246

IMPORTANCIA DE LA EVALUACION DE LACTOBACILLUS PLANTARUM
ATCC 8041® MICROENCAPSULADO PARA EL SECTOR AGROINDUSTRIAL

IMPORTANCE OF THE EVALUATION OF LACTOBACILLUS PLANTARUM
ATCC 8041® MICROENCAPSULATE FOR THE AGROINDUSTRIAL SECTOR

Jhon Fredy Ceron Cordoba®
Juan Carlos Bolafios Bolafios?
Henry Jurado Gamez 3

Resumen

Se evaluo el efecto inhibidor de Lactobacillus plantarum microencapsulado y su viabilidad en
condiciones gastrointestinales simuladas. Se realiz6 reconstitucion, siembra y ajuste del
in6culo; antibiograma; cinética de fermentacion; determinacion de péptidos, aminoacidos y
acido lactico en el sobrenadante; resistencia a temperaturas de 37 y 45°C; micro-encapsulacion;
estudio a condiciones gastrointestinales simuladas del microencapsulado después de 90 dias de
almacenamiento; y produccion de exopolisacaridos (EPS). Los resultados indican accién
inhibitoria de la cepa L. plantarum frente a la bacteria patdgena; fase exponencial a las 15 horas
(medio de cultivo MRS) y a las 18 horas (medio de cultivo PRO), con los pardmetros cinéticos
en la fase exponencial de la siguiente manera: produccion de proteina 2,43mg/L (MRS) y
4,86mg/L (PRO); consumo de azucares 4,96 mg/L (MRS) y 7,68mg/L (PRO); porcentaje de
acidez 1,32% (MRS) y 1,75% (PRO); pH 4,07 (MRS) y 3,86 (PRO); resultados del estudio y
analisis del microencapsulado: viabilidad 100%; eficiencia 84,64%; humedad 4,0%;
solubilidad 99,8%; humectabilidad 2 min con 22 segundos; actividad de agua 0,617 y tamafio
de particula entre 2,10um y 5,28um. Se concluyé que L. plantarum microencapsulado present6
propiedades inhibitorias frente a la cepa patdgena y tiene adherencia in vitro.

Palabras clave: ETA, BAL, Lactobacillus plantarum, Prebioticos, Probioticos,
Campilobacter jejuni.

Abstract
The inhibitory effect of microencapsulated Lactobacillus plantarum and its viability under
simulated gastrointestinal conditions were evaluated. Reconstitution, sowing and adjustment
of the inoculum were carried out; antibiogram; fermentation Kinetics; determination of
peptides, amino acids and lactic acid in the supernatant; resistance to temperatures of 37 and
45°C; micro-encapsulation; study at simulated gastrointestinal conditions of the
microencapsulate after 90 days of storage; and production of exopolysaccharides (EPS). The
results indicate inhibitory action of the L. plantarum strain against the pathogenic bacteria;
exponential phase at 15 hours (MRS culture medium) and at 18 hours (PRO culture medium),
with the kinetic parameters in the exponential phase as follows: protein production 2.43mg/L
(MRS) and 4, 86mg/L (PRO); sugar consumption 4.96 mg/L (MRS) and 7.68 mg/L (PRO);
acidity percentage 1.32% (MRS) and 1.75% (PRO); pH 4.07 (MRS) and 3.86 (PRO); results
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of the study and analysis of the microencapsulation: 100% viability; efficiency 84.64%;
humidity 4.0%; solubility 99.8%; wettability 2 min 22 seconds; water activity 0.617 and
particle size between 2.10um and 5.28um. It was concluded that microencapsulated L.
plantarum presented inhibitory properties against the pathogenic strain and has in vitro
adherence.

Keywords: ETA, LAB, Lactobacillus plantarum, Prebiotics, Probiotics,
Campylobacter jejuni.
Introduccion

Los problemas de seguridad alimentaria surgen a partir de la contaminacién de los
alimentos, que puede originarse en diversas fuentes presentes en el ambiente, como el agua, el
polvo, el suelo, los insectos y las heces de mamiferos, aves y reptiles (Koohestan et al., 2018).
Estos contaminantes tienen el potencial de impactar la produccion agricola, los procesos de
procesamiento de alimentos y su preparacién, dando lugar a enfermedades transmitidas por
alimentos (ETA). Es importante tener en cuenta que todos los tipos de alimentos, incluidos
vegetales, frutas, carne, leche y sus productos, embutidos, pescado y alimentos listos para el
consumo, pueden servir como posibles vehiculos para la transmision de ETA (Mendonca et al.,
2020).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) informa que 420000 personas mueren
anualmente a causa de ETA, principalmente por bacterias Gran negativas y Gran positivas
(Munera, 2020). Para el 2020, en Europa, se registraron 3166 brotes de ETA, causando 22,010
enfermedades, 1,838 hospitalizaciones y 48 muertes, mientras que en los Estados Unidos para
el mismo periodo de tiempo se reportaron 299 brotes, causando 5,987 enfermedades, 641
hospitalizaciones y catorce muertes (Zheng & Hu, 2023). En Colombia, para el afio 2020, el
64.5% de los brotes de ETA fueron muestreados y se identificé el agente etiologico en el 35.2%
(110/312), principalmente Salmonella spp, E. coli, S. aureus, coliformes fecales y coliformes
totales. Los sintomas presentados en los brotes de etiologia bacteriana fueron diarrea (92.9%),
calambres (59.5%), nauseas y vomitos (45.2%), dolor abdominal (16.7%), dolor de cabeza
(16.7%), diarrea sanguinolenta (14.3%), fiebre (9.5%), entre otros (10%) (Osorio et al. 2021).

Un brote de ETA se identifica cuando hay dos o méas casos con sintomas similares y es
causado por el consumo de un alimento comun (Long et al., 2023). Una vez que se ingieren
alimentos contaminados con ETA, las personas mayores, los nifios y las mujeres embarazadas
experimentan sintomas gastrointestinales y clinicos mas severos, como nauseas, vomitos,
diarrea, calambres abdominales, dolor articular o de espalda, y fatiga (Stewart, 2017). Es
importante mencionar que existen factores bioldgicos relacionados con ETA, como
microorganismos saprofitos o ubicuos; en general, las bacterias involucradas son S. aureus,
Escherichia coli, Salmonella y Listeria monocytogenes (Taylor et al., 2021). Los autores
mencionan el desarrollo evolutivo de estos microorganismos mejor adaptados a escenarios de
mayor estrés, uno de los mas importantes es la resistencia antimicrobiana (RAM),
especialmente S. aureus resistente a la meticilina (SARM), resistente a antibioticos
betalactamicos y solo sensible a cefalosporinas de quinta generacion (Khamis et al., 2021).

La ETA por Staphylococcus aureus se caracteriza por ser una causa importante de
infecciones sistémicas, siendo el microorganismo con mayor morbimortalidad, representando
un problema de salud publica creciente (De Andrade et al., 2019). En Colombia, S. aureus es
una de las principales bacterias que causan infecciones intramamarias en el ganado lechero,
donde existe un contacto cercano entre ordefiadores, ganado y el potencial zoonético de S.
aureus que representa una ETA (Torres et al., 2023). Ademas, aproximadamente el 40% de la
leche cruda todavia se produce en condiciones de baja seguridad, lo que puede propagar este
patogeno en la poblacion general (Torres et al., 2020).
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Las cepas de Lactobacillus plantarum y Lactobacillus casei se consideran de alta
capacidad inhibitoria contra varios patogeneos (Roldan et al., 2023). Las investigaciones
evidencian que la liberacion de péptidos con una alta actividad de union radical y
antimutagenica, la produccion de acido lactico y la excusion competitiva son los principales
herramientas para inhibir microorganismo (EI-Enshasy & Yang, 2021; Salazar et al., 2017).

Los probidticos se utilizan ampliamente en la fabricacion de productos lacteos
fermentados, frutas, carne, embutidos, pescado y alimentos funcionales. También esta
aumentando como alternativa para personas intolerantes a la lactosa y en dietas vegetarianas
(Hutkins, 2019). Sin embargo, la aplicacion de probioticos esta limitada ya que deben enfrentar
varias condiciones adversas (ambientales, gastrointestinales y procesos industriales) que
afectan la viabilidad y supervivencia (Rodriguez et al., 2020).

Por lo tanto, la microencapsulacion de probi6ticos se utiliza en biotecnologia y se refiere
a cubrir sustancias o elementos para protegerlos contra la temperatura, el pH, la actividad
enziméatica y la liberacion controlada de células probidticas viables (Chen, 2019). Las
caracteristicas de la microencapsulacion pueden variar segin el material o matriz
microencapsulante y las matrices reconocidas como prebidticos, como la maltodextrina y la
inulina, que generalmente se utilizan (Rodriguez et al., 2020; Gonzales et al., 2020).

La maltodextrina se elige como agente microencapsulante debido a su solubilidad en
agua, baja viscosidad y solucion clara. Ademas, es facilmente digerida. Esto permite que los
probidticos microencapsulados se liberen e influenciados por el sistema gastrointestinal
durante la digestion. Por otro lado, la inulina, un fructooligosacarido con una estructura
ligeramente ramificada, esta compuesta por unidades de fructosa unidas por enlaces B-(2-1)
(Gonzales et al., 2020). La inulina, parcialmente soluble en agua, resiste la digestion humana
debido a sus enlaces glicosidicos. Sin embargo, apoya el crecimiento de microorganismos
intestinales. En consecuencia, la inulina actia como un biopolimero de liberacion colonica,
manteniendo su integridad durante el paso por el tracto digestivo superior y liberando
compuestos bioactivos en el colon a través de procesos enzimaticos y fermentativos (Rodriguez
et al., 2020; Gonzales et al., 2020).

Los cultivos de células intestinales son herramientas valiosas para evaluar el potencial de
las bacterias probi6ticas y los prebioticos en cuanto a su capacidad para adherirse a las células
intestinales, modular la funcion inmunoldgica y promover la salud intestinal (Fonseca et al.,
2021).

La microencapsulacion de bacterias acido lacticas crea una barrera protectora para
mejorar la actividad probidtica (Rodriguez et al., 2020). El estudio tuvo como objetivo evaluar
el efecto in vitro inhibitorio de Lactobacillus plantarum microencapsulado y su viabilidad en
condiciones gastrointestinales simuladas.

Materiales y métodos

La investigacion se desarrollo en el laboratorio del grupo de investigacion
PROBIOTEC-FORAPIS vy los laboratorios especializados de la Universidad de Narifio en la
ciudad de Pasto, departamento de Narifio, Colombia.

Se utilizaron las cepas de L. plantarum y Campyllobacter jejuni. Las cepas fueron
reconstituidas, sembradas e inoculadas de acuerdo con la casa comercial (Jurado-Gamez et al.,
2014). Los cultivos se adquirieron del distribuidor MDM cientifica.

Para determinaron antibiograma de las cepas y la inhibicién de L. plantarum contra C.
yeyuni con los métodos: discos de agar impregnados, almohadillas de método con
sobrenadante, difusion en cilindro plastico con sobrenadante y difusion en cilindro plastico de
doble capa con sobrenadante. Estos métodos se realizaron bajo diversas condiciones de pH,
filtrado, viabilidad a 80°C durante 10 minutos (Tagg & McGiven, 1971; Jurado-Gamez et al.,
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2013). Los perfiles de resistencia a los antibidticos de las cepas de L. plantarum y C. jejuni se
determinaron con antibioticos especificos (Bauer et al., 1966).

Se estudiaron las cinéticas de fermentacion utilizando medio de cultivo MRS y medio
PRO para el crecimiento de L. plantarum. Unidades Formadoras de Colonias (UFC/mL)
(Sanchez et al., 2017), azucares consumidos (mg/L) (Dubois et al, 1956), produccion de
proteinas (mg/L) (Lowry et al., 1951), pH y porcentaje de acido lactico.

La tasa especifica de crecimiento se estimo con la ecuacion 1, el tiempo de duplicacién
celular (dt) se calculdé con la ecuacién 2, el tiempo de generacién (g) se calculd usando la
ecuacion 3, la tasa de crecimiento (K) se calculd con la ecuacion 4, las unidades se expresan
en generaciones/hora (K), y la cosecha maxima se calculé mediante la ecuacién 5.

y = (mx + b) 1)
Ln2

de= (vmax) @)
0,693

g8=— @)

K=2 @)

g
M = Mt — MO (5)

Se llevaron a cabo la identificacion de péptidos, el analisis de acido lactico y el perfil
de aminoéacidos mediante HPLC. El perfil de péptidos se determind por HPLC, mientras que
el acido lactico se midio a partir del sobrenadante filtrado. El perfil de aminoacidos se llevo a
cabo para L. plantarum y C. jejuni cultivados en caldos MRS y BHI, respectivamente.
Crecimiento de L. plampaturm a 37°C y 45°C (Cai et al., 1999).

Microencapsulacion de L. plamtarum mediante secado por pulverizacién, estudio y
caracterizacion. Se prepard una solucion de 500 ml con una concentracion del 10% p/v para L.
plantarum. El proceso utilizé un Secador por Pulverizacion Bilon 6000s, funcionando a una
temperatura de entrada de 170°C y una temperatura de salida de 67°C durante un ciclo de 4
horas. El producto microencapsulado resultante fue esterilizado, almacenado en bolsas ziploc
metalizadas y conservado a temperatura ambiente (19+2°C) (Montes, 2013; Rodriguez et al.,
2016). Para evaluar el material microencapsulado y la matriz binaria del encapsulante, se
utilizaron algunos aspectos como criterios de estabilidad: viabilidad, eficiencia, humedad,
actividad del agua, solubilidad, humectabilidad, morfologia y tamafio de particula. Estos
parametros se determinaron a los 90 dias de almacenamiento (Montes, 2013, Gonzales et al.,
2007).

El material microencapsulado se evalud después de 90 dias de almacenamiento. El
porcentaje de viabilidad (Rodriguez et al., 2022) y la eficiencia (Gonzales et al., 2015) se
determinaron utilizando ecuaciones especificas 6y 7.

N
% Viabilidad = (N—O) x100 (6)

% Eficiencia = ( )XlOO @)

La humedad se midi6 utilizando un analizador de humedad, y la actividad del agua se
determind con el equipo Hygrolab Rotronic (Naremberg, Alemania). La solubilidad se evalud
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midiendo los solidos restantes después de la centrifugacion y mediante la ecuacion 8. La
humectabilidad se determind utilizando el método estatico de mojado (Rodriguez et al., 2016).

mi —mf

%Solubility = ( )x1oo @®)

L. plantarum microencapsulado se sometié a condiciones simuladas del tracto
gastrointestinal para evaluar su comportamiento (Cruz et al., 2009, Cruz, 2015). El proceso
implico la exposicion a la actividad de la lisozima, pepsina, NaCl, HCI, pancreatina, bilis, pH
(2.5 - 6.8) y NaOH. Se evalud la viabilidad bacteriana y se realizaron recuentos de colonias
(Sanchez et al., 2017). Se examind la produccidn de exopolisacaridos a diferentes temperaturas
y periodos de tiempo (28 £2°C/7 dias; 35+2°C/48 horas y 42+2°C/24 horas), la presencia de
EPS se determiné por la aparicion de colonias mucoides y se confirmé mediante la mezcla con
alcohol (Guimaré&es et al., 1999).

Se llevaran a cabo ensayos de adhesion intestinal para evaluar la adherencia de L.
plantarumy C. jejuni utilizando mucina de estdbmago porcino Tipo Il (Sigma-Aldrich) (Serna
etal., 2012). El proceso implicaréa la activacion de cepas bacterianas, recoleccién y purificacion
de células (9000 rpm durante 10 minutos a 4°C), dilucion de la biomasa con 1 mL de solucion
salina estéril y evaluacion de la adhesion celular (80 pL de muestra preparada e incubacion
anaerodbica durante 24 horas a 37°C).

Después de la incubacidn, se eliminaron las bacterias no adherentes, las muestras se
tifieron con tincién de Giemsa (Cramer et al., 1972) y se observaron bajo el microscopio para
analizar la adherencia a la mucina.

Disefio estadistico: estadisticas descriptivas con 4 réplicas para cada prueba:
produccion de gas, actividad de la catalasa, exopolisacaridos, diferentes niveles de temperatura,
pruebas de inhibicion y sensibilidad, condiciones gastrointestinales. Y un disefio
completamente aleatorizado para viabilidad, humedad, actividad del agua, solubilidad,
humectabilidad y higroscopicidad.

Resultados
Figura 1
Lado izquierdo: halos de inhibicién y métodos para determinar la inhibicion bajo
diferentes concentraciones de L. plantarum en C. jejuni.
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Lado derecho: halos de inhibicion de L. plantarum en C. jejeuni utilizando el método del
disco de agar. F filtrado, SF sin filtrar.

Los resultados indican que el sobrenadante de la cepa probidtica posee actividad
antimicrobiana bajo las condiciones y métodos probados. EI método del disco de agar, con L.
plantarum demostr6 un efecto inhibitorio mas fuerte contra C. jejuni.
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Los resultados obtenidos para el antibiograma en C. jejuni expresan que la cepa es
resistente a Cefquinoma (CEQ 30ug), Penicilina (PEN 10ug) y sensible a Amoxicilina (AMC
30ug), Gentamicina (CN 10ug), Doxiciclina (D 30ug), Florfenicol (FFC 30pg) y Tetraciclina
(TE 30ug). EI método del disco de agar no se realizd con el sobrenadante, sino especificamente
con la cepa lactica.

Los datos obtenidos para Ln UFC/mlI del crecimiento de L. plantarum en la cinética de
fermentacion indican diferencias entre los medios de cultivo (PRO y MRS) (p<0,05) y
diferencias entre los tiempos muestreados para el medio PRO (p<0,05). ElI medio MRS no
mostré diferencias entre los tiempos (p>0,05).

Para el medio MRS, la fase exponencial se alcanza a las 15 horas con 22,44 LN UFC/mL,;
en el medio PRO, la fase exponencial se observa a las 18 horas con 28,48 LN UFC/mL. Los
resultados obtenidos de la cinética de fermentacion se describen a continuacion: tasa de
crecimiento especifico de 0,264 (MRS) y 0,698 (PRO); tiempo de duplicacion celular 2,63
horas (MRS) y 0,993 horas (PRO); numero de generaciones por hora 0,381 (MRS) y 1,007
(PRO); méaxima cosecha 3,73 LN UFC/ml (MRS) y 9,61 LN UFC/ml (PRO), produccién
exponencial de proteinas 2,43 mg/L (MRS) y 4,86 mg/L (PRO) (Figura 2a); acidez 1,32%
(MRS) y 1,75% (PRO) (Figura 2b); pH, 4,07 (MRS) y 3,86 (PRO), con un rango de pH entre
5,84y 3,81 (MRS) y 5,82y 3,74 (PRO) (Figura 2c).

Figura 2

(a) Determinacion de la produccion de proteinas de L. plantarum en medios PRO y MRS.
(b) Determinacion del porcentaje de acidez de L. plantarum en medios PRO y MRS. (c)
Determinacion del pH de L. casei en medios PRO y MRS.
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El crecimiento de L. plantarum a 37°C y 45°C, el analisis estadistico indicé diferencias
entre las temperaturas de 37°C y 45°C (p<0.05). El crecimiento bacteriano se registrd para
diluciones 10°, 10"%°, 101! y 102, con valores entre 1,6 x 101CFU/ml y 3,6 x 10* UFC/mL a
37°C y valores entre 1,6 x 102 UFC/mL y 1,0 x 10" UFC/mL a 45°C. La temperatura 6ptima
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de crecimiento para L. plantarum varia entre 35°C y 40°C y puede tolerar temperaturas entre
2°C y50°C (40,41). La fluctuacion de temperatura en la produccién de cido lactico entre 29°C
y 42°C para L. plantarum se reporta como no significativa (Flores, 2020).

La microencapsulacion presentd los siguientes resultados después de 90 dias de
almacenamiento: 100% de viabilidad; 84,64% de eficiencia; 4,0% de humedad; 99,8% de
solubilidad; 2 minutos con 22 segundos de humectabilidad; 0,617 de actividad de agua; y un
tamano de particula que varia entre 2,1 umy 5,28 um (Figura 3).

Figura 3
Microfotografia electrénica de barrido (SEM) de L. plantarum microencapsulado.

20kV  X4,000  5um

Los resultados tras exponer L. plantarum microencapsulado a condiciones
gastrointestinales recreadas se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1
Crecimiento bacteriano de L. casei microencapsulado Crecimiento bacteriano de L.
plantarum microencapsulado en entornos gastrointestinales recreados.

Continuum

. Discontinuous conventional
conventional

Pancreatin+bile+bilesalt

CEU/mI Lysozyme _ Pepsm+NaC_I+HCI +NaCl+NaOH
10 min 90 min .
150 min
1 16 x 10 133 x 102 n
9.12x 10 UEC/mL UEC/mL 7,58 x 10~ UFC/mL

La produccion de exopolisacaridos de L. plantarum en medio MRS a diferentes
temperaturas y tiempos fue positiva y se determind por la presencia de precipitado en las
muestras evaluadas.

En los ensayos realizados para evaluar la capacidad de adhesion de L. plantarum, se
evalud inicialmente la calidad de los controles negativos (portaobjetos sin células bacterianas)
y positivos (C. jejuni) para verificar la pureza de los portaobjetos y la calidad de los controles
negativos. Asi, los resultados de adhesion de L. plantarum demostraron su capacidad de
adhesion (Figura 4).

Figura 4
Adherencia de L. plantarum a la mucina del medio estomacal porcina-Tipo Il (Sigma-
Aldrich).
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Discusioén

Se han detectado bacterias del género Lactobacillus resistentes a ciprofloxacino,
eritromicina, gentamicina y vancomicina en aislados de productos lacteos como yogur, queso
blanco, queso tulum, cokelek, crema camiz y kéfir, productos lacteos que se recogieron en
varios supermercados de Turquia (Erginkaya et al., 2018). Otros autores aislaron cepas lacticas
de terneros neonatos (de 20 a 25 dias de edad) tomadas del duodeno, el yeyuno y el colon, que,
segun se informo, eran resistentes a la vancomicina y las sulfonamidas (Sanchez et al., 2015).
Los investigadores revelaron que algunas BAL resistentes (L. casei, L. plantarum y L.
helveticus) a la vancomicina y la sulfonamida (Sanchez et al., 2015), la ciprofloxacina, la
tetraciclina y la eritromicina portaban genes cromosdmicos (gyrA, tetM y ermB), que confieren
resistencia a dichos antibioticos, y estos genes de resistencia no son transferibles porque se
encuentran a nivel cromosomico (Flores & Mayo, 2017; Guo et al., 2017). EI microorganismo
no es aceptado por ningun ente regulador para ser utilizado como probi6tico si se demuestra
que existe resistencia exdgena y que es facilmente transmisible (Sanchez et al., 2015; Flores &
Mayo, 2017), ya que algunas cepas de bacterias lacticas podrian transmitir genes de resistencia
antimicrobiana a bacterias patdgenas (May et al., 2020).

En un estudio realizado en Valledupar (Colombia), en el que se aislaron cepas de C. jejuni
de quesos de la costa, éstas expresaron resistencia a la tetraciclina, el cloranfenicol, la penicilina
y la eritromicina (Acosta & Roenes, 2019). Se explica que el gen mecA integrado en el
cromosoma de la cepa resistente a la meticilina es el responsable de esta caracteristica (Schulte
& Munson, 2018). Esta propiedad se ha ido mejorando y multiplicando paulatinamente, por lo
que ha aumentado la infeccion de este microorganismo en la poblacion (Gao et al., 2021). Los
antibiogramas obtenidos en la presente investigacion son similares a los mencionados
anteriormente con algunas excepciones, estas excepciones se deben a que la resistencia a
algunos antibioticos esta determinada por el origen de las cepas evaluadas, tanto lacticas como
patogenas.

La eficacia de L. plantarum en el control de C. jejuni se ha demostrado indicando que la
inhibicion producida por las cepas lacticas responde a diversos mecanismos de supervivencia
de las BAL (Jurado-Gamez et al., 2015). Uno de los mecanismos de inhibicién es el resultado
de los &cidos organicos (&cido lactico y &cido acético), que se basa en la capacidad de la forma
no disociada del acido orgéanico para atravesar la membrana celular y provocar la lisis
(Rajkovic et al., 2010). Ademas, la identificacion de la bacteriocina plantaricina producida por
L. plantarum, que afecta a la biosintesis de proteinas y ADN (Chen et al., 2020). L. plantarum
tiene un efecto inhibitorio significativo sobre C. jejuni, siendo el método del disco de agar el
maés eficaz. Los perfiles de resistencia a los antibiéticos son esenciales para garantizar la
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seguridad de las cepas probioticas. Estos resultados respaldan la posible aplicacion de L.
plantarum como agente probidtico en la prevencion de infecciones por C. jejuni.

Los valores de duplicacion celular reportados en diferentes investigaciones son variables,
14,47 minutos para L. plantarum en medio MRSv (Fajardo et al., 2021), 64,38 minutos y 48,41
minutos para L. gasseri evaluado en medio MRS y PRO (Jurado-Gamez et al., 2016), 0,98
horas y 42,42 min para L. platarum en los medios MRS y PRO (GUzman et al., 2015). En la
determinacion de los pardmetros cinéticos de las bacterias lacticas, los autores registran valores
diferentes referentes a las condiciones de microencapsulacion, periodo de almacenamiento y
envase, ya que pueden interferir en cada uno de los items evaluados.

En torno a una velocidad especifica, L. plantarum evaluada en medios bacterianos MRS
y MSL (melaza, suero de leche y levadura) present6 valores de 0,61pmax (h-1) y 0,56pumax
(h-1), respectivamente (Vera et al., 2021). Ademas, L. casei en medio de cultivo con aloe vera
reportdé 2,7umax (h-1) y 2,9umax (h-1) en medio MRS (32). En un medio de cultivo con
inulina, se registraron valores de 0,79 uméax (h-1) y 0,307 umax (h-1) para las cepas lacticas L.
acidophilus y L. casei, respectivamente (James et al., 2017), que son datos similares a los
obtenidos en este estudio.

Las generaciones por hora y la cosecha maxima son parametros que, al igual que los
mencionados anteriormente, varian en funcion del medio de cultivo, de la cepa bacteriana y de
los factores que intervienen en el crecimiento bacteriano. Asi, se han encontrado 4,62 puntos
de datos para el nimero de generaciones por hora, con una cosecha méxima de 10,3Ln UFC
/150pL (Fajardo et al., 2021).

Se han comunicado datos para la produccion de proteinas y el consumo de azucar para
varias especies lacticas, como sigue: L. gasseri en medios de cultivo MRS y PRO de 0,66mg/L
alas 20 horas y 3,12mg/L a las 16 horas (58), por otro lado, L. plantarum en medios de cultivo
MRSy PRO de 1,61y 1,47 mg/L a las 16 horas (54) para la produccion de proteinas. Ademas,
se registré un consumo de azlcar en los medios MRS y PRO en la fase exponencial de 1,79
mg/L (20 horas) y 2,043 mg/L (16 horas), respectivamente, para L. gasseri (Romero et al.,
2016), y para L. plantarum, un consumo de azucar de 6,98 mg/L en la fase exponencial (11:50
horas) (Fajardo et al., 2021).

Existen informes sobre el porcentaje de &cido lactico en L. platarum evaluado en medio
MRS que oscilan entre 0,17% en cero horas y 0,41% en 24 horas (Sinsajoa et al., 2019). Estos
valores estan lejos de los obtenidos en el estudio; sin embargo, se evidencid el aumento del
acido lactico. Del mismo modo, se considera que para obtener un buen crecimiento bacteriano
en las BAL, el pH tiene que aproximarse a 5,5 y es posible que resistan un pH de alrededor de
2,0 (Fang & Wu, 2020). Se considera que los efectos bacteriostaticos de las BAL estan
relacionados con la produccién de acido lactico y acético, derivados del metabolismo
fermentativo de los carbohidratos; ademas, el pH del medio disminuye como efecto de la
concentracion de acidos organicos, lo que se correlaciona con la inhibicion de microorganismos
patégenos (Kanauchi, 2019).

Cabe senalar que el estudio compara el uso de diversas fuentes de carbono y nitrégeno;
por lo tanto, las variables obtenidas de la cinética de fermentacion se veran afectadas. Las
diversas fuentes de nutrientes influyen en los procesos metabdlicos bacterianos, afectando a la
poblacién de células bacterianas (UFC), la sintesis de bacteriocinas, los exopolisacaridos y la
actividad antimicrobiana (Kunova et al., 2011; Vallejo et al., 2014).

L. plantarum indic6 un péptido equivalente a la cadena VAL-TIR-VAL a una
concentracion de 0,56mg/ml y la deteccion de acido lactico en el sobrenadante, caracterizado
por sus valores medidos de 27,7g/L y 29,62¢/L, similares al valor de 30,21 g/L en sobrenadante
de L. plantarum (Jurado-Gamez et al., 2014). La cantidad de péptidos y aminoacidos
producidos por fermentacion puede verse afectada por diferenciaciones en el marco de los
compuestos del metabolismo proteolitico, donde los requisitos nutricionales, las peptidasas
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intracelulares y sus métodos de regulacion afectan a la liberacion al medio ambiente (Rosales
et al., 2020).

Los investigadores informaron de los siguientes valores de L. plantarum
microencapsulado: 83,3% de viabilidad, 88,4% de eficacia, 7,97% y 5,23% de humedad, 0,4%
de actividad acuosa, 1 min con 56 segundos de humectabilidad, y 96% de solubilidad, y
dimensiones de las microcpsulas de 35,68um y 3,47um (Sinsajoa et al., 2019; Ceron et al.,
2021). Los resultados citados son como los reportados en la presente investigacion y estan
dentro de rangos estables, excepto para la actividad del agua, que a pesar de tener un valor alto
no afectd los resultados de los otros parametros. La interaccion entre la matriz binaria y la
bacteria microencapsulada demuestra estabilidad en la composicion estructural durante un
periodo de almacenamiento de 90 dias.

Los autores evaluaron la microencapsulacion de Bifidobacterium BB-12 mediante secado
por atomizacion utilizando leche desnatada reconstituida, inulina y oligofructosa como
material de pared, los autores observaron que la inulina ejercia un efecto protector sobre las
bifidobacterias en el proceso de encapsulacion y lo explicaron por la posible funcion
termoprotectora que este componente ejercia sobre las bacterias sometidas al procedimiento de
secado (Paim et al., 2016).

En la revision bibliogréafica se encuentran valores proximos a los obtenidos para cepas
de L. platarum con crecimientos entre 2,0 x 10° UFC/150uL y 3,0 x 10* UFC/150pL, y para
L. reuteri microencapsulada, un crecimiento bacteriano igual a 2,2 x 10t UFC/uL (Ceron et
al., 2021) en condiciones como las evaluadas en esta investigacion. Las pruebas realizadas con
BL en la categoria gastrointestinal dependen de la especie animal y de su fisiologia.
Generalmente, las cepas probioticas deben analizarse bajo sistemas simulados del tracto
gastrointestinal para determinar la tolerancia a condiciones similares a las establecidas por el
medio gastrico, como enzimas antimicrobianas (lisozimas), pH bajo y sales biliares (Brodkorb
etal., 2019).

En un estudio, se disefid una nueva bebida funcional simbidtica en polvo con extractos
de pulpa de uva, granada y céscaras de remolacha, L. casei encapsulado (goma de membrillo
y alginato sodico), la tasa de supervivencia probiotica en las bebidas funcionales en polvo que
contenian L. casei libre fue del 42,16%, y aumenté a 86,40% y 87,56% en los polvos que
contenian microcapsulas con aliginato sodico y microcapsulas con probi6tico aliginato sédico-
goma de membrillo, respectivamente. El rendimiento de la produccién (10,95-13,16%), el
porcentaje de humedad (4,94-5,17%), la solubilidad (85,25-88,29%) y la humectabilidad
(21,56-22,12s), junto con la supervivencia bacteriana recomendada de 10%7 UFC/g durante el
periodo de almacenamiento de 60 dias, hicieron de la bebida en polvo un producto simbiotico
funcional (Sultana et al., 2023).

Las BL podian producir EPS, cuya funcion es proteger a las bacterias de factores como
el medio ambiente y las condiciones gastrointestinales (El-Enshasy & Yang, 2021). En la
industria alimentaria se destaca la importancia de las cepas productoras de EPS como polimeros
que mejoran la viscosidad y textura de los productos (Korcz & Varga, 2021) y las
extraordinarias propiedades de los biopolimeros que producen. No entrafian ningun peligro
para la salud, son generalmente reconocidos como seguros (GRAS) y tienen actividad
antioxidante, antibiotica y antitumoral (Mora et al., 2020).

Se han propuesto varias normas para la identificacion de probidticos prometedores, como
la capacidad de adherirse a las células intestinales. Debido a esta capacidad de adherencia, se
puede potenciar la persistencia de las cepas probidticas en el intestino, lo que les permite ejercer
funciones beneficiosas como equilibrar la inmunidad de la mucosa, potenciar la produccién de
citocinas, la secrecion de IgA, la producciéon de sustancias inhibidoras, la fagocitosis, la
maduracion de las células epiteliales intestinales y la absorcion de nutrientes (Alizdeh &
Noshad, 2019).
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Cabe sefialar que la microbiota intestinal esta formada por consorcios de bacterias que
ejercen actividades de defensa relevantes y no estan adheridas al epitelio. En su lugar,
permanecen activas en la luz intestinal, contribuyendo a la eliminacion de residuos y a la
neutralizacion de toxinas y patdgenos. A este respecto, varias investigaciones han indicado que
las cepas de Lactobacillus poseen la capacidad de impedir la adhesion de patdgenos
dificultando su establecimiento mediante la exclusion competitiva, un mecanismo finamente
ajustado que depende tanto de las cepas bacterianas probidticas como de las patdgenas
(Fonseca et al., 2021).

La adhesion celular es un procedimiento polifacético que abarca la interaccion entre la
cepa probidtica y el mucus, lo que afiade complejidad a la interaccién de las fuerzas
electrostaticas y de van der Waals de larga distancia, ademas de otras interacciones a menor
distancia (Alizadeh & Noshad, 2019).

Conclusiones
Lactobacillus plantarum posee las caracteristicas de inhibicién a patdgenos y adhesion al
epitelio intestinal en condiciones in vitro, lo que demuestra su viabilidad como agente
probioticos.
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