concentración

de biomasa y células estimadas a la cual las células alcanzan su crecimiento medio (ܺெெ y

ܰெெ) y valor máximo de la relación de concentración de biomasa y células estimadas a la cual

las células alcanzan su crecimiento exponencial (ܺொ y ܰொ) (M. Zwietering et al., 1990; Cayré

et al., 2007; Castro et al., 2008; Hernández, 2018; Konopacki et al., 2020 y Chambi y Torres,

2021).

Modelo de Gompertz

ln (N/N0)= A exp (- exp (((μ * e) / A) (L - t) + 1)) (2)

Donde: N = logaritmo natural de la concentración de biomasa y células bacteriana expresados

en ln N en un tiempo (t); N0 = logaritmo natural de la concentración de biomasa y células

bacterianas iniciales (t = 0) en el cultivo expresados en ln N; A = logaritmo natural de la

concentración de biomasa y células bacterianas asintóticas iniciales expresados en ln N; μ =

representa la pendiente de la curva y describe velocidad específica de crecimiento (t-1); e = es

una constante (2,718); L = tiempo en el que se obtiene el máximo valor de m; t = tiempo

incubación (h-1) (Zwietering et al., 1990; Agatangelo y Santos, 2007; Castro et al., 2008 y

Chambi y Torres, 2021).

Las siguientes fórmulas complementaron los parámetros estimados de la cinética de

crecimiento:

http://dev.scielo.org.pe/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2313-29572021000100047&lng=pt&nrm=iso#B4
http://dev.scielo.org.pe/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2313-29572021000100047&lng=pt&nrm=iso#B4
http://dev.scielo.org.pe/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2313-29572021000100047&lng=pt&nrm=iso#B4
http://dev.scielo.org.pe/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2313-29572021000100047&lng=pt&nrm=iso#B4
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ாߤ = ∗ఓಲ


(3)

Donde: ா= velocidad máxima específica de crecimiento exponencial; Aߤ = ss el logaritmo

natural de la concentración de biomasa y células bacteriana asintóticas iniciales expresados en

ln N (DO 600nm y células/mL); ߤ = velocidad máxima específica de crecimiento de aceleración

de la relación entre concentración de células en ln N (DO 600nm y células/mL) y e = es una

constante (2,718).

ெߤ = ఓಲ
ଶ

(4)

Donde: ெ= velocidad máxima específica de crecimiento medio yߤ ߤ = velocidad máxima

específica de crecimiento de aceleración de la relación entre concentración de células en Ln N

(DO 600nm y células/mL).

ߣ = ܮ − ଵ
ఓಲ

(5)

Donde: l = tiempo de retraso y/o duración de la fase de latencia; L = tiempo en que se obtiene

el valor máximo de m.

ܺெ = ଵ
ఓಲ

(6)

Donde: ܺெ = máxima concentración de biomasa a la cual las células se aceleran y empiezan

a dividirse y ߤ = velocidad máxima específica de crecimiento de aceleración.

ܺெெ = ଵ
ఓಾ

(7)

Donde: ܺெெ= máxima biomasa a la cual las células alcanzan su crecimiento medio y ெߤ =

velocidad máxima específica de crecimiento medio.

ܺொ = ଵ
ఓಶ

(8)

Donde: ܺொ = máxima biomasa a la cual las células alcanzan su crecimiento exponencial y ாߤ =

velocidad máxima específica de crecimiento exponencial.

ܰெ = ଵ
ఓಲ

(9)
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Donde:ܰெ= número máximo de concentración de células estimadas a la cual las células

se aceleran y empiezan a dividirse y = velocidad máxima específica de crecimiento deߤ

aceleración de concentración de células en Ln N (células/mL).

ܰெெ = ଵ
ఓಾ

(10)

Donde: ܰெெ= número máximo de células estimadas a la cual las células alcanzan su

crecimiento medio y = velocidadߤ máxima específica de crecimiento medio de concentración

de células en Ln N (células/mL).

ܰொ = ଵ
ఓಶ

(11)

Donde: ܰொ= valor máximo de células estimadas a la cual las células alcanzan su

crecimiento exponencial y ா= velocidad máxima específica de crecimiento exponencial deߤ

concentración de células en Ln N (DO 600nm).

Modelo de bondad de ajuste

Se realizó el ajuste del modelo predictivo con los puntos experimentales obtenidos aplicando

los criterios estadísticos sugeridos por Torres et al. (2012) y Chambi y Torres (2021) siendo

estos la desviación estándar y el coeficiente de determinación R2.

ܵ = ට∑(ି௫)̄మ

ିଵ
(12)

ܴଶ = 1 − ∑(௬ି௬ˆ)మ

∑(௬ି௬¯)మ
(13)

Los datos se analizaron por medio de la técnica estadística del análisis de varianza, utilizando

el paquete de software InfoStat Versión 2017 (Di Rienzo et al., 2017); previamente se probaron

la normalidad de los errores (Prueba de Shapiro-Wilk) y homogeneidad de la varianza (Prueba

de Levene). Se procedió a realizar comparaciones de medias entre tratamientos mediante la

prueba de Tukey al 0,05%.
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Además, se realizaron gráficos de cinética de crecimiento, coeficiente de correlación múltiple

y/o de determinación (R2), curva de calibración de estándar de patrones McFarland de

correlación lineal, distribución normal esperado (prueba de Shapiro-Wilk) y análisis de regresión

no lineal en el software Statistica versión 10, Statsoft, Inc. 1984 - 2011, USA (StatSoft Inc, 2011).

Microencapsulación y actividad antimicrobiana de microorganismos BAL

Activación de bacterias del ácido láctico (BAL)

Las cepas puras liofilizadas de Lactococcus lactis CU-R-704 y Lactobacillus casei CU-L-CASEI

se sembraron en medio Man, Rogosa y Sharp (MRS) y se incubaron a 37°C durante 48 horas

en condiciones anaeróbicas y posteriormente se mantuvieron a 4 °C (cepas de control). Para

los estudios, se inocularon tubos de ensayo que contenían caldo MRS (pH 6,0) con 108 UFC/mL

de cultivo puro. Se incubaron a 37 ˚C durante 24 horas y se centrifugaron a 10.000 rpm durante

10 minutos. El sobrenadante se colocó en un baño maría a 45˚ C y se resuspendió en 1/5 de

su volumen original en agua destilada. Finalmente se filtró a través de una membrana estéril de

0,22 μm de porosidad. Esta solución madre se denominó suspensión BAL (Pranckute et al.,

2014).

Activación de bacterias patógenas.

Para realizar las pruebas de control de patógenos, se utilizaron cepas de Salmonella spp.

(ATCC CECT-708), Escherichia coli (ATCC CECT-4076) y Listeria monocytogenes (ATCC

CECT-5672), estas cepas fueron aisladas de muestras de queso pertenecientes a una

Colección Española de Cultivos Tipo (CECT) y proporcionadas en estado liofilizado por

Laboratorios Certificados Españoles (Universidad de Valencia, España). Para la activación

posterior, se realizaron caldo de soja tríptico (TSB, HIMEDIA), caldo de infusión cerebro-

corazón (BHI, HIMEDIA) y caldo nutritivo (BN, MERCK) a pH 7,2 ± 0,2. Se realizó un proceso

de esterilización a 121 °C por 15 minutos, luego se incubaron a 37 °C por 24 h.
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Microencapsulación de BAL (L. lactis (CU-R-704) y L. casei (CU-L-CASEI)) mediante
secado por aspersión

Las suspensiones inoculadas se sometieron a secado por aspersión Modelo B-290 (Büchi).

Las condiciones de proceso que se manejaron fueron temperatura de entrada de 70 ± 5 ºC,

temperatura de salida 48 ± 3ºC, velocidad de succión 75% y flujo de aire 600NL/h (Rodea-

González et al., 2012; Aguilera-Ortíz et al., 2012; Silva et al., 2003).

Eficiencia de encapsulación

El rendimiento de encapsulación (EY) de las microcápsulas se calculó según Cai et al. (2014).

Las cápsulas se añadieron a una solución salina de peptona templada (37 °C) (1 g/L de peptona,

8,5 g/L de NaCl) y se agitaron durante 30 minutos. EY se calculó de la siguiente manera:

EY (%) = N/N0 * 100 (14)

Donde N y N0 son la concentración de células viables liberadas de las microesferas y la

concentración celular inicial utilizada en el proceso de microencapsulación, respectivamente. El

recuento de células viables se realizó según Zhao et al. (2015).

Actividad antibacteriana in vitro: métodos de ensayo de difusión en disco-placa

La actividad antimicrobiana de las BAL (L. lactis (CU-R-704) y L. casei (CU-L-CASEI))

preparadas se determinó utilizando bacterias Gram-negativas (Escherichia coli (ATCC CECT-

4076 y Salmonella spp. (ATCC CECT-708) y Gram positivas (Listeria monocytogenes (ATCC

CECT-5672)). Se recogieron cultivos microbianos de bacterias patógenas aisladas del queso

del Centro Español de Acopio de Cultivos Tipo (CECT, España).

El método de difusión disco-placa se realizó según CLSI (CLSI, 2009) y se utilizó para estudiar

el potencial antimicrobiano de las BAL. Los biodiscos se elaboraron con papel de filtro de 5 mm

de diámetro (Fisher Scientific Q8) y se impregnaron con inóculos comerciales previamente

activados y estandarizados de L. lactis (CU-R-704) y L. casei (CU-L-CASEI) a una tasa del

1 % (p/v) o 1,5 108 células/mL en combinación con inulina y fructosa al 1 % (p/v) o 10 g/L.
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Los cultivos bacterianos de cepas patógenas Gram positivas y Gram negativas se ajustaron a

0,05 de la escala McFarland Standard mediante lecturas espectrofotométricas a DO 600 nm.

Se esparcieron 200 microlitros (μL) de cultivos de bacterias patógenas en cajas de Petri

preparadas con 20 mL de agar Mueller Hinton (BD Difco), posteriormente se colocaron los

biodiscos de papel de filtro de 5 mm (Fisher Scientific Q2) a una distancia segura de diámetro,

por triplicado, según las metodologías descritas por Srihasam et al. (2020), Neveling et al. (2020)

y Suzuki y Suzuki (2021).

El diámetro de la zona de inhibición (mm) se midió con un calibre Vernier después de incubar

las bacterias en condiciones aeróbicas durante 24 horas a 37 °C (Srihasam et al., 2020). Las

cepas con zonas de inhibición inferiores a 6 mm de diámetro, entre 6 y 10 mm y superiores a

10 mm se clasificaron como no inhibidoras, inhibidoras intermedias e inhibidoras fuertes,

respectivamente (Suzuki y Suzuki, 2021).

Actividad antibacteriana in vivo (evaluada en queso fresco Manaba)

Los análisis microbiológicos se realizaron evaluando la presencia de Salmonella spp., utilizando

el método (INEN, 2009); E. coli utilizando el método (INEN, 1990) y L. monocytogenes utilizando

el método (ISO, 1996).

El ANOVA y la significancia de la diferencia entre medias se determinaron mediante la prueba

de Tukey (p < 0,05) con el software de estadística InfoStat (Infostat versión 2020). Todas las

mediciones se realizaron por triplicado.

El queso que formo parte de esta investigación fue elaborado en el laboratorio de procesos

lácteos de la Uleam Manta; para lo cual se adquirió leche cruda la cual se pasteurizo a 65 °C

por 15 min y luego se ajustó la temperatura a 38°C para su posterior cuajado por un lapso de

40 min con sobres de cuajo comercial marca HANSEN cuya dosificación prescrita es de 1,6 g

para 75 L de leche. Luego de pasado el tiempo indicado se procedió a cortar la cuajada,

desuerar, salar, se separó por los tratamientos en estudio aplicando las bacterias patógenas

estudiadas, se colocó las BAL encapsuladas estudiadas y se moldeó y escurrió. Posteriormente

se realizaron los respectivos análisis microbiológicos, según los tiempos establecidos en la

presente investigación.
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Como punto de partida el queso fresco puede presentar, a nivel microbiológico, presencia de

microorganismos patógenos como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria

monocytogenes, Salmonella spp, coliformes, Clostridium spp, levaduras y bacteriófagos y como

microorganismos benéficos podríamos encontrar Lactobacillus spp, Leuconostoc spp,

Lactococcus spp, y cremoris.

Evaluación de la supervivencia en condiciones gastrointestinales simuladas in vitro de
microorganismos BAL
Sustancias químicas y cepas bacterianas
Se utilizaron cepas de bacterias ácido lácticas (Lactococcus lactis CU-R-704, Lacticaseibacillus

casei CU-L-CASEI), las cepas probióticas fueron adquiridas en la empresa Descalzi S.A,

Guayquil-Ecuador. Dos fuentes prebióticas (inulina de achicoria, BENEO, Alemania, y D-(−)-

Fructose, SIGMA ALDRICH, USA). Alginato de sodio (Shandong Jeijing Group, China), cloruro

de calcio, medio Man, Rogosa y Sharp (MRS) y agar MRS fueron adquiridos a Sigma-Aldrich®

(EE.UU.).

Activación y preparación de los cultivos bacterianos

Las cepas puras liofilizadas de Lactococcus lactis CU-R-704 y Lacticaseibacillus casei CU-L-

CASEI se rehidrataron en 100 mL de caldo MRS estéril, se sembraron en medio Agar MRS  y

se incubaron a 37 °C durante 48 horas en condiciones anaerobias y posteriormente se

mantuvieron en 4 °C (cepas de control). Para los estudios, se inocularon tubos de ensayo que

contenían caldo MRS (pH 6,0) con 108 UFC/mL de cultivo puro. Se incubaron a 37 ˚C durante

24 horas y se centrifugaron a 10.000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se colocó en un

baño de agua a 45 ˚C y se resuspendió en 1/5 de su volumen original en agua destilada.

Finalmente, se filtró a través de una membrana estéril de 0,22 μm de porosidad. Esta solución

madre se denominó suspensión BAL (Larre et al., 2007; Liang et al., 2020; Varela-Pérez et al.,

2022).

Preparación de Cápsulas Cargadas con Lactococcus lactis y Lacticaseibacillus casei
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Una mezcla de alginato de sodio en agua al 3 % (p/v) se combinó con suspensiones bacterianas

de Lactococcus lactis y Lacticaseibacillus casei de aproximadamente 7,5 log. Se utilizó una

solución de cloruro de calcio 0,1 M. para entrecruzar las cadenas y realizar el intercambio iónico

entre el sodio y el calcio, para que el polímero se entrecruce y se solidifique. Las suspensiones

inoculadas se sometieron a secado por aspersión en un secadero spray (Modelo B-290, Büchi).

Las condiciones de proceso fueron temperatura de entrada de 70 ± 5 ºC, temperatura de salida

48 ± 3 ºC, velocidad de succión 75 % y flujo de aire 600 NL/h (Rodea-González et al., 2012;

Aguilera-Ortíz et al., 2012; Silva et al., 2010).

Viabilidad y eficiencia de encapsulación de Lactococcus lactis y Lacticaseibacillus casei

La viabilidad y la eficiencia de encapsulación de las bacterias se evaluaron disolviendo 1 g de

cápsulas en solución de PBS (pH 7) durante 15 minutos con agitación a 2000 rpm con un vórtex

(Genie-2, Scientific Industries Inc., Bohemia, NY, EE.UU.); Se utilizaron 100 µL como inóculo

para posteriores diluciones seriadas y se contaron las colonias. En el caso de las células libres,

se omitió el tampón y la agitación. Para la evaluación de viabilidad se utilizó la Ecuación (15):

ܧܧ (%) =  ே
 ே

100 (15)

La viabilidad se da en porcentaje, N0 es el número de bacterias (log UFC/mL) antes de la

encapsulación y N es el número de bacterias (log UFC/mL) liberadas por las cápsulas (Varela-

Pérez et al., 2022; Ding y Shah, 2009; Poletto et al., 2019; Chávarri et al., 2010).

Medición del tamaño de las cápsulas

Los tamaños de partícula de las microcápsulas se determinaron midiendo diámetros de 300

microesferas utilizando un estereomicroscopio (Olympus SZX16, Japan). Se calcularon los

diámetros medios de las microesferas.

Viabilidad de Lactococcus lactis y Lacticaseibacillus casei libres y encapsulados en
condiciones gastrointestinales simuladas

Para la simulación gastrointestinal se siguió el método de digestión in vitro COST INFOGEST

(Varela-Pérez et al., 2022; Brodkorb et al., 2019; Minekus et al., 2014). Para la fase oral se

tomaron 5 g de cápsulas de cada tratamiento y 5 mL de células libres o 5 mL de células libres.
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Posteriormente se mezclaron con 3,5 mL de solución salival que consistió en: 0,5 mL de

solución de α-amilasa a 1500 U/mL, 25 µL de CaCl2 0,3 M y 975 µL de agua destilada y se

incubaron durante 2 min a 37 °C.; luego se agregaron 7,5 mL de solución madre de electrolitos

gástricos previamente preparada para la fase gástrica que consistió en 1,6 mL de solución de

pepsina de 25.000 U/mL y 5 µL de CaCl2 0,3 M. El pH de la solución se ajustó a 3 ± 0,2 con HCl

1 M y se llevó a 20 mL con agua destilada. La fase gástrica se incubó a 37 °C durante 2 h. Al

final de la fase gástrica, las muestras se enfriaron en un baño de hielo antes de preparar la fase

intestinal.

Para la última etapa, se mezclaron 20 mL de la fase gástrica con 11 mL de solución madre de

electrolitos intestinales, 5 mL de pancreatina a 100 U/mL, 40 µL de CaCl2 0,3 M y 2,5 mL de

solución de bilis al 9 %. El valor del pH se ajustó a 7,0 ± 0,2 con NaOH 1 M y se llevó a 40 mL

con agua destilada. Posteriormente la fase se incubó a 37 °C durante 2 h a 95 rpm. Las

incubaciones de todas las soluciones se llevaron a cabo en un agitador orbital. Al final de cada

etapa de la digestión, se tomaron alícuotas de los sistemas LG libres y encapsulados para

realizar el análisis de viabilidad mediante placas de Petri. El análisis estadístico se realizó

mediante análisis de varianza (ANOVA) y comparación de medias mediante la prueba de Tukey

utilizando el software de estadística InfoStat (Info stat versión 2020). El nivel de significación se

fijó en p ≤ 0,05. Los experimentos se realizaron por triplicado y los datos representan las medias

± desviación estándar.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Efecto in vitro de la actividad antibacteriana que ejercen los probióticos y prebióticos
sobre bacterias patógenas
Los resultados obtenidos a través del análisis de varianza mostraron que las cepas de

probióticos combinadas con prebióticos presentaron una actividad antibacteriana (p ˂ 0.05) in

vitro en Salmonella spp. y L. monocytogenes (Tabla 2). Al respecto, se observaron los mayores

valores promedios de diámetros de inhibición (mm) en las cepas probióticas combinadas con

inulina en Salmonella spp. de 12,33 ± 1,5 mm. Mientras tanto, en L. monocytogenes el mayor

promedio fue el obtenido en Lactococcus lactis + Inulina (12,33 ± 1,5 mm); aunque

Lacticaseibacillus casei + Fructosa y Lacticaseibacillus casei + Inulina fueron similares

estadísticamente ( p > 0,05).

Asimismo, el menor valor promedio de diámetro del halo inhibitorio ocurrió con la combinación

Lacticaseibacillus casei + Fructosa (7,00 ± 1,1 mm), con reducción del 43,22 % en comparación

al valor promedio máximo 12,33 ± 1,5 que fue observado en otros tratamientos, considerados

inhibidores fuertes (Vega et al., 2024; Santander-Cortés & Castro-Rosas, 2024).

Los mayores promedios como Lacticaseibacillus casei + inulina y Lactococcus lactis + inulina

probados tienen capacidad potencial de actividad antibacterial bajo condiciones in vitro, y

presentaron un fuerte efecto inhibidor contra la mayoría de las bacterias patógenas probadas

(Tabla 2). El estudio experimental indicó que L. lactis + fructuosa y L. casei + inulina no

presentaron diferencia significativa entre las bacterias ácido lácticas y si entre el resto de los

tratamientos (p < 0,05) presentando diferencia significativa contra L. monocytogenes y

Salmonella spp. (p < 0,05) (Tabla 2), así mismo no presentó diferencias significativas contra

Escherichia coli (p > 0,05), pero mostraron actividades antibacterianas con zona de inhibición

de 12,33 ± 1,5 mm de diámetro considerada como inhibidores fuertes, de acuerdo con la

literatura.

Asimismo, los tratamientos con L. lactis + inulina y L. casei + inulina contra la bacteria

Salmonella spp., y E. coli no presentaron diferencia significativa entre ellos y si en Listeria

(p < 0,05) y se demuestra que también existe actividad antibacteriana contra las bacterias

mencionadas que obtuvo una zona de inhibición de 12,33 ± 1,5 mm y 10,67 ± 2,1 mm de
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diámetro considerada como inhibidores fuertes, seguida de L. lactis + fructuosa con 10,00 ± 0,0

mm de diámetro, considerada como inhibidores intermedios y L. casei + fructuosa con 7,00 ±

1,1mm de diámetro indica como inhibidores intermedios a este tratamiento.

El tratamiento en combinación de L. lactis + inulina presentó significancia (p < 0,05) en la zona

de inhibición de crecimiento de Listeria monocytogenes con halo de inhibidores fuertes (12,33

± 1,5 mm de diámetro) en comparación a la combinación de L. lactis + fructosa también presentó

un halo menor de 10,33 ± 0,8 mm de diámetro considerado como inhibidores fuertes. Los

tratamientos L. casei + inulina y L. lactis + inulina presentaron las mejores zonas de inhibición,

contra todas las bacterias patógenas probadas en este estudio.

Tabla 2. Actividad antimicrobiana de cepas Lactococcus lactis y Lacticaseibacillus casei combinada
con inulina y fructosa en bacterias patógenas del queso, expresada como diámetro del halo de inhibición

teniendo en cuenta la desviacion estandar.
Combinacion E. coli

(mm)

Salmonella spp.

(mm)

L. monocytogenes

(mm)

A1B1 12,33 ± 1,5 a 10,00 ± 0,0 b 10,33 ± 0,8 b

A1B2 12,33 ± 1,5 a 12,33 ± 1,5 a 11,33 ± 1,0 ab

A2B1 10,67 ± 1,0 a 7,00 ± 1,1 c 11,67 ± 2,0 ab

A2B2 10,67 ± 2,1 a 12,33 ± 1,5 a 12,33 ± 1,5 a

n = 6; ab Letras diferentes en la misma columna difieren estadísticamente de acuerdo con la prueba de

Tukey al 0,05%.

Las cepas de probióticos combinadas con prebióticos (Lactococcus lactis y Lacticaseibacillus

casei combinada con inulina y fructosa) ejercieron una importante actividad antibacteriana que

puede antagonizar debido a que estas cepas pueden producir una mayor cantidad de ácido

láctico y metabolitos celulares extracelulares con propiedades bactericida contra Salmonella

spp., y Listeria monocytogenes, pese a que E. coli (Tabla 2) no fue afectada estadísticamente,

pero si presentó zonas de inhibición fuertes al igual que las otras dos bacterias patógenas que

presentaron valores entre 10,67 a 12,33 mm de diámetro con método de difusión con disco-

placa, resultados que se asemejan a los obtenidos por Rocha-Ramírez et al. (2021) quienes

lograron obtener con las cepas de L. rhamnosus GG y L. casei zonas de inhibición media y

fuerte contra E. coli (10,00 a 12,00 mm de diámetro); mientras que, Alizadeh et al. (2019)
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obtuvieron con L. reuteri aislado de humanos una zona de inhibición intermedia contra E. coli

(7 a 10 mm de diámetro).

Soundharrajan et al. (2019) demostraron que las cepas de Pediococcus pentosaceus y

Lactobacillus brevis de sobrenadantes frescos extracelulares y sobrenadantes extracelulares

desnaturalizados tienen actividad antibacteriana contra E. coli en base a zonas inhibidoras

fuerte con diámetros variables de 27,67 mm, 26,67 mm, 10,90 mm y 13,70 mm con método de

difusión en agar. Aunado a esto, Adivina et al. (2019) lograron obtener con la cepa Lactobacillus

plantarum CIP 103151 una mayor actividad antagonista contra Salmonella spp., Listeria

monocytogenes y E. coli con zona de inhibición fuerte que varió de 19,33 a 21 mm de diámetro.

estoPor otra parte, Argyri et al. (2013) han informado que entre las BAL seleccionadas aisladas

de productos lácteos fermentados iraníes, especies de Lactobacillus, particularmente L.

plantarum 15HN, mostraron actividad antagonista contra, Listeria monocytogenes, Salmonella

typhimurium y Escherichia coli con zonas de inhibición fuerte de 13,7, 12,3 y 12,3 mm de

diámetro, respectivamente.En este mismo sentido,  Riaz Rajoka et al., 2017 y Adivina et al.,

2019) han verificado que todos los Lactobacillus rhamnosus aislados de la leche humana

presentaron inhibición media a fuerte en el crecimiento de Salmonella typhimurium y E. coli

utilizando el método de difusión de pocillos de agar con diámetros variables (6 mm a 14 mm).

El sobrenadante libre de células obtenido en caldo MRS de L. lactis (CU-R-704) y L. casei (CU-

L-CASEI) inhibieron el crecimiento de E. coli, Salmonella spp., y L. monocytogenes, mientras

que su actividad antimicrobiana no fue abolida y/o disminuida por el tratamiento con inulina y

fructosa, lo que estima que su actividad antimicrobiana no está relacionada con los sustratos

utilizados y puede estar asociada con su naturaleza peptídica. En los tratamientos, no se

observó pérdida de actividad después de aplicar los sustratos inulina y fructosa, lo que indica

que la actividad inhibidora de la cepa L. lactis (CU-R-704) no se debió a los sustratos inulina y

fructosa.

Además, la cepa L. lactis (CU-R-704) puede tener una influencia directa a partir de bacteriocina

natural de clase I que produce antibióticos tales como la nisina A y Z ejerciendo una fuerte

actividad para inhibir flora Gram negativa y positiva (E. coli, Salmonella spp., y L.

monocytogenes) (De Vuyst, 1992; Akihiko y Suzuki, 2021). Estos autores reportaron que la cepa

de L. lactis (CBW2) posee el gen estructural para el precursor de nisina A, y la deducción de su



42

secuencia reveló una coincidencia del 100 % con la de la nisina Z. Estos resultados sugieren

que la cepa L. lactis (CBW2) produce el precursor de sustancias similares a la nisina Z la cual

tendría una función de control del crecimiento. La cepa de L. casei (CU-L-CASEI) también

presentó actividad de inhibidores intermedios y fuertes contra bacterias E. coli, Salmonella spp.,

y L. monocytogenes debido posiblemente a la bacteriocina natural de clase III como la caseicina.

Igualmente, Klaenhammer (1993) y Ramos Gorbeña y Sáenz (2009) reportaron que la mayoría

de estas bacteriocinas clase III son producidas por el género Lactobacillus.

Según el resultado de actividad antimicrobiana, todas las cepas poseían actividades inhibidoras

de bacterias Gram negativa y positiva, y su disparidad en la actividad de antagonismo contra

diferentes patógenos indica que las cepas probióticas estudiadas son altamente específicas de

patógenos y un requisito previo para el potencial probiótico. En general, la actividad

antimicrobiana de los probióticos puede deberse a la producción de compuestos

antimicrobianos como ácidos orgánicos, etanol, dióxido de carbono, peróxido de hidrógeno,

ácidos grasos de cadena corta y bacteriocinas. Por lo tanto, al producir estos compuestos

antimicrobianos, los microorganismos probióticos obtienen una ventaja sobre otros

microorganismos para sobrevivir en las condiciones adversas del tracto gastrointestinal (Handa,

2012 y Adivina et al., 2019).

La actividad de inhibición bacteriana se expresa en la fase logarítmica temprana y en la fase

estacionaria (Ogunbanwo et al., 2003; Ramos Gorbeña y Sáenz, 2009) por lo que a la hora de

aplicar las bacteriocinas a un alimento a partir de un cultivo iniciador y/o para su purificación, es

importante realizar un modelado matemático no lineal para poder considerar las etapas de

velocidad máxima específica de producción de la bacteriocina que se presenta en la fase

logarítmica con el fin de aumentar la efectividad del proceso de acción de estos compuestos

frente a microorganismos deterioradores y/o patógenos importantes.

Las bacterias lácticas productoras de bacteriocinas se autoprotegen de la toxicidad de sus

compuestos mediante la expresión de una proteína de inmunidad específica. Es de acuerdo

con el tipo de alimento que se quiere preservar con bacteriocinas, que dependerá de su

almacenamiento, para lograr que todos los efectos en conjunto permitan la aplicación efectiva

de estos biopreservantes naturales, lo que podría requerir de la combinación con otros métodos
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de conservación como la refrigeración, ya que es un método utilizado para extender la vida útil

de alimentos perecibles como lácteos y sus derivados susceptibles a las alteraciones por E. coli,

Salmonella spp., y L. monocytogenes que deben controlarse para que las bacterias lácticas

puedan seguir reproduciéndose y liberando más compuestos biopreservantes en el alimento, lo

cual da estabilidad al producto y logra periodos de vida útil más amplios.

Curva de calibración para determinar de concentración celular estimada a partir de
densidad óptica y de aproximación de concentración celular de los estándares de
patrones de McFarland
Se obtuvieron los valores de densidad óptica (DO 600nm) y de aproximación de concentración

celular (células/mL) de los estándares de patrones de McFarland, según una escala

comprendida entre 0.5 a ~4 (Tabla 3). Los resultados obtenidos fueron ajustados con una

ecuación lineal: y= 0.0966 + 0.0511(x), con un coeficiente de determinación R2 de 0,97 (Figura

1). Los datos obtenidos de la correlación lineal entre la aproximación de concentración celular

y densidad óptica (Figura 1) fue utilizada para interpolar todos los datos de las cinéticas de

crecimiento de L. lactis (CU-R-704) y L. casei (CU-L-CASEI) con la actividad prebiótica de

inulina y fructosa (Tabla 5).

Tabla 3. Valores de densidad (DO 600nm) y concentración celular (células/mL) de acuerdo con los
Estándares de patrones McFarland.

Estándar McFarland BaCl2 al 1% (mL)
H2SO4 al 1%

(mL)

A

(DO 600nm)

Concentración

celular bacteriana

aproximada(células/

mL)

0,5 0,05 9,95 0,132 1,5 108

1 0,1 9,90 0,257 3, 0 108

2 0,2 9,80 0,451 6, 0 108

3 0,3 9,70 0,582 9,0 108

4 0,4 9,60 0,669 1, 2 109
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Figura 1. Estándar de patrones McFarland para cuantificar la concentración celular estimada.

Los resultados de este estudio muestran que la calibración obtenida al graficar valores de DO

600 nm dados en absorbancia (A) frente a la aproximación de concentración estimada de la

concentracion de células/mL (Figura 1) a partir de la tabla conocida de escala de los estándares

de patrones McFarland (Tabla 3), es una herramienta válida para estimar las concentraciones

celulares de L. lactis (CU-R-704) y L. casei (CU-L-CASEI) con un valor de R2 cercano a 1; de

acuerdo a lo reportado por Arcos et al. (2004).Los patrones MacFarland a (DO 600nm)

representan un procedimiento práctico, rápido, simple, confiable y económico cuando se trata

de estimar concentraciones celulares.

Silvestri et al. (2018) en su estudio específicamente en la calibración de los datos en ln N (DO 600

nm, 0,1 a ~1,5 y concentración en UFC o células/mL) obtuvieron coeficientes de determinación

muy similares a los reportados en esta tesis con otras especies como Aeromonas hydrophila,

Listeria monocytogenes y Yersinia enterocolitica con valores de R2 = 0,95, 0,96 y 0,98)

respectivamente.

Valores promedios de crecimiento en densidad óptica (DO 600mm) y concentración celular
estimada (células/mL)
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Las tablas 4 y 5, muestran los valores correspondientes a los diferentes promedios de ln N (DO

600nm) y concentración estimada de células (108 células/mL) estimados para cada uno de los

tratamientos aplicados al crecimiento en condiciones extrínseca de L. lactis (CU-R-704) y L.

casei (CU-L-CASEI) con la actividad prebióticas de inulina y fructosa, respectivamente.

Tabla 4. Valores promedios de crecimiento en ln N de L. lactis y L. casei (CU-L-CASEI) con la
actividad prebiótica de inulina y fructosa

Tiempo
(Horas)

Crecimiento de biomasa
Combinacion

A1B1 ln N A1B2 ln N A2B1 ln N A2B2 ln N
0 0,3397 ± 0,03 0,00 0,2723 ± 0,04 0,00 0,1497 ± 0,02 0,00 0,3535 ± 0,19 0,00

0,17 0,4010 ± 0,06 0,17 0,2813 ± 0,02 0,03 0,1580 ± 0,02 0,05 0,3540 ± 0,19 0,00
0,33 0,3940 ± 0,07 0,15 0,2880 ± 0,01 0,06 0,1613 ± 0,02 0,08 0,3545 ± 0,19 0,00
0,5 0,4107 ± 0,08 0,19 0,2947 ± 0,01 0,08 0,1623 ± 0,02 0,08 0,3608 ± 0,18 0,02
0,67 0,4343 ± 0,09 0,25 0,2970 ± 0,01 0,09 0,1633 ± 0,02 0,09 0,3670 ± 0,19 0,04
0,83 0,4677 ± 0,09 0,32 0,2980 ± 0,01 0,09 0,1637 ± 0,02 0,09 0,3680 ± 0,19 0,04

1 0,4980 ± 0,09 0,38 0,2997 ± 0,01 0,10 0,1647 ± 0,02 0,10 0,3685 ± 0,19 0,04
1,17 0,5173 ± 0,09 0,42 0,3000 ± 0,01 0,10 0,1660 ± 0,02 0,10 0,3740 ± 0,19 0,06
1,33 0,5310 ± 0,09 0,45 0,3030 ± 0,01 0,11 0,1673 ± 0,03 0,11 0,3750 ± 0,19 0,06
1,5 0,5420 ± 0,08 0,47 0,3090 ± 0,01 0,13 0,1680 ± 0,02 0,12 0,3800 ± 0,20 0,07
1,67 0,5543 ± 0,08 0,49 0,3147 ± 0,01 0,14 0,1693 ± 0,02 0,12 0,3870 ± 0,20 0,09
1,83 0,5623 ± 0,07 0,50 0,3200 ± 0,02 0,16 0,1700 ± 0,04 0,13 0,3915 ± 0,20 0,10

2 0,5710 ± 0,07 0,52 0,3243 ± 0,03 0,17 0,1710 ± 0,03 0,13 0,3975 ± 0,20 0,12
2,17 0,5807 ± 0,06 0,54 0,3237 ± 0,03 0,17 0,1727 ± 0,04 0,14 0,4040 ± 0,21 0,13
2,33 0,5873 ± 0,06 0,55 0,3240 ± 0,02 0,17 0,1733 ± 0,03 0,15 0,4140 ± 0,22 0,16
2,5 0,5907 ± 0,06 0,55 0,3230 ± 0,02 0,17 0,1737 ± 0,03 0,15 0,4145 ± 0,22 0,16
2,67 0,5923 ± 0,06 0,56 0,3227 ± 0,02 0,17 0,1740 ± 0,02 0,15 0,4195 ± 0,23 0,17
2,83 0,5927 ± 0,05 0,56 0,3220 ± 0,02 0,17 0,1743 ± 0,04 0,15 0,4195 ± 0,23 0,17

3 0,5923 ± 0,05 0,56 0,3217 ± 0,02 0,17 0,1747 ± 0,03 0,15 0,4250 ± 0,23 0,18
3,17 0,5883 ± 0,05 0,55 0,3217 ± 0,02 0,17 0,1750 ± 0,02 0,16 0,4300 ± 0,24 0,20
3,33 0,5853 ± 0,06 0,54 0,3217 ± 0,02 0,17 0,1753 ± 0,03 0,16 0,4325 ± 0,24 0,20
3,5 0,5830 ± 0,06 0,54 0,3227 ± 0,02 0,17 0,1757 ± 0,03 0,16 0,4585 ± 0,27 0,26
3,67 0,5777 ± 0,06 0,53 0,3247 ± 0,02 0,18 0,1760 ± 0,03 0,16 0,4725 ± 0,29 0,29
3,83 0,5700 ± 0,05 0,52 0,3250 ± 0,02 0,18 0,1767 ± 0,04 0,17 0,4730 ± 0,29 0,29

4 0,5693 ± 0,04 0,52 0,3260 ± 0,02 0,18 0,1770 ± 0,04 0,17 0,4810 ± 0,30 0,31
4,17 0,5727 ± 0,05 0,52 0,3270 ± 0,02 0,18 0,1773 ± 0,04 0,17 0,4880 ± 0,30 0,32
4,33 0,5777 ± 0,05 0,53 0,3260 ± 0,03 0,18 0,1777 ± 0,04 0,17 0,4940 ± 0,31 0,33
4,5 0,5823 ± 0,05 0,54 0,3267 ± 0,03 0,18 0,1780 ± 0,04 0,17 0,4990 ± 0,31 0,34
4,67 0,5873 ± 0,06 0,55 0,3243 ± 0,03 0,17 0,1783 ± 0,03 0,18 0,5295 ± 0,35 0,40
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4,83 0,5910 ± 0,06 0,55 0,3237 ± 0,03 0,17 0,1773 ± 0,04 0,17 0,5180 ± 0,34 0,38
5 0,5947 ± 0,06 0,56 0,3223 ± 0,03 0,17 0,1757 ± 0,04 0,16 0,5100 ± 0,34 0,37

5,17 0,5977 ± 0,07 0,57 0,3197 ± 0,03 0,16 0,1753 ± 0,04 0,16 0,5000 ± 0,33 0,35
5,33 0,6040 ± 0,07 0,58 0,3163 ± 0,03 0,15 0,1740 ± 0,03 0,15 0,5045 ± 0,33 0,36
5,5 0,6073 ± 0,07 0,58 0,3110 ± 0,03 0,13 0,1723 ± 0,03 0,14 0,4925 ± 0,32 0,33
5,67 0,6090 ± 0,07 0,58 0,3090 ± 0,03 0,13 0,1717 ± 0,03 0,14 0,4975 ± 0,33 0,34
5,83 0,6120 ± 0,07 0,59 0,3060 ± 0,03 0,12 0,1713 ± 0,04 0,14 0,5070 ± 0,34 0,36

6 0,6163 ± 0,07 0,6 0,3003 ± 0,03 0,10 0,1687 ± 0,04 0,12 0,5150 ± 0,35 0,38

Tabla 5. Valores promedios de crecimiento de células estimadas en Ln N (células/mL) y determinados
en la ecuación de la regresión lineal de la curva estándar de patrones McFarland en un tiempo de 6

horas para L. lactis (CU-R-704) y L. casei (CU-L-CASEI) con la actividad prebiótica de inulina y
fructosa.

Tiempo
(Horas)

Crecimiento estimado en Ln N (células/mL)
y = 0.0966 + 0.0511(x)

Tratamientos
A1B1 ± (DE)1 Ln2 A1B2 ± (DE)1 Ln2 A2B1 ± (DE)1 Ln2 A2B2 ± (DE)1 Ln2

0 4,8E+08 ± 5E+07 0 3,4E+08 ± 8E+07 0 1,04E+08 ± 5E+07 0 5,0E+08 ± 4E+08 0
0,17 6,0E+08 ± 1E+08 0,23 3,6E+08 ± 4E+07 0,05 1,20E+08 ± 4E+07 0,15 5,0E+08 ± 4E+08 0
0,33 5,8E+08 ± 1E+08 0,2 3,7E+08 ± 3E+07 0,09 1,27E+08 ± 4E+07 0,2 5,0E+08 ± 4E+08 0
0,5 6,1E+08 ± 2E+08 0,26 3,9E+08 ± 2E+07 0,12 1,29E+08 ± 4E+07 0,21 5,2E+08 ± 3E+08 0,03

0,67 6,6E+08 ± 2E+08 0,33 3,9E+08 ± 1E+07 0,13 1,31E+08 ± 5E+07 0,23 5,3E+08 ± 4E+08 0,05
0,83 7,3E+08 ± 2E+08 0,42 3,9E+08 ± 1E+07 0,14 1,31E+08 ± 5E+07 0,23 5,3E+08 ± 4E+08 0,05

1 7,9E+08 ± 2E+08 0,5 4,0E+08 ± 1E+07 0,14 1,33E+08 ± 4E+07 0,25 5,3E+08 ± 4E+08 0,06
1,17 8,2E+08 ± 2E+08 0,55 4,0E+08 ± 1E+07 0,15 1,36E+08 ± 5E+07 0,27 5,4E+08 ± 4E+08 0,08
1,33 8,5E+08 ± 2E+08 0,58 4,0E+08 ± 1E+07 0,16 1,38E+08 ± 6E+07 0,29 5,4E+08 ± 4E+08 0,08
1,5 8,7E+08 ± 2E+08 0,61 4,2E+08 ± 2E+07 0,19 1,40E+08 ± 4E+07 0,3 5,5E+08 ± 4E+08 0,1

1,67 9,0E+08 ± 2E+08 0,63 4,3E+08 ± 3E+07 0,22 1,42E+08 ± 3E+07 0,32 5,7E+08 ± 4E+08 0,12
1,83 9,1E+08 ± 1E+08 0,65 4,4E+08 ± 4E+07 0,24 1,44E+08 ± 8E+07 0,32 5,8E+08 ± 4E+08 0,14

2 9,3E+08 ± 1E+08 0,67 4,5E+08 ± 5E+07 0,26 1,46E+08 ± 5E+07 0,34 5,9E+08 ± 4E+08 0,16
2,17 9,5E+08 ± 1E+08 0,69 4,4E+08 ± 5E+07 0,26 1,49E+08 ± 7E+07 0,36 6,0E+08 ± 4E+08 0,18
2,33 9,6E+08 ± 1E+08 0,7 4,5E+08 ± 5E+07 0,26 1,50E+08 ± 6E+07 0,37 6,2E+08 ± 4E+08 0,21
2,5 9,7E+08 ± 1E+08 0,71 4,4E+08 ± 5E+07 0,25 1,51E+08 ± 6E+07 0,37 6,2E+08 ± 4E+08 0,21

2,67 9,7E+08 ± 1E+08 0,71 4,4E+08 ± 4E+07 0,25 1,51E+08 ± 4E+07 0,38 6,3E+08 ± 4E+08 0,23
2,83 9,7E+08 ± 1E+08 0,71 4,4E+08 ± 4E+07 0,25 1,52E+08 ± 7E+07 0,38 6,3E+08 ± 4E+08 0,23

3 9,7E+08 ± 1E+08 0,71 4,4E+08 ± 4E+07 0,25 1,53E+08 ± 6E+07 0,39 6,4E+08 ± 5E+08 0,25
3,17 9,6E+08 ± 1E+08 0,7 4,4E+08 ± 4E+07 0,25 1,53E+08 ± 4E+07 0,39 6,5E+08 ± 5E+08 0,26
3,33 9,6E+08 ± 1E+08 0,7 4,4E+08 ± 4E+07 0,25 1,54E+08 ± 6E+07 0,39 6,6E+08 ± 5E+08 0,27
3,5 9,5E+08 ± 1E+08 0,69 4,4E+08 ± 4E+07 0,25 1,55E+08 ± 6E+07 0,4 7,1E+08 ± 5E+08 0,34

3,67 9,4E+08 ± 1E+08 0,68 4,5E+08 ± 4E+07 0,26 1,55E+08 ± 6E+07 0,4 7,4E+08 ± 6E+08 0,38
3,83 9,3E+08 ± 9E+07 0,67 4,5E+08 ± 4E+07 0,26 1,57E+08 ± 7E+07 0,41 7,4E+08 ± 6E+08 0,38

4 9,3E+08 ± 8E+07 0,67 4,5E+08 ± 5E+07 0,27 1,57E+08 ± 7E+07 0,42 7,5E+08 ± 6E+08 0,4
4,17 9,3E+08 ± 9E+07 0,67 4,5E+08 ± 5E+07 0,27 1,58E+08 ± 7E+07 0,42 7,7E+08 ± 6E+08 0,42
4,33 9,4E+08 ± 9E+07 0,68 4,5E+08 ± 5E+07 0,27 1,59E+08 ± 7E+07 0,42 7,8E+08 ± 6E+08 0,44
4,5 9,5E+08 ± 1E+08 0,69 4,5E+08 ± 5E+07 0,27 1,59E+08 ± 7E+07 0,43 7,9E+08 ± 6E+08 0,45

4,67 9,6E+08 ± 1E+08 0,7 4,5E+08 ± 5E+07 0,26 1,60E+08 ± 7E+07 0,43 8,5E+08 ± 7E+08 0,52
4,83 9,7E+08 ± 1E+08 0,71 4,4E+08 ± 5E+07 0,26 1,58E+08 ± 7E+07 0,42 8,2E+08 ± 7E+08 0,49

5 9,7E+08 ± 1E+08 0,72 4,4E+08 ± 6E+07 0,25 1,55E+08 ± 7E+07 0,4 8,1E+08 ± 7E+08 0,48
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5,17 9,8E+08 ± 1E+08 0,72 4,4E+08 ± 6E+07 0,24 1,54E+08 ± 7E+07 0,39 7,9E+08 ± 6E+08 0,45
5,33 9,9E+08 ± 1E+08 0,74 4,3E+08 ± 6E+07 0,22 1,51E+08 ± 7E+07 0,38 8,0E+08 ± 7E+08 0,46
5,5 1,0E+09 ± 1E+08 0,74 4,2E+08 ± 6E+07 0,2 1,48E+08 ± 6E+07 0,36 7,7E+08 ± 6E+08 0,43

5,67 1,0E+09 ± 1E+08 0,75 4,2E+08 ± 7E+07 0,19 1,47E+08 ± 6E+07 0,35 7,8E+08 ± 6E+08 0,45
5,83 1,0E+09 ± 1E+08 0,75 4,1E+08 ± 7E+07 0,18 1,46E+08 ± 8E+07 0,34 8,0E+08 ± 7E+08 0,47

6 1,0E+09 ± 1E+08 0,76 4,0E+08 ± 6E+07 0,15 1,41E+08 ± 7E+07 0,31 8,2E+08 ± 7E+08 0,49
Los valores de la relación entre las concentraciones expresadas ln N (DO 600nm y células/mL)

de L. lactis (CU-R-704) y L. casei (CU-L-CASEI) con la actividad prebiótica de inulina y fructosa

bacterianos obtenidos experimentalmente que se usaron para elaborar la curva de la cinética

de crecimiento aplicando el modelo de Gompertz (Tabla 4 y 5); términos generales, el modelo

usado en los cuatro tratamientos dan visualmente curvas de crecimiento muy ajustadas (Figura

2 y 3) concuerda con Castro et al. (2008); Chambi y Torres (2021) quienes manifiestan que el

modelo de Gompertz es mejor que los modelos de regresión lineal simple, puesto que el modelo

no lineal predictivo mencionado pueden determinar las fases de crecimiento de cualquier

microorganismos y es aplicado actualmente en numerosos estudios y necesario para predecir

la vida útil de un producto y desarrollar procesos agroindustriales.

El modelo aplicado para conocer las curvas de crecimiento de L. lactis (CU-R-704) y L. casei

(CU-L-CASEI) con la actividad prebióticas de inulina y fructosa se ajustó a la relación entre las

concentraciones obtenidas en ln N (DO 600nm y Células/mL) donde los coeficientes de funciones

sigmoidales de Gompertz determinan que la concentración máxima de crecimiento entre la

relación de biomasa y células estimadas de acuerdo a la función (A) especificadas por la

asíntota no se vio afectada en (T1) A1B1 = Lactococcus lactis + Fructosa y presentó las mayores

concentraciones que fluctuaron entre 0.556 y 0,713 (Tabla 6 y 7, respectivamente) y  ≈ 9.7*108

(valor obtenido de Figura 2 y 3, utilizando Tabla 4 y 5); seguido de (T4) A2B2 = Lactobacillus

casei + Inulina con valores de 0.425 y 0.548 (Tabla 6 y 7, respectivamente) y ≈ 8.5*108 (valor

obtenido de Figura 2 y 3, utilizando Tabla 4 y 5) valores que no se repiten, porque las otras

capacidades de carga del resto de tratamientos están por debajo a esas concentraciones,

aparentemente la adición de nuevos nutrientes no mejoraría las relaciones entre las

concentraciones de biomasa y células estimadas totales que se obtendrían.

Así mismo, el resto de tratamientos presentó una fuerte disminución del valor de la asíntota,

resultados que se asemejan a los obtenidos por Śliżewska y Chlebicz-Wójcik (2020) quienes en

su investigación con la cepa de Lactobacillus paracasei LOCK 1091 usando glucosa e inulina

en concentraciones de 1% (p/v) en el medio de cultivo () alcanzaron valores expresado en ln N
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de 7,53 y 9,43, respectivamente. Además, contrastan con los obtenidos por los mismos autores,

cuando utilizaron la cepa de Lactobacillus rhamnosus LOCK 1087, empleando como fuente de

carbono una mezcla de harinas naturales en proporción de harina: agua, de 1:1, 1:1,5 y 1:2, en

un medio de cultivo de fermentación semisólido, donde obtuvieron valores de concentraciones

de celulas de 9.27 109, 3.1 1010 y 9,44 109 células/mL).

La tasa máxima de crecimiento específico de aceleración (mA) en el presente estudio fue maxima

para la combinacion A1B1 = Lactococcus lactis + fructosa y fueron superiores al resto de las

combinaciones con valores de 0,364 h-1 y 0,473 h-1 (Tabla 6 y 7), esto indica que la fructosa

como fuente de carbono fue el factor más importante en la tasa de crecimiento dando una mayor

pendiente debido a la afinidad de consumo que tiene el microorganismo hacia este sustrato

(Figura 2 y 3). Las otras combinaciones A1B2 = Lactococcus lactis + inulina y

A2B1 = Lacticaseibacillus casei + fructosa presentaron valores de mA de 0,104 a 0.155 h-1 y

0.072 a 0.187 h-1 (Tabla 5 y 6). En todos los casos los valores obtenidos en este trabajo son

casi un orden de magnitud menor que los reportados por Singh et al. (2015), quienes empleando

la cepa Lactococcus lactis NCIM 2114, obtuvieron tasas máximas de crecimiento específico de

aceleración (ߤ) entre 0.97 a 1.68 en medio de cultivo MRS bajo condiciones de cero (0)

aireación y con agitación constante de 25, 50 y 100 rpm.

Por otro lado, Rodríguez et al. (2019) en su investigación con las cepas de L. lactis mostraron

valores similares a los de esta investigación con tasa de crecimiento máxima entre 0.27 a

0,46 h−1 usando un medio liquido FSM. La afinidad de consumo que tiene el la combinacion

A1B1 = Lactococcus lactis + fructosa hacia la fructosa manifiesta un aceleramiento en la

velocidad especifica de crecimiento (L) y se alcanza antes de las 0,072 o 0,092 h(Tabla 6 y 7);

mientras que en el resto de las combinaciones la velocidad máxima se alcanza a tiempos

mayores.

El mayor tiempo obtenido para alcanzar la velocidad máxima de crecimiento corresponde a la

combinación A2B2 = Lacticaseibacillus casei + inulina con 0,805 y 0,802 (Tabla 6 y 7), lo cual

indica, por la tendencia, que el crecimiento máximo todavía no se ha alcanzado (Figura 2 y 3).

Quizás un experimento más largo, consecuencia del tiempo (L) que es un tiempo mayor para

que el microorganismo alcance su máximo de velocidad, sería lo ideal; de acuerdo con los

resultados obtenidos se debería hacer un experimento más largo entre 10 a 12 horas. En efecto,

resultados que concuerdan con Cayré, Vignolo y Garro (2007), quienes en su investigación con
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bacterias lácticas y Brochothrix thermosphacta sobre emulsiones cárnicas cocidas obtuvieron

un tiempo mayor donde alcanza su máxima velocidad específica de crecimiento (L) con 0,855

h-1 y contrasta con Singh et al. (2015) quienes obtuvieron en su trabajo de investigación con la

cepa Lactococcus lactis NCIM 2114 velocidad específica de crecimiento (L) entre 0.33 y 0.53 h-

1 en medio de cultivo MRS bajo condiciones de cero (0) aireación y con agitación constante de

25, 50 y 100 rpm.

Las tasas máximas de crecimiento específico de medio (ߤெ) en el presente estudio se pudo

evidenciar en la relación entre las concentraciones obtenidas. En la combinación A1B1 =

Lactococcus lactis + fructosa se obtuvo una tasa máxima de crecimiento medio entre 0,182 y

0,236 (Tabla 6 y 7), indicando que la cepa depende mucho de la cantidad y de la afinidad del

sustrato para obtener la mitad de la velocidad máxima de reacción, seguido de la combinación

A1B2 = Lactococcus lactis + inulina y la combinación A2B1 = Lacticaseibacillus casei + fructosa

con valores de 0,052 a 0,077 y 0,036 a 0,093 (Tabla 6 y 7), en acuerdo? con lo reportado por

Singh et al. (2015), quienes obtuvieron con la cepa Lactococcus lactis NCIM 2114, tasas

máximas de crecimiento específico medio (ߤெ) entre 0,48 a 0,84 en medio de cultivo MRS bajo

condiciones de cero (0) aireación y con agitación constante de 25, 50 y 100 rpm.

Las tasas máximas de crecimiento específico exponencial (ߤா) fueron las más altas para la

combinacion A1B1 = Lactococcus lactis + fructosa con valores de 0,075 y 0,124 h-1 (Tabla 6 y

7). Esto puede ser debido a la concentración y la afinidad con la fuente de carbono, lo que

permite una mayor velocidad de reacción, y cuando el sustrato alcanza su límite máximo

también se alcanza la velocidad máxima de crecimiento exponencial (ߤா). Esto permite conocer

cuando la relación microorganismo-sustrato llega a su velocidad máxima y por ende el

microorganismo se satura y no requiere más fructosa del medio. A partir de la velocidad máxima

de crecimiento exponencial (ߤா) se obtuvo el contenido máximo de nisina a las 1,33 h, mientras

que la combinación A2B1 = Lacticaseibacillus casei + fructosa alcanza el contenido máximo de

caseicina a las 2,17 h, resultados que son comparables con los obtenidos por Singh et al. (2015)

quienes alcanzaron con Lactococcus lactis un contenido máximo de nisina a las 4,55 h,

demostrando así, que las velocidades de crecimiento específica máxima pueden ser predichas

con buena precisión pro el modelo de Gompertz (Figura 2 y 3).
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Además, los resultados obtenidos no coinciden con los reportados por Dalgaard y

Koutsoumanis (2001) quienes manifiestan que el modelo de Gompertz fue inapropiado para la

estimación de la velocidad máxima de crecimiento específica exponencial .(ாߤ) Singh et al.

(2015) utilizaron un Lactococcus lactis, obteniendo velocidades máximas de crecimiento

exponencial (ߤா) entre 0,23 a 0,30 h−1 en medio de cultivo MRS bajo condiciones de 0, 0,2 y 0,4

de aireación y con agitación constante de 25, 50 y 100 rpm. Śliżewska y Chlebicz-Wójcik (2020)

mostraron empleando una cepa de Lactobacillus spp. en un medio de fermentación semisólido

(SSF), tasas de crecimiento máxima especifica que variaron entre ,(ாߤ) 0,21 a 0,37 h-1, mientras

que ாߤ de bacterias cultivadas en caldo de Man, Rogosa y Sharpe (MRS) no excedió el valor

de 0,23 h-1.

El tiempo de demora (l) (Tabla 6 y 7) dependió en gran medida de la afinidad del

microorganismos para asimilar el sustrato, especialmente en la fase de latencia en la que la

combinación A1B1 = Lactococcus lactis + fructosa presentó la menor disminución en el tiempo

de demora entre 2,25 y 2,82 h (Tabla 6 y 7), resultados que se asemejan a lo reportado por

Krishnamurthi et al. (2021).

La relación que existe entre el tiempo de demora (l) en Ln N (DO 600nm y células/mL) son

diferente como se muestra en la Tabla 6 y 7, concordando con lo manifestado por Dalgaard y

Koutsoumanis (2001), quienes mencionan que los valores relacionados (DO dado Absorbancia

/ concentración estimada de recuento viables de colonias) son muy diferentes con respecto al

tiempo de demora (l) y contrasta con Rezvani, Ardestani y Najafpour (2017), quienes obtuvieron

un tiempo de demora de 6 h con las cepas L. lactis, L. casei, L. bulgaricus, L. delbrueckii y L.

fermentum. Además, Śliżewska y Chlebicz-Wójcik (2020) observaron un tiempo de demora en

los cultivos de cepas de Lactobacillus en el medio (SSF), alcanzando hasta 5,64 h, mientras

que se obtuvo una clara etapa de adaptación en el medio MRS en la cepa de L. paracasei LOCK

1091 de 1,14 h.

Los menores tiempos de generación (ܶீ ), con respecto al sustrato, corresponden a la

combinacion A1B1 = Lactococcus lactis + fructosa, con valores de entre 9,30 y 5,59 h (Tabla 6

y 7). Esto se debe a todas las condiciones extrínsecas del cultivo que lo hacen interesante y

aplicable para mejorar su rendimiento a una escala mayor. La segunda alternativa es la

combinacion A2B2 = Lacticaseibacillus casei + inulina con tiempos de 44,38 a 26,56 h (Tabla 6
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y 7). Los resultados obtenidos con coinciden con losreportados por Śliżewska y Chlebicz-Wójcik

(2020), quienes obtuvieron, usando cepas de Lactobacillus spp., tiempos de generación (ܶீ )

más cortos usando el medio SSF en lugar de MRS para los propósitos de crecimiento, variando

de 0,96 a 1,41 h y de 1,32 a 2,61 h, respectivamente.

El número máximo de concentración de biomasa y células estimadas de aceleración (ܺெ y

ܰெ), media (ܺெெ y ܰெெ) y exponencial (ܺொ y ܰொ), dependió de la velocidad específica de

crecimiento de aceleración (ߤ), media (ߤெ) y exponencial (ߤா) donde el tipo y la concentración

de sustrato juega un papel fundamental para cada microrganismo, ya que cada cepa se

comporta muy diferente ante la afinidad y asimilación de la fuente de carbono. La combinación

A1B1 = Lactococcus lactis + fructosa presentó valores de 2,75 g/L y 2,11 108? células/mL en la

fase de aceleración; 5,49 g/L y 4,23 108 células/mL en la fase media y 13,41 g/L y 8,07 108

células/mLen la fase exponencial (Tabla 5 y 6).

En la Figura 2 se presenta la comparación del modelamiento matemático del crecimiento de L.

lactis (CU-R-704) y L. casei (CU-L-CASEI) con los resultados experimentales de la A medidos.

Los resultados obtenidos indican que los cultivos microbianos se analizaron hasta que

alcanzaron la fase de meseta. Como resultados del crecimiento más lento se presentó en (T3)

A2B1 = Lacticaseibacillus casei + Fructosa y (T4) A2B2 = Lacticaseibacillus casei + Inulina, las

curvas se prolongaron hasta la sexta hora. Los datos de concentración de biomasa/células

fueron luego ajustados con el modelo de Gompertz, cuyas predicciones son también graficadas

en las Fiuras 2 y 3.
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Figura 2. Curva de crecimiento de biomasa expresada en A de L. lactis (CU-R-704) y L. casei (CU-L-

CASEI) con la actividad prebiótica de inulina y fructosa. Combinaciones: A1B1 = Lactococcus lactis +

fructosa, A1B2 = Lactococcus lactis + inulina, combinacion A2B1 = Lacticaseibacillus casei + fructosa y

A2B2 = Lacticaseibacillus casei + inulina.
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Comparación de coeficientes de función sigmoidal y parámetros encontrados en la
cinética de crecimiento de L. lactis (CU-R-704) y L. casei (CU-L-CASEI
En la Tabla 6 y 7 se observa la comparación entre los coeficientes de la función sigmoidal y los

parámetros encontrados en la cinética de crecimiento de L. lactis (CU-R-704) y L. casei (CU-L-

CASEI). Los valores experimentales obtenidos se ajustarion mediante el modelo de Gompertz

(ec. 1).

Los coeficientes de las funciones sigmoidales y los parámetros encontrados en la cinética de

crecimiento de los cultivos de L. lactis (CU-R-704) y L. casei (CU-L-CASEI), con respecto al

logaritmo natural de la diferencia de la relación entre las concentraciones de biomasa y células

estimadas inicial y final en la fase estacionaria fueron mayores para la combinacion A1B1 =

Lactococcus lactis + fructosa con valores de 0,556 a 0,713 (Tabla 6 y 7), seguido de la

combinación A2B2 = Lacticaseibacillus casei + inulina con valores de 0,425 a 0,548. La

combinacion A2B1 = Lacticaseibacillus casei + fructosa presentó valores de 0,243 a 0,393

mientras que la combinacion A1B2 = Lactococcus lactis + inulina y mostró lo valores más bajos

de 0,158 a 0,163

Tabla 6. Coeficientes de función sigmoidal y parámetros encontrados del modelo de curva de
crecimiento en densidad óptica expresados en A a 600 nm de L. lactis (CU-R-704) y L. casei (CU-L-

CASEI).

Combinación

Coeficientes de función
sigmoidal Parámetros cinéticos encontrados

A ࣆ L ࡹࣆ ࡱࣆ l ࡳࢀ ࡹࢄ ࡹࡹࢄ ࡱࡹࢄ

h-1 ! (h-1) (h-1) (h) (h) g/L g/L g/L

A1B1 0,556 0,364 ≤ 0,072 0,182 0,075 ≤ 2,82 9,30 2,75 5,49 13,41

A1B2 0,163 0,104 ≤ 0,096 0,052 0,006 ≤ 9,75 111,30 9,66 19,32 160,58

A2B1 0,158 0,072 ≤ 0,443 0,036 0,004 ≤ 14,28 165,08 13,84 27,68 238,17

A2B2 0,425 0,100 0,854 0,050 0,016 ≤ 9,15 44,38 10,00 20,01 64,03

Tabla 7. Coeficientes de función sigmoidal y parámetros encontrados del modelo de curva de
crecimiento celular estimado de L. lactis (CU-R-704) y L. casei (CU-L-CASEI).

Combinación

Coeficientes de
función sigmoidal Parámetros cinéticos encontrados

A ࣆ L ࡹࣆ ࡱࣆ λ ࡳࢀ ࡹࡺ ࡹࡹࡺ ࡱࡹࡺ

h-1 (h-1) (h-1) (h) (h) Células/mL Células/mL Células/mL
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Bondad de ajuste del modelo de la cinética de crecimiento de L. lactis (CU-R-704) y L.
casei (CU-L-CASEI)
En la Tabla 8 se presenta la bondad del ajuste del modelo (expresada en R2) entre los datos

experimentales obtenidos y el modelo de Gompertz en la cinética de crecimiento de L. lactis

(CU-R-704) y L. casei (CU-L-CASEI) con la actividad prebiótica de inulina y fructosa.

El coeficiente de determinación (R2) muestra que los mejores ajustes corresponden a las

combinaciones A1B1 = Lactococcus lactis + fructosa y A2B2 = Lacticaseibacillus casei + inulina

con R2 = 0,97 (Tabla 8).Todos los ajustes presentaron valores de R2superiores a 0,81. también

los valores de las desviaciones estándar muestran que (T3) A2B1 = Lacticaseibacillus casei +

Fructosa y (T2) A1B2 =Lactococcus lactis + Inulina presentaron las menores variabilidades de

datos con 0.038 y 0.068 en comparación a los demás tratamientos.

Tabla 8. Bondad del ajuste de los datos experimentales de concentración de biomasa al modelo
matemático de Gompertz en la cinética de L. lactis (CU-R-704) y L. casei (CU-L-CASEI) con la

actividad prebiótica de inulina y fructosa.

Combinación
R2 Desviación estándar

A1B1 0,97 0,145
A1B2 0,81 0,046
A2B1 0,88 0,038
A2B2 0,97 0,134

La figura 3 muestra el análisis de los valores de normalidad esperados y expresados en A sobre

el crecimiento de L. lactis (CU-R-704) y L. casei (CU-L-CASEI) con la actividad prebiótica de

inulina y fructosa, en la que se puede observar que los datos de concentración de biomasa

A1B1 0.713 0.473 ≤0.092 0.236 0.124 ≤2.21 5.59 2.11 4.23 8.07

A1B2 0.243 0.155 ≤0.109 0.077 0.014 ≤6.58 50.15 6.47 12.93 72.35

A2B1 0.393 0.187 ≤0.467 0.093 0.027 ≤5.82 25.69 5.35 10.71 37.06

A2B2 0.548 0.129 0.802 0.065 0.026 ≤6.93 26.56 7,73 15.46 38.32
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obedecen en algunas de las combinaciones a una distribución normal indicando una

confiabilidad de los datos obtenidos, con un valor (p < 0,05).

Figura 3. Valor normal esperado en función de la A medida en expresado Ln N (DO 600nm) el crecimiento

de L. lactis (CU-R-704) y L. casei (CU-L-CASEI) con la actividad prebiótica de inulina y fructosa:

Combinaciones; A1B1 = Lactococcus lactis + fructosa, A1B2 = Lactococcus lactis + inulina, A2B1 =

Lacticaseibacillus casei + fructosa, y A2B2 = Lacticaseibacillus casei + inulina.

En base a la bondad del ajuste obtenido se puede concluir que el modelo de Gompertz

representa adecuadamente los valores experimentales de concentración de biomasa para las

combinaciones A1B1 = Lactococcus lactis + fructosa y A2B2 = L. casei + inulina; lo cual coincide

con lo reportado por otros autores (Cayré et al., 2007; Singh et al. 2015; Vanegas y Ramírez,

2016; Chambi y Torres, 2021). En el caso de la desviación estándar T3) A2B1 = L. casei +

Fructosa y (T2) A1B2 =Lactococcus lactis + Inulina asociado a las concentraciones (Tablas 8 y

9) y la precisión de éstas (Figura 2 y 3) evidencian pequeñas diferencias entre las curvas de
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crecimiento que a menudo se representan como concentraciones en Ln N (DO 600nm y

células/mL).

Según, Konopacki et al. (2020) las combinaciones A1B2 y A2B1 con valores de desviación

estándar en el ajuste del modelo de Gompertz, oscilan entre 0,038 y 0,046 (Tabla 8). Estos

valores de desviación estándar son similares a los reportados en el ajuste de los parámetros

cinéticos de crecimiento en bacterias lácticas y Brochothrix thermosphacta sobre emulsiones

cárnicas cocidas (Cayré et al. 2007).

Así mismo, Chambi y Torres (2021), en su trabajo de modelos cinéticos sigmoidales aplicados

al crecimiento de Saccharomyces boulardii mostraron una distribución de datos que obedecen

a una distribución normal siendo el modelado de éstos el correcto, en contraste a lo observado

en esta tesis. En la Figura 3 se observa que los resultados obtenidos de concentración de

biomasa para las diferentes combinaciones estudiadas están de acuerdo con los valores

normales esperadosteniendo en cuenta que provienen de distintas especies y con distintos

prebióticos.

Efecto del encapsulamiento de los tratamientos

El tamaño de la cápsula presentó un valor alrededor de 90 μm y, por lo tanto, podría clasificarse

como microcápsulas (John et al. 2011). La eficiencia de encapsulación de las BAL fue del 89,5

%, superior al 48,1 % reportado en estudios para B. bifidum encapsulado (Zhou et al., 2011),

74,4 % para L. fermentum (Martín et al., 2013) y 77 % para células de levadura. Los diferentes

resultados pueden deberse a diferentes materiales utilizados en los procesos de encapsulación

o a un pH diferente dentro de la cápsula que puede causar daño biológico.

La Tabla 10 muestra que la combinación A1B1 (L. lactis con fructosa) encapsulado tuvo la

mayor viabilidad celular durante el almacenamiento (p < 0,05). La viabilidad de las células

encapsuladas disminuyó a lo largo de los 30 días de almacenamiento (p < 0,05), siendo el log

UFC/g de 15,23 para el día 0 y y de 9,87 para el día 30 de almacenamiento, mientras que la

combinacion A1B2 (L. lactis con inulina) presentó la más baja viabilidad celular luego de 30
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dias, disminuyendo desde 15,10 el día 0 a 5,35 el día 30. La encapsulación celular puede

mostrar un efecto protector (Kiran et al., 2015; Sathyabama et al., 2014).
Tabla 10. Viabilidad de Lactococcus lactis y Lacticaseibacillus casei encapsulados en combinación con
fructosa e inulina almacenados a 25 ±2 °C expresado como log CFU/g.

Combinación
t (días)

0 10 20 30

A1B1 15,23 ± 0,03ab 12,37 ± 0,12bc 10,29 ± 0,02a 9,87 ± 0,03a

A1B2 15,10 ± 0,05b 14,60 ± 0,10a 9,87 ± 0,04b 5,35 ± 0,17d

A2B1 15,87 ± 0,01a 12,73 ± 0,03b 9,05 ± 0,08b 7,65 ± 0,29b

A2B2 15,80 ± 0,02a 12,01 ± 0,01c 8,74 ± 0,01c 6,44 ± 0,41c

n=3, diferentes letras en superíndice en una misma columna indican que difieren estadísticamente según la

prueba de Tukey en 0,05

En la evaluación in vitro de la actividad antibacteriana de L. lactis y L. casei en combinación con

inulina y fructosa, se obtuvieron zonas de inhibición intermedia y fuerte, entre 7,00 a 12,33 mm

de diámetro del halo de inhibición contra patógenos Gram negativos y positivos. Aunque todas

las combinaciones presentaron una fuerte inhibición para Escherichia coli no se obtuvieron

diferencias significativas (p > 0,05)., Salmonella spp. Por otra parte, las diferentes

combinaciones presentaron inhibiciones intermedias y fuertes ante Listeria monocytogenes,

mostrando diferencias estadísticas (p < 0,05). Lactococcus lactis y Lacticaseibacillus casei

tienen propiedades probióticas endógenas provenientes de las bacteriocinas naturales que

generan y permiten una actividad antagónica sobre las bacterias patógenas del queso

artesanal.

Los resultados obtenidos mediante el análisis de varianza mostraron que las cepas de

probióticos combinadas con prebióticos presentaron actividad antibacteriana (p ˂ 0,05) in vitro

contra Salmonella spp. y L. monocytogenes (Tabla 11). En este sentido, los mayores valores

promedio de diámetros de inhibición (mm) se observaron en las cepas probióticas combinadas

con inulina en Salmonella spp. de 12,33 ± 1,5 mm. Por otra parte, para L. monocytogenes el

promedio más alto se obtuvo en Lactococcus lactis + inulina (12,33 ± 1,5 mm); aunque, L. casei

+ fructosa y L. casei + inulina fueron estadísticamente similares (p > 0,05).
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Asimismo, el valor promedio más bajo del diámetro del halo inhibidor se presentó con la

combinación L. casei + fructosa (7,00 ± 1,1 mm), con una reducción del 43,22 % respecto al

valor promedio máximo de 12,33 ± 1,5 que se observó en otros tratamientos, considerados

inhibidores fuertes.

Los promedios más altos como Lacticaseibacillus casei + inulina y Lactococcus lactis + inulina

probados tienen capacidad potencial de actividad antibacteriana en condiciones in vitro y

exhibieron un fuerte efecto inhibidor contra la mayoría de las bacterias patógenas probadas

(Tabla 11). El estudio experimental indicó que L. lactis + fructosa y L. casei + inulina no

presentaron diferencias significativas para Escherichia coli; sin embargo, para Salmonella spp.

y L. monocytogenes las diferencias son evidentes.

Asimismo, los tratamientos L. lactis + inulina y L. casei + inulina contra las bacterias Salmonella

spp., y E. coli no presentaron diferencias significativas entre ellos y si en L. monocytogenes (p

< 0,05). También se encuentra actividad antibacteriana contra las bacterias mencionadas que

obtuvieron unos diámetros del halo de inhibición de 12,33 ± 1,5; 10,67 ± 2,1 mm de diámetro

consideradas como inhibidores fuertes, seguida de L. lactis + fructosa con (10,67 ± 0,0 mm de

diámetro del halo de inhibición y L. casei + fructosa con 7,00 ± 1,1 mm de diámetro del halo de

inhibición indicados como inhibidores intermedios.

La combinación de L. lactis + inulina presentó significancia con p < 0,05 en la zona de inhibición

del crecimiento de Listeria monocytogenes con un halo de 12.33 ± 1.5 mm de diámetro en

comparación con la combinación de L. lactis + inulina. L. lactis + fructosa también presentó un

halo menor (10,33 ± 0,8 mm de diámetro), considerados como inhibidores fuertes. Las

combinaciones L. casei + inulina y L. lactis + inulina presentaron los mayores diámetros del halo

de inhibición, frente a todas las bacterias patógenas probadas en este estudio.

Tabla 11. Actividad antimicrobiana in vitro de cepas de Lactococcus lactis y Lacticaseibacillus casei
combinadas con inulina y fructosa contra bacterias patógenas.

Combinacion E. coli
D (mm)

Salmonella spp.
D (mm)

L. monocytogenes
D (mm)

A1B1 12,33 ± 1,5 a 10,00 ± 0,0 b 10,33 ± 0,8 b
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A1B2 12,33 ± 1,5 a 12,33 ± 1,5 a 11,33 ± 1,0 ab

A2B1 10,67 ± 1,0 a 7,00 ± 1,1 c 11,67 ± 2,0 ab

A2B2 10,67 ± 2,1 a 12,33 ± 1,5 a 12,33 ± 1,5 a

n = 3; diferentes letras en superíndice en una misma columna indican diferencia estadísticamente según la

prueba de Tukey en 0,05

Las cepas de probióticos combinadas con prebióticos (L. lactis y L. casei combinados con inulina

y fructosa) ejercieron una importante actividad antibacteriana que puede antagonizar a las

cepas patógenas estudiadas porque pueden producir una mayor cantidad de ácido láctico y

metabolitos extracelulares con propiedades bactericidas contra Salmonella spp., y Listeria

monocytogenes, a pesar de que E. coli (Tabla 11) no se vio afectada estadísticamente, pero sí

presentó fuertes zonas de inhibición al igual que las otras dos bacterias patógenas que

presentaron valores entre 10,67 a 12,33 mm del diámetro del halo de inhibición, resultados

similares a los obtenidos por Rocha-Ramírez et al. (2021), quienes lograron obtener con las

cepas de L. rhamnosus GG y Lacticaseibacillus casei zonas de inhibición medias y fuertes

contra E. coli (10,00 a 12,00 mm de diámetro del halo de inhibición). Mientras que Azizian et al.

(2019) obtuvieron con L. reuteri aislado de humanos una zona intermedia de inhibición contra

E. coli (7 a 10 mm de diámetro del halo de inhibición).

Soundharrajan et al. (2019) demostraron que los sobrenadantes extracelulares frescos y

sobrenadantes extracelulares desnaturalizados de las cepas de Pediococcus pentosaceus y

Lactobacillus brevis tienen actividad antibacteriana contra E. coli basada en fuertes zonas

inhibidoras con diámetros del halo de inhibicion de 27,67 mm, 26,67 mm, 10,90 mm. y 13,70

mm con el método de difusión en agar. Sumado a esto, Soundharrajan et al. (2019) lograron

obtener mayor actividad antagonista contra Salmonella spp., Listeria monocytogenes y E. coli

con la cepa Lactobacillus plantarum CIP 103151 con una fuerte zona de inhibición que osciló

entre 19,33 y 21 mm de diámetro del halo de inhibicion. De acuerdo con esto, Argyri et al. (2013)

han informado que entre las 8 BAL seleccionadas aisladas de productos lácteos fermentados

iraníes, las especies de Lactobacillus, particularmente L. plantarum 15HN, mostraron actividad

antagonista contra Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium y Escherichia coli con

fuertes zonas de inhibición de 13,7, 12,3 y 12,3 mm de diámetro del halo de inhibicion,

respectivamente. Asimismo, Soundharrajan (2019) han comprobado que todos los Lactobacillus
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rhamnosus aislados de leche humana presentaron una inhibición media a fuerte en el

crecimiento de Salmonella typhimurium y E. coli utilizando el método de difusión de pocillos de

agar con diámetros del halo de inhibicion de 6 mm a 14 mm.

El sobrenadante libre de células obtenido en caldo MRS de L. lactis (CU-R-704) y L. casei (CU-

L-CASEI) inhibió el crecimiento de E. coli, Salmonella spp. y L. monocytogenes, mientras que

su actividad antimicrobiana no fue abolida y/o disminuida por el tratamiento con inulina y

fructosa, lo que sugiere que su actividad antimicrobiana no está relacionada con los sustratos

utilizados y puede estar asociada con su naturaleza peptídica. En los tratamientos no se observó

pérdida de actividad luego de aplicar los sustratos inulina y fructosa, lo que indica que la

actividad inhibidora de la cepa L. lactis (CU-R-704) no se debió a los sustratos inulina y fructosa.

Además, la cepa L. lactis (CU-R-704) puede tener una influencia directa de la bacteriocina

natural de clase I productora de antibióticos como la nisina A y Z, ejerciendo una fuerte actividad

para inhibir la flora Gram negativa y positiva (E. coli, Salmonella spp. y L. monocytogenes). De

Vuyst & Vandamme (1992) y Suzuki & Suzuki (2021) reportaron que la cepa L. lactis (CBW2)

posee el gen estructural para el precursor de la nisina A, y su deducción de secuencia reveló

una coincidencia del 100 % con la de la nisina Z. Estos resultados sugieren que la cepa L. lactis

(CBW2) produce el precursor de sustancias similares a la nisina Z indicando que la nisina tiene

una función de control del crecimiento. La cepa de L. casei (CU-L-CASEI) también exhibió una

actividad inhibidora intensa e intermedia contra las bacterias E. coli, Salmonella spp. y L.

monocytogenes, posiblemente debido a la bacteriocina natural de clase III, como la caseicina.

De manera similar Klaenhammer (1993) y Gorbeña & Saénz (2009) informan que la mayoría de

estas bacteriocinas de clase III son producidas por el género Lactobacillus.

Según el resultado de la actividad antimicrobiana, todas las cepas poseían actividades

inhibidoras de bacterias Gram negativas y Gram positivas, y su disparidad en la actividad de

antagonismo contra diferentes patógenos indica que las cepas probióticas estudiadas son

altamente específicas de patógenos y un requisito previo para el potencial probiótico. En

general, la actividad antimicrobiana de los probióticos puede deberse a la producción de

compuestos antimicrobianos como ácidos orgánicos, etanol, dióxido de carbono, peróxido de

hidrógeno, ácidos grasos de cadena corta y bacteriocinas. Por lo tanto, al producir estos
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compuestos antimicrobianos, los microorganismos probióticos obtienen una ventaja sobre otros

microorganismos para sobrevivir en las condiciones adversas del tracto gastrointestinal (Hand

et al., 2012; Soundharrajan et al., 2019).

Las bacterias del ácido láctico productoras de bacteriocinas se protegen de la toxicidad de sus

compuestos expresando una proteína inmune específica. Es de acuerdo con el tipo de alimento

que se va a conservar con bacteriocinas, el cual dependerá de su almacenamiento, para lograr

que todos los efectos en conjunto permitan la aplicación efectiva de estos bioconservantes

naturales, lo que podría requerir la combinación con otros métodos de conservación, como la

refrigeración, ya que es un método utilizado para alargar la vida útil de alimentos perecederos

como los lácteos y sus derivados susceptibles a alteraciones por E. coli, Salmonella spp. y L.

monocytogenes que deben ser controlados para que las bacterias ácido lácticas puede seguir

reproduciéndose y liberando más compuestos bioconservantes en el alimento, lo que le da

estabilidad al producto y logra mayores periodos de vida útil.

Las tablas 12, 13 y 14 muestran los resultados de los conteos de E. coli, Salmonella y Listeria

en muestras de queso fresco manaba durante 30 días de almacenamiento a 25 ± 2 °C, los

valores indican que L. lactis con fructosa prebiótico y ácido gálico encapsulado, presentan un

conteo menor en las muestras evaluadas (p < 0,05), los resultados indican una disminución en

los conteos en todos los tratamientos a lo largo de los 30 días de almacenamiento,

principalmente contra E. coli y L. monocytogenes, siendo L. lactis con prebiótico de fructosa, el

que presenta el valor más bajo con 1,02 log UFC/g para E. coli y 1,03 log UFC/g para Listeria,

en contraste con la muestra control que presentó el conteo más alto con 18,33 log UFC/g para

E. coli y 18,44 log UFC/g para L. monocytogenes el día 30 del periodo de evaluación. Por el

contrario, para el recuento de Salmonella hubo poca disminución a lo largo de los 30 días de

almacenamiento.

Tabla 12. Actividad antimicrobiana in vivo de cepas de Lactococcus lactis y Lacticaseibacillus casei
combinadas con inulina y fructosa contra E. coli inoculadas en muestras de queso fresco de manaba.

Combinación Día 0
Log UFC/g

Día 10
Log UFC/g

Día 20
Log UFC/g

Día 30
Log UFC/g

L. lactis + fructosa (E. coli) 15,07a 4,80a 1,02a 1,02a

L. lactis + inulina (E. coli) 15,20b 10,57c 10,69c 10,52c
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n = 3; diferentes letras en superíndice en una misma columna indican diferencias estadísticamente según la

prueba de Tukey en 0,05

Tabla 13. Actividad antimicrobiana in vivo de cepas de Lactococcus lactis y Lacticaseibacillus casei
combinadas con inulina y fructosa contra Salmonella inoculadas en muestras de queso fresco de

manaba.

Tratamientos
Día 0

Log UFC/g
Día 10

Log UFC/g
Día 20

Log UFC/g
Día 30

Log UFC/g
L. lactis + fructosa (Salmonella) 15.55b 11.33a 10.56b 10.52a

L. lactis + inulina (Salmonella) 15.03a 12.29b 10.75d 10.80b

L. casei + fructosa (Salmonella) 15.70c 12.80c 10.67c 10.82b

L. casei + inulina (Salmonella) 15.05a 12.74c 10.42a 10.80b

*Media ± DE; (n=3); Diferentes letras en superíndice en una misma columna difieren estadísticamente según la

prueba de Tukey en 0,05

Tabla 14. Actividad antimicrobiana in vivo de cepas de Lactococcus lactis y Lacticaseibacillus casei
combinadas con inulina y fructosa contra L. monocytogenes inoculadas en muestras de queso fresco

de manaba.

Tratamientos
Día 0

Log UFC/g
Día 10

Log UFC/g
Día 20

Log UFC/g
Día 30

Log UFC/g
L. lactis + fructosa (Listeria) 15.82d 9.27a 8.33b 1.03a

L. lactis + inulina (Listeria) 15.29b 10.57c 10.52d 10.78d

L. casei + fructosa (Listeria) 15.00a 10.92d 9.82c 10.47c

L. casei + inulina (Listeria) 15.43c 10.30b 6.67a 9.52b

*Media ± DE; (n=3); Diferentes letras en superíndice en una misma columna difieren estadísticamente según la
prueba de Tukey en 0,05

El queso tratado con L. lactis + fructosa y L. lactis + inulina mostraron recuentos viables más

altos (Salmonella spp., E. coli y L. monocytogenes) en comparación con las muestras tratadas

con BAL encapsulado (p < 0,05, Tablas 12, 13 y 14). La presencia de BAL en el queso podría

ayudar a inhibir los microorganismos mediante la producción de bacteriocinas (Aymerich, 2000).

Además, los estudios in vitro mostraron inhibición de estos patógenos. Estudios anteriores

mostraron inhibición de E. coli, L. monocytogenes y S. enteritidis por LABs (Lord, 2002;

Winkowski et al., 1993).

L. casei + fructosa (E. coli) 15,80d 12,90d 11,10d 11,40d

L. casei + inulina (E. coli) 15,46c 10,23b 10,56b 10,22b
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En los resultados obtenidos en esta tesis, este comportamiento podría atribuirse a la presencia

de bacteriocinas y al efecto antimicrobiano que ha sido reportado por varios autores (Contente,

et al., 2024; Díaz-Formoso et al., 2024; Bautista & Barrado, 2023; Heredia-Castro et al., 2017).

Las bacteriocinas se definen como péptidos de origen ribosómico que se secretan al medio

extracelular y podrían inhibir el crecimiento de otros microorganismos (Monroy et al., 2009;

Beshkova & Frengova, 2012; Mondragón et al., 2013). En la naturaleza existe una gran

diversidad bacteriana, y se estima que el 99 % de las bacterias producen al menos una

bacteriocina (Dolz, 2008).

Las bacteriocinas BAL contienen residuos de aminoácidos como lisina, arginina e histidina, que

les confieren un carácter catiónico (pH neutro), y contienen residuos de alanina, valina, leucina,

isoleucina, prolina, metionina, fenilalanina y triptófano, que les confiere su naturaleza

hidrofóbica. Además, las bacteriocinas también son de naturaleza anfipática (Diep &Nes, 2002;

Yusuf, 2013). Las bacteriocinas se han agrupado en cinco clases según diversos criterios de

clasificación, tales como: microorganismos productores, pesos moleculares, propiedades

físicas, estructuras químicas, modo de acción y características genéticas y bioquímicas (Nes et

al., 2007; Monroy et al., 2009; Balciunas et al., 2013).

La mayoría de las bacteriocinas BAL inhiben el crecimiento de bacterias mediante la formación

de poros en la membrana celular, que se inicia mediante la atracción de las bacteriocinas hacia

la bacteria objetivo a través de fuerzas electrostáticas, porque las bacteriocinas están cargadas

positivamente e interactúan con los fosfolípidos de la membrana bacteriana cargados

negativamente. Además, la naturaleza anfipática de las bacteriocinas facilita aún más su

distribución a lo largo de la superficie de la membrana celular bacteriana (Cotter et al., 2005;

Nishie et al., 2012; Yusuf, 2013).

La unión de las bacteriocinas con las bacterias diana se produce entre la región N-terminal de

la bacteriocina (región hidrófila) con la superficie polar de la membrana celular. Una vez que la

bacteriocina se une a la bacteria, la región C-terminal (región hidrófoba) penetra hacia el interior

no polar de la membrana celular, lo que produce la formación de poros en la membrana y, por

tanto, el vaciado intracelular, generando la pérdida de iones K, de energía en forma de ATP y

en algunos casos, de aminoácidos y moléculas de bajo peso molecular (Bemena et al., 2014).

Las consecuencias de lo anterior se traducen en una disminución del potencial de membrana y

en la escasa disponibilidad de las reservas energéticas de la célula, lo que conduce a una
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disminución en la síntesis de ADN, ARN y proteínas, lo que finalmente desencadena en la

muerte de la célula (Vásquez et al., 2009; Yusuf, 2013; Bemena et al., 2014). Se ha demostrado

que algunas bacteriocinas de clase I, como la nisina, tienen un modo de acción dual, ya que

pueden formar poros en la membrana celular uniéndose a ella y a través de ella (debido a su

naturaleza anfipática) y/o uniéndose al lípido II (el transportador principal de las subunidades

de peptidoglicano) impidiendo la formación de la pared celular (López et al., 2008; Pérez et al.,

2014). La naturaleza anfipática de las bacteriocinas de clase II facilita la inserción del péptido

en la membrana de la bacteria diana, provocando su despolarización y, por tanto, su muerte

(Drider et al., 2006; Yusuf, 2013). Las bacteriocinas de clase III, como la lisostafina, pueden

actuar directamente sobre la pared celular de las bacterias Gram positivas objetivo, lo que

provoca la lisis de las bacterias (Lai et al., 2004; Cotter et al., 2005).

Las bacteriocinas pueden constituir una alternativa al uso masivo de antibióticos, además de

contribuir a reducir la resistencia a los mismos y combatir un grupo cada vez mayor de bacterias

patógenas resistentes a la mayoría de los antibióticos producidos y conocidos hoy en día

(Jamuna & Jeevaratnam, 2006; Savadogo et al., 2007).

Es interesante considerar el papel que pueden desempeñar las bacterias lácticas en el campo

de las infecciones. El aumento del uso de antibióticos, el aumento de la resistencia bacteriana,

el aumento de pacientes inmunodeprimidos y de infecciones oportunistas en estos pacientes y

la aparición de nuevos patógenos son factores que determinan la necesidad de desarrollar

nuevas estrategias de tratamiento y prevención de infecciones. En el pasado se han realizado

una serie de estudios siguiendo diferentes metodologías, lo que nos permite una comparación

real de los resultados. Entre estos estudios cabe mencionar el de Consignado et al. (1993),

quienes encontraron actividad antibacteriana en Lacticaseibacillus casei contra Escherichia coli,

Salmonella enteritidis y Shigella dysenteriae. Utilizaron el método de placa vertida a partir de un

inóculo de 103 UFC/mL; sin embargo, no indican la concentración de LAB ni el tipo de inhibición

encontrada (Larre et al., 2007).

Por su parte, Reque et al. (2000) reportaron que Lactobacillus fermentum tenía actividad

antimicrobiana contra Escherichia coli y Salmonella typhi, utilizando la técnica de difusión en

pozos que solo obtuvo resultados cualitativos. Asahara et al. (2001) encontraron actividad

antimicrobiana en L. casei contra Escherichia coli e indicaron que Lactobacillus fermentum y
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Lactobacillus plantarum no mostraron actividad significativa. Chuayana et al. (2003), utilizando

una metodología no estandarizada, concluyó que Lactobacillus casei tendría una acción

bacteriostática contra Escherichia coli y Salmonella typhi. Sin embargo, no mencionan ningún

valor referencial de esta afirmación.

Otros estudios que se han basado en la determinación de diámetros de halos de inhibición

incluyen el de Oyetayo et al. (2003) quienes verificaron la actividad antimicrobiana de L. casei

y Lactobacillus acidophilus contra Escherichia coli; Nowroozi et al. (2004) quienes estudiaron la

actividad de Lactobacillus plantarum y Lactobacillus acidophilus contra Salmonella typhi y

finalmente Turgay & Erbilir (2006) quienes han verificado la actividad antimicrobiana de

Lactobacillus bulgaricus y Lactobacillus casei contra Escherichia coli.

La capacidad antimicrobiana de las BAL que producen bacteriocinas en la conservación de

quesos es un tema que ha cobrado mayor importancia en la actualidad, debido a las ventajas

tecnológicas que aportan al producto final (Parra, 2010, Sobrino-López & Martín-Belloso, 2008;

Favaro et al., 2015). Algunos estudios han mostrado que el uso de BALs que producen

bacteriocinas ha sido eficiente para reducir los niveles de Listeria innocua y L. monocytogenes

en queso manchego, madurado, fresco y requesón (Rodrıǵuez, et al., 1998; O'sullivan et al.,

2006; Dal Bello et al., 2012; Vera et al., 2012).

Por otra parte, se ha reportado también que las BALs que producen bacteriocinas pueden

disminuir la concentración de varias especies del género Clostridium, como C. tyrobutyricum y

C. beijerinckiiI NIA 63 en quesos y otras esporas de especies de Clostridium en Vidiago,

semiduro, Kasseri y oveja (Rilla et al., 2003; Matijašić et al., 2007; Anastasiou et al., 2009;

Martínez-Cuesta et al., 2010; Garde et al., 2001). También se ha señalado que, aunque las BAL

son productoras de bacteriocinas in vitro, esto no garantiza su actividad durante el proceso de

elaboración del queso, ya que las bacteriocinas pueden interactuar con la grasa perdiendo su

actividad, o pueden ser inactivadas por las proteasas (Nunez et al., 1997; Hamama et al., 2002;

Sarantinopoulos et al., 2002; Vesković-Moračanin et al., 2014).

Otros estudios se centraron en combinar tratamientos antimicrobianos con BAL productoras de

bacteriocinas para mejorar la actividad antimicrobiana. Aly et al. (2012) informaron que la

aplicación de Lactococcus lactis, un productor de nisina Z, mejoró la actividad antimicrobiana

del queso cuando se combinó con gelatina obtenida de piel bovina. Arqués et al. (2005)

demostraron que el efecto combinado de altas presiones y BALs que producen bacteriocinas



66

(nisina A, nisina Z, lacticina 481, TAB 57, TAB 7, enterocina I, enterocina AS-48) disminuyó el

número de Listeria monocytogenes en el queso. Por otra parte, se ha reportado que

Lactobacillus sakei subsp. sakei 2a se combinó con inulina como fuente de fibra y se pudo

observar una disminución en los recuentos de L. monocytogenes. Esto indica que las BAL

productoras de bacteriocinas también son eficientes en quesos que utilizan simbióticos.

Asimismo, se menciona que esta bacteria expresó los genes sakP y sakQ responsables de la

síntesis de bacteriocinas en el queso (Martínez et al., 2005).

Otra opción que se ha considerado es la aplicación de BAL multiproductoras de bacteriocinas.

Se ha informado que la actividad antimicrobiana de la nisina en combinación con pediocina

aumenta su actividad contra Listeria monocytogenes (Rodrıguez et al., 2005). Aran et al. (2015).

utilizaron un Enterococcus faecium WHE 81 productor de bacteriocina en la superficie de queso

Munster contaminado con Listeria monocytogenes e informaron que esta cepa erradicó casi por

completo el patógeno. Estos mismos autores sugieren que una BAL que produce diferentes y

multiples bacteriocinas es más eficiente contra la resistencia desarrollada por el patógeno en

comparación con aquellas que producen solo una. Además, el efecto sinérgico entre

bacteriocinas puede favorecer la actividad antimicrobiana. Sin embargo, se ha reportado que

Lactococcus lactis CL2, productor de nisina y pediocina, disminuyó el conteo de Listeria

monocytogenes, Escherichia coli y Staphylococcus aureus en el queso, aunque su inhibición no

fue mejor que las LAB productoras solo de nisina, por lo que los autores sugirieron que en el

queso no había ningún efecto sinérgico entre ambas bacteriocinas (Rodrıguez et al., 2005).

Actualmente, la nisina y la pediocina PA-1 (producidas por fermentación con Pediococcus

acidilactici) son las bacteriocinas más utilizadas en la industria alimentaria con fines de

conservación. La nisina fue la primera en comercializarse y sus efectos antimicrobianos son los

más documentados, destacando su capacidad para reducir el recuento de Staphylococcus

aureus en el queso fresco de Minas sin afectar las propiedades fisicoquímicas y las

características sensoriales (Sobrino-López & Martín-Belloso et al., 2008; Pinto et al., 2011;

Felicio et al., 2015; Favaro et al., 2015).

En el queso fresco hispano, la combinación de ácido caprílico con nisina y cinamaldehído

controló los genes de Listeria monocytogenes y tuvo un bajo impacto en la flora natural de las

bacteriocinas del queso (Gadotti et al., 2014). El contenido de grasa en el queso podría afectar

negativamente la actividad antimicrobiana de la nisina debido a su naturaleza anfipática, que
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favorece su interacción con los lípidos; sin embargo, el NaCl podría aumentar su actividad

(Chollet et al., 2008). Teniendo en cuenta lo anterior, algunos estudios se han centrado en el

desarrollo de estrategias que permitan aumentar la actividad de las bacteriocinas. Por ejemplo,

la nisina Z y la nisina encapsulada en liposomas fueron eficaces para inhibir el crecimiento de

Listeria innocua y Listeria monocytogenes en el queso Cheddar y el queso fresco Minas,

respectivamente (Gadotti et al., 2014; Benech et al., 2002; da Silva et al., 2012).

Otro estudio demostró que el tratamiento térmico más la adición de nisina tuvo un efecto

sinérgico contra L. innocua, logrando matarla completamente después de seis días de

almacenamiento, mientras que el tratamiento hidrostático de alta presión aplicado en quesos

para la inactivación de Bacillus cereus fue más eficiente cuando se incluyó nisina como agente

antimicrobiano (López-Pedemonte et al., 2003). La actividad antimicrobiana de la nisina también

se probó en el suero de queso. Se ha informado que la adición de nisina en la producción de

queso feta redujo el recuento de Listeria monocytogenes, modificando la flora microbiana

normal del suero (Samelis et al., 2003). También se ha reportado que la aplicación de bajas

temperaturas, campo eléctrico pulsado y la aplicación de MicroGARDTM (cultivo láctico

pasteurizado como bioprotector natural) favorecieron la acción antimicrobiana de la nisina

contra Listeria innocua en el suero de queso (Gallo et al., 2007a; Gallo et al., 2007b; von

Staszewski & Jagus, 2008).

Medición del tamaño de la cápsula
Los diámetros medios de las microcápsulas de alginato no fueron significativamente (p > 0,05)

diferentes a los diámetros promedio que oscilaron entre 89,5 μm. Por lo tanto, podrían ser

consideradas como microcápsulas (< 100 μm de diámetro) y macrocápsulas (> 100 μm de

diámetro) (John et al., 2011).

En este trabajo se utilizó el método de aspersión para encapsular Lactococcus lactis y

Lacticaseibacillus casei. El método de aspersión es una técnica muy utilizada en los últimos

años para encapsular probióticos. El tamaño y rendimiento en el proceso de encapsulación

puede verse afectado por varios factores, como el tamaño de la boquilla, la concentración y la

composición del polímero (Voo et al., 2011). Los resultados con diámetros mayores fueron

reportados por Klemmer et al. (2011). En su estudio, el diámetro medio de las cápsulas

producidas por una aguja de 20 G (diámetro interno 0,584 mm) fue de 2170 μm, mientras que
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el diámetro medio de las cápsulas producidas por la aguja de 27 G (diámetro interno 0,191 mm)

rondaba los 1750 μm. Las medidas de las cápsulas obtenidas por Muthukumarasamy et al.

(2006), donde se utilizó la técnica de extrusión para encapsular Lactobacillus reuteri usando

alginato como material de pared, produjo cápsulas con un diámetro medio de 2370 μm, de la

misma manera Varela-Pérez et al. (2022) en su estudio encapsularon Lactobacillus gasseri, y

en el cual obtuvieron diámetros alrededor de 2599 ± 0.122 μm y 2915 ± 0,196 μm.

Viabilidad de cápsulas cargadas con Lactococcus lactis y Lacticaseibacillus casei

Después de transcurridas 24 h de incubación, se logró obtener una concentración de 8,7 log

UFC/mL para L. casei + fructosa; 8,1 log UFC/mL para L. casei + inulina; 7,9 log UFC/mL para

Lactococcus lactis + fructosa y 7,4 log UFC/mL para Lactococcus lactis + inulina antes de la

encapsulación (Tabla 16). Estos datos indican una mayor presencia de células viables para

Lactococcus lactis en contraste con las células de L. casei, también es muy notorio que las

células presentan mayor número en presencia del sustrato fructosa seguido de las que

estuvieron en presencia de inulina. Estas concentraciones se consideran adecuadas, según

Kechagia et al. (2013), quienes indican que las concentraciones por encima de 6 log UFC/mL

son estimadas como aceptables y beneficiosas. En base a esa referencia, se realizó el proceso

de encapsulado con su respectivo pretratamiento.

Tabla 16. Viabilidad antes y después de la encapsulación de Lactococcus lactis y Lacticaseibacillus
casei en combinación con fructosa e inulina almacenados a 25 ± 2 °C.

Combinación Antes de la encapsulación
log UFC/mL

Después de la encapsulación
log UFC/mL Viabilidad (%)

A1B1 7,90 ± 0,01C 6,34 ± 0.60C 82,00 ± 0,0
A1B2 7,40 ± 0,05D 5,84 ± 0,50D 82,00 ± 0,0
A2B1 8,70 ± 0,03A 7,14 ± 0,08A 82,00 ± 0,0
A2B2 8,10 ± 0,02B 6,54 ± 0,05B 82,00 ± 0,0

n = 3; Diferentes letras en superíndice en una misma columna difieren estadísticamente según la prueba de
Tukey en 0,05

Se determinó la viabilidad de Lactococcus lactis y Lacticaseibacillus casei encapsulados con

fructosa e inulina. Los resultados mostraron valores de 82 % para el proceso de

encapsulamiento mediante secado por aspersión (Tabla 16), lo cual es superior al 48,1 %

reportado en estudios para B bifidum encapsulado (Zhou et al., 2011), 74,41 % para
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L. fermentum (Martín et al., 2013) y 77 % para células de levadura (Song, Yu, & Ma, 2013). Los

diferentes resultados en las investigaciones antes citadas podrían atribuirse a los diferentes

materiales utilizados en los procesos de encapsulación o un pH diferente dentro de la cápsula

que puede causar daño biológico. Ding y Shah, (2009) obtuvieron pérdidas de viabilidad de

aproximadamente 2,93 log UFC/mL. En contraste con los resultados de este trabajo donde

existió una reducción menor con una disminución en la viabilidad de aproximadamente de 1,56

log UFC/mL, estos datos son similares a los reportados por (Varela-Pérez et al., 2022), quienes

reportaron pérdidas de 1,762 log UFC/mL en el proceso de encapsulado de Lactobacillus

gasseri ATCC® 19992 ™ (LG) con alginato de sodio.

Viabilidad de Lactococcus lactis y Lacticaseibacillus casei encapsulados con fructosa e
inulina libres y encapsulados en condiciones gastrointestinales simuladas

Debido a la existencia de varias metodologías actualmente disponibles y diseñadas para simular

el proceso de digestión, la comparación de resultados se convierte en una tarea no tan simple.

Sin embargo, se llevaron a cabo tanto para las células libres y encapsuladas los mismos tiempos

de exposición y similitudes en la metodología aplicada.

Al final de cada fase de simulación, se tomaron alícuotas para cuantificar el número de células

liberadas de las cápsulas, así como también se tomaron alícuotas de las células sin encapsular.

Al comienzo de la simulación gastrointestinal, las células libres sin encapsular tuvieron valores

de viabilidad de 7,90 log UFC/mL (L. lactis+fructosa), 7,40 log UFC/mL (L. lactis+inulina), 8,70

log UFC/mL(L. casei+fructosa) y 8,10 log UFC/mL (L. casei+inulina) (Tabla 17). Para las células

encapsuladas los valores de viabilidad fueron de 6,34 log UFC/mL (L. lactis+fructosa), 5,84 log

UFC/mL (L. lactis+inulina), 7,14 log UFC/mL (L. casei+fructosa) y 6,54 log UFC/mL (L.

casei+inulina) (Tabla 17).

En la fase salival las células libres expusieron una reducción de al menos siete ciclos

logarítmicos en contraste con las células encapsuladas las cuales no presentaron disminución

alguna. Para la fase gástrica, la viabilidad siguió disminuyendo; sin embargo, todavía se hallaron

bacterias viables al finalizar el ciclo. Una tendencia similar fue reportada por Jurado-Gámez et

al. (2016), que expuso L. gasseri a pHs de 6, 4,5 y 3,5 durante 3 h. Al final de sus experimentos,
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reportaron células viables, lo que indica que L. gasseri puede tolerar y sobrevivir ambientes

ácidos in vitro. Sin embargo, Chávarri et al. (2010) también realizaron estudios sobre L. gasseri

y encontraron que, después de la exposición al fluido gástrico simulado (pH 2) durante 2 h, la

viabilidad de las células libres de LG fue de 10 UFC/mL (límite de detección). Esos estudios

sugieren que las células libres de L. gasseri pueden sobrevivir en condiciones gástricas

simuladas a valores de pH de 2 o 3.

Las células libres una vez que las bacterias sobreviven a las condiciones de la fase gástrica,

ingresan al intestino, donde la bilis es uno de los principales desafíos, ya que tiene propiedades

detergentes con actividad antimicrobiana a través de la disolución de la membrana bacteriana

(Prete et al., 2020; Begley et al., 2006). Por otro lado, no solo la bilis puede afectar la viabilidad

bacteriana, sino que también las enzimas digestivas pueden afectar la supervivencia al dañar

la membrana celular y el ADN (Han et al., 2021).

Las cápsulas cargadas con Lactococcus lactis y Lacticaseibacillus casei, mostraron una

tendencia diferente en la fase salival (no se evidenció disminución en la viabilidad), mientras

que para la fase gástrica el tratamiento A1B2 tuvo una liberación de 1,50 log UFC/mL; es decir,

esta combinación experimentó pérdidas celulares más significativas en las cápsulas en

comparación con el resto de las combinaciones las cuales perdieron 1,0 log UFC/mL. Esta

pérdida de viabilidad puede atribuirse a la exposición a un valor de pH bajo (pH 3) (Ortakci &

Sert, 2012; Afzaal et al., 2021) Sin embargo el alginato se puede convertir en ácido alginico el

cual forma geles acidos y mantiene su estructura de gel. Finalmente, en la fase intestinal, las

cápsulas experimentan un fenómeno de ruptura, pero como es de esperarse las cápsulas de

alginato más la presencia de prebióticos proporcionaron a las bacterias un ambiente ideal para

sobrevivir a la pancreatina y las sales biliares durante el tiempo necesario para evitar una

disminución de viabilidad debido al efecto antimicrobiano de las sales biliares (Silva et al., 2018).

Se ha informado que las cápsulas de alginato cambian a medida que están sujetos a diferentes

condiciones, por ejemplo, en presencia de jugo gástrico, las paredes se comprimen, a diferencia

con el L. casei que en jugo intestinal produce una expansión (Luca & Oroian, 2021). A pesar de

lo anterior, las cápsulas permanecieron sin cambios significativos en la fase gástrica.

En la fase intestinal las capsulas como era de esperarse se hincharon e intercambiaron los

iones Ca+2 con el medio produciendo un gel menos compacto lo que concuerda con lo
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informado por Silva et al. (2018), quienes encapsularon Lactobacillus acidophilus con alginato

de sodio, los mismos que reportaron un comportamiento similar al encontrado en nuestro

trabajo, y se atribuyó a la inestabilidad de las cápsulas cuando se exponen a pH neutro; el

fenómeno por el cual dicha expansión se puede explicar ya que el alginato está en pH neutro,

sus grupos carboxilos están expuestos a las sales biliares, y con esto, se produce un

intercambio iónico, resultando en un intercambio iónico a nivel de los puntos de

entrecruzamiento lo que hace que disminuya la concentración de los mismos y por ende la

estructura de gel hasta volver a tener cadenas de alginato de sodio las cuales son solubles en

el medio(Silva et al., 2018).

Las Tablas 17 y 18 presentan los valores de concentración de células viables al principio y al

final de la simulación gastrointestinal. Las células libres de Lactococcus lactis y L. casei

presentaron un mayor número de log UFC/mL, pero al llegar a la etapa final de la simulación,

mostraron una disminución muy significativa en la viabilidad. Como ha sido reportado en

numerosos artículos, la mayoría de los probióticos libres son fáciles de ser dañados por el ácido

del estómago. Sohail et al. (2011) indicaron una disminución de más de 6 log UFC/mL de L.

acidophilus sometidos a exposición gastrointestinal en pH 2,0 por 20 minutos. Sin embargo, la

combinación A2B2 presentó el 78,29 % y la combinación A2B1 el 81,30 % de células viables,

siendo este último la mejor combinación de las ensayadas. Zeashan et al. (2020) encapsularon

Lactobacillus acidophilus en una matriz de alginato y obtuvieron una viabilidad de

aproximadamente el 90 % para ambas fases de simulación (gástrica e intestinal), con la

salvedad que emplearon una especie diferente de Lactobacillus y que realizaron la fase gástrica

e intestinal por separado. En nuestro trabajo, donde la simulación fue continua, la mayor

viabilidad fue obtenida con la combinación A2B1 (L. casei + fructosa).

Table 17. Viabilidad de células libres de Lactococcus lactis y Lacticaseibacillus casei, no encapsuladas
en condiciones gastrointestinales in vitro (n = 3).

Combinación
Concentracion

inicial (N0)
log UFC/mL

Concentracion
final (N)

log UFC/mL

Viabilidad
(%)

A1B1 7,90 ± 0,01c 0,84 ± 0,0b 10,66
A1B2 7,40 ± 0,05d 0,50 ± 0,0c 6,83
A2B1 8,70 ± 0,03a 1,12 ± 0,0a 12,90
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A2B2 8,10 ± 0,02b 0,26 ± 0,0d 3,20
Letras iguales en una columna significa que no hay diferencia estadísticamente significativa (p < 0,05)

Table 18. Viabilidad de células de Lactococcus lactis y Lacticaseibacillus casei, encapsuladas en
condiciones gastrointestinales in vitro (n = 3).

Combinación
Concentracion

inicial (N0)
log UFC/mL

Concentracion
final (N)

log UFC/mL
Viabilidad

(%)
A1B1 6,34 ± 0,61c 4,79 ± 0,33c 75,50
A1B2 5,84 ± 0,54d 3,72 ± 0,15d 63,75
A2B1 7,14 ± 0,08a 5,81 ± 0,41a 81,30
A2B2 6,54 ± 0,06b 5,12 ± 0,13b 78,29

Letras iguales en una columna significa que no hay diferencia estadísticamente significativa (p < 0,05)

Estos resultados difieren de los reportados por Sultana et al. (2000), quienes encontraron que

la encapsulación de bacterias en capsulas de alginato no protege eficazmente a los organismos

de la alta acidez, pero está en acuerdo con lo publicado por Chávarri et al. (2010), los cuales

sometieron a simulación gastrointestinal a Lactobacillus gasseri y obtuvieron una viabilidad del

98,86 %. Al comparar las viabilidades finales de la simulación gastrointestinal, Lee et al. (2019)

reportaron viabilidades menores a las reportadas en este trabajo con valores de 41 % para

cápsulas de alginato con Lactobacillus acidophilus, obtenidas por extrusión. Kim et al. (2008)

quienes reportaron que a pH 1,2, L. acidophilus no encapsulado fueron completamente

destruidos después 1 h de incubación mientras que L. acidophilus encapsulado mostraron

valores por encima de 106 UFC/mL a pH 1,5 después de 2 h. Nazzaro et al. (2009) encontraron

L. acidophilus (La-05) no sobrevivió en el ambiente gástrico simulado de pH 1,0 después de 1

h, pero L. acidophilus (La-05) encapsulado sufrió una reducción de 1 log UFC/mL a pH 1,0

después de 2 h de incubación. Chandramouli et al. (2004) informó una mayor supervivencia que

las células sin encapsular de L. acidophilus CSCC2400 y CSCC2409 inmovilizados en capsulas

de alginato en ambientes de pH bajo.

Para ejercer efectos positivos en la salud, los probióticos deben resistir las condiciones

estresantes del estómago, con un pH de los jugos gástricos entre 1,5 y 3,0 (Kos et al., 2000).

Por lo tanto, uno de los principales propósitos de la encapsulación es mejorar la tolerancia de

los probióticos a un pH bajo (durante su paso por el estómago). El
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El ecosistema intestinal participa, de manera activa, en la regulación cualitativa del equilibrio

del microbiota intestinal, y de las interacciones a que está sometida con las bacterias entre sí,

los sustratos digestivos, el epitelio de la mucosa del intestino y el sistema inmunitario. A la luz

de los conocimientos más recientes, la participación de los probióticos en los eventos que

ocurren en el ecosistema intestinal ocupa un sitio de interés para la salud humana (Castañeda,

2014). Es evidente que ciertas cepas de probióticos o cepas combinadas, tienen un potente

efecto como inmunomodulador (Inturri, et al., 2015), no solo en distintas afecciones intestinales,

sino también en afecciones alérgicas y autoinmunes, como el asma, la dermatitis atópica y la

artritis reumática. La eficacia de la administración de probióticos depende del tipo de cepa y de

la dosis administrada, en base a estas pautas es necesario la investigación de matrices que

puedan mantener vivos los microorganismos beneficiosos al momento de ingerirlos en algún

alimento (Castañeda, 2014; Valdovinos et al., 2017; Floch et al., 2015).

Entre los probióticos bacterianos de Lactobacillus, los más usados, según las especies son:

acidophilus, casei, fermentum, gasseri, johnsonii, paracasei, plantarum, rhamnosus y salivarius;

y de Bifidobacterium existen aproximadamente 30 especies (Pace et al., 2015), algunas de las

que habitan en el tracto intestinal humano corresponden a las especies adolescentes (animalis,

bifidum, breve y longum). Los Lactobacillus y Bifidobacterium son bacterias beneficiosas de la

microbiota intestinal (Castañeda, 2017a; Castañeda, 2017b). La preparación de probióticos

debe contener un determinado número de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) por dosis.

Las dosis usadas en terapéutica y prevención varían entre 106 a 109 UFC, siendo dosis

terapéutica de 109 UFC (Castañeda, 2014).

Las acciones de los probióticos incluyen competición por los nutrientes con gérmenes

patógenos (Candela et al., 2008), modulación de la respuesta inmune del huésped (Mazmanian

et al., 2005), biosíntesis de vitamina K (Bentley & Meganathan, 1982), efecto metabólico de

fermentación de la fibra dietética, influencia en el contenido del tránsito por peristalsis

(Matsumoto et al., 2012) y detoxificación de los xenobióticos (Maurice et al., 2013). Por lo antes

expuesto se hace necesario profundizar más sobre los estudios de las BAL como organismos

potencialmente importantes para la industria alimentaria.



74

CAPITULO V. CONCLUSIONES

En esta tesis se estudió el efecto de la inclusión de probióticos como L. lactis (CU-R-704) y L.

casei (CU-L-CASEI) en combinación prebiótica con inulina y fructosa sobre bacterias patógenas

generadas en alimentos lácticos y sus derivados, y las condiciones en las cuales estos

probióticos y prebióticos deberían incorporarse para que mantengan su actividad en función de

las condiciones del medio. Los resultados obtenidos muestran que las combinaciones A1B1 =

Lactococcus lactis + fructosa y A2B2 = Lacticaseibacillus casei + inulina en presencia de E. coli;

las combinaciones A1B2 = Lactococcus lactis + inulina y A2B2= Lactobacillus casei + inulina en

presencia de Salmonella spp y las combinaciones A1B2 = Lacticaseibacillus casei + fructosa y

A1B2= Lactococcus lactis + inulina en presencia de L. monocytogenes, poseen propiedades de

inhibición en la colonización y crecimiento de bacterias patógenas y regulación del deterioro

alimentario. Todos estos son elementos que los convierten en buenos candidatos para su uso

como probióticos. Sin embargo, es importante evaluar sus propiedades en modelos alimentarios

para garantizar sus aplicaciones y uso seguro.

Mediante el modelado matemático de Gompertz se logró evaluar las curvas de crecimiento

microbiano. El modelo fue capaz de representar el crecimiento de L. lactis (CU-R-704) y L. casei

(CU-L-CASEI) bajo las diferentes condiciones teniendo en cuenta la actividad prebiótica de

inulina y fructosa. Las cinéticas de crecimiento de la concentración de biomasa en función del

tiempo mostraron diferentes ajustes para las diferentes combinaciones estudiadas, siendo las

combinaciones A1B1 = Lactococcus lactis + fructosa y A2B2 = Lacticaseibacillus casei + inulina

las que mostraron el mejor ajuste, seguidas por las combinaciones A2B1 = Lacticaseibacillus

casei + fructosa y A1B2 = Lactococcus lactis + inulina. Así, el modelo usado es una herramienta

precisa y útil para estudiar el crecimiento exponencial de L. lactis (CU-R-704) y L. casei (CU-L-

CASEI). Dado que los probióticos estudiados son bacterias ácido lácticas, producen metabolitos

primarios y terciarios como nisina y caseicina al principio de la fase exponencial.

La microencapsulación de Lactococcus lactis y Lacticaseibacillus casei, encapsulados en

combinación con fructosa e inulina y ácido gálico almacenados presentó un tamaño considerado

para las microcápsulas de 90 μm, se evidenció una buena eficiencia del proceso de
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encapsulación de 89.5 %, además las cápsulas protegieron a las BAL durante 30 días de

almacenamiento a 25 ± 2 °C, lo que indica que este método puede ser utilizado en la industria

alimentaria.

La encapsulación de la combinación L. lactis + inulina mostró mayor viabilidad que las células

libres durante el almacenamiento a 25 ± 2°C. Además, Lactococcus lactis y Lacticaseibacillus

casei en combinación con inulina, fructosa y ácido gálico encapsulado pueden ser una

herramienta prometedora para controlar la presencia de microorganismos patógenos durante el

almacenamiento del queso Manaba. En este trabajo se encontró que la supervivencia

bacteriana de las combinaciones Lactococcus lactis y Lacticaseibacillus casei encapsulados

con fructosa e inulina fue de 82% Esto da lugar a futuras aplicaciones de combinaciones

efectivas de probióticos y prebióticos para maximizar la capacidad del huésped extendiendo su

vida útil.

En los últimos años se ha observado un creciente interés en el desarrollo de alimentos

funcionales, especialmente aquellos que contienen bacterias beneficiosas para la salud

humana como lo son las BAL, ya que pueden proporcionar beneficios para la salud y

representan un mercado creciente en la industria alimentaria. El uso de BAL se ha asociado

con una amplia variedad de productos lácteos, las cuales se pueden incorporan en varias

matrices alimentarias, a pesar de los problemas para mantener la viabilidad microbiana en las

mismas.

Este estudio comparó el efecto de dos probióticos Lactococcus lactis y Lacticaseibacillus casei

en presencia de dos prebióticos fructosa e inulina encapsulados en una matriz de alginato, sobre

la viabilidad celular de las BAL durante simulaciones del tránsito gastrointestinal.

El uso de alginato de sodio como matriz de las paredes de las cápsulas y la presencia de los

prebióticos mejoran las características de supervivencia de las cepas probióticas. Este estudio

indica que las células encapsuladas tuvieron mayor viabilidad en contraste con las células sin

encapsular las cuales disminuyeron su viabilidad significativamente en los medios simulados.

La combinación L. casei + fructosa presentó las mejores condiciones de viabilidad en el ensayo

de simulación in vitro del tránsito gastrointestinal. Estos resultados indican que el método de

encapsulación proporcionó protección a L. lactis y L. casei en condiciones gástricas e
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intestinales simuladas. Sin embargo, aun cuando se obtuvieron viabilidades razonablemente

altas, la concentración final obtenida no fue suficiente para cumplir con el requisito de la ingesta

mínima necesaria (6 log UFC/mL) que las bacterias probióticas requieren para proporcionar un

efecto beneficioso a su anfitrión.

Debido a la alta sensibilidad de las cepas utilizadas, se deben utilizar altas concentraciones en

matrices alimentarias para que la población mínima requerida pueda alcanzar el objetivo

previsto. Es necesario realizar más estudios comparando varias fuentes de prebióticos, otras

cepas de BAL y además otras fuentes de matrices que sean amigables con el ambiente y que

no causen ningún efecto adverso en la salud de las personas.
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