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Resumen

El presente estudio evalud el uso de leche entera pasteurizada comercial como alternativa al medio
sintético MRS para el crecimiento de Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus plantarum. El
experimento se llevé a cabo en dos fases. En la Fase |, se comparé el crecimiento microbiano de ambas
cepas en medio MRS y leche entera durante 48 horas de incubacidn a 37 °C, a través del conteo de
unidades formadoras de colonias (UFC) y la medicién del pH. En la Fase I, se analizaron los cambios
en azucares reductores y proteinas en la leche tras la fermentacion con cada cepa.Los resultados
demostraron que tanto L. acidophilus como L. plantarum crecieron eficientemente en leche entera,
alcanzando concentraciones comparables a las obtenidas en MRS. Asimismo, se observd una
disminucién significativa en los niveles de azlcares reductores en leche inoculada, sin alteraciones
estadisticamente significativas en el contenido de proteinas. El descenso de pH evidencié actividad
microbiana activa en ambos medios, aunque fue mdas marcado en MRS. Se concluye que la leche
entera puede ser un medio viable y funcional para el crecimiento de Lactobacillus acidophilus y
plantarum, lo cual abre posibilidades para su aplicacién en el desarrollo y mantenimiento de cepas en
matrices naturales.

Palabras clave: azucares reductores, bacterias acido-lacticas, Lactobacillus acidophilus,

Lactobacillus plantarum, medio MRS, proteinas.



Abstract

This study evaluated the use of commercial pasteurized whole milk as an alternative to synthetic MRS
medium for the growth of Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus plantarum. The experiment was
conducted in two phases. In Phase |, microbial growth of both strains in MRS medium and whole milk
was compared during 48 hours of incubation at 37°C, using colony-forming unit (CFU) counting and
pH measurement. In Phase I, changes in reducing sugars and proteins in milk following fermentation
with each strain were analyzed.
The results demonstrated that both L. acidophilus and L. plantarum grew efficiently in whole milk,
reaching concentrations comparable to those obtained in MRS. A significant decrease in reducing
sugar levels was also observed in inoculated milk, with no statistically significant changes in protein
content. The pH decrease demonstrated active microbial activity in both media, although it was more
pronounced in MRS.It is concluded that whole milk can be a viable and functional medium for the
growth of Lactobacillus acidophilus and plantarum, opening up possibilities for its application in
fermented products and the development of functional foods.

Keywords: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, lactic acid bacteria, MRS

medium, proteins, reducing sugars.



Introduccién

Las bacterias 4acido-lacticas (BAL), particularmente las del género Lactobacillus, son
microorganismos grampositivos, catalasa negativos, anaerobios facultativos y no esporulados, cuya
principal caracteristica metabdlica es la fermentacidon de azlcares, especialmente la glucosa, con
produccién predominante de 4cido lactico (Fernandez, 2022).

El medio MRS (Man, Rogosa y Sharpe) ha sido formulado especificamente para satisfacer las
necesidades nutricionales de las BAL. Esta compuesto peptona de proteosa No 3, extracto de res,
extracto de levadura, dextrosa, polisorbato 80, citrato de amonio, acetato de sodio, sulfato de
magnesio, sulfato de manganeso y fosfato dipotasico (Vazquez-Ortiz et al., 2022). La glucosa actua
como fuente principal de carbono y energia, mientras que, compuestos como el citrato de amonio, el
acetato de sodio y el fosfato dipotdsico ayudan a estabilizar el medio, aportan elementos minerales y
favorecen el crecimiento selectivo al inhibir microorganismos competidores (Santander-Cortés y
Castro-Rosas, 2024). Ademads, el medio contiene sales como sulfato de magnesio y sulfato de
manganeso que actian como cofactores enzimaticos, y un surfactante (Tween 80) que facilita la
absorciéon de nutrientes liposolubles a nivel de membrana celular (Fernandez, 2022).

Por otro lado, la leche entera es una matriz natural que contiene una amplia gama de
nutrientes esenciales para el crecimiento microbiano. Su composicidn incluye lactosa como fuente de
carbono, proteinas como caseina y proteinas del suero que aportan nitréogeno, asi como lipidos,
vitaminas (tanto hidrosolubles como liposolubles) y minerales como calcio, fosforo y magnesio
(Olortegui Broncano y Santos Delgado, 2019). A diferencia del medio MRS, la leche no ha sido
formulada artificialmente para el cultivo microbiano, pero presenta una complejidad nutricional que
puede ser aprovechada por las BAL.

Entre las especies mas estudiadas del género Lactobacillus se encuentran L. acidophilus y L.
plantarum, reconocidas por su capacidad fermentativa, tolerancia a condiciones variables y relevancia

en investigaciones microbioldgicas y funcionales. Lactobacillus acidophilus es una especie



homofermentativa ampliamente utilizada por su habilidad para fermentar lactosa y su potencial
probidtico (Gao et al., 2022). Mientras que Lactobacillus plantarum es heterofermentativo, de
metabolismo flexible, se caracteriza por su capacidad de adaptacidn a diversas matrices y condiciones
ambientales (Krieger-Weber et al., 2020).

Ademas del tipo de medio, es clave evaluar su efecto en el crecimiento y metabolismo de L.
acidophilusy L. plantarum mediante herramientas microbioldgicas y fisicoquimicas. El conteo en placa
permite medir su viabilidad como unidades formadoras de colonias (UFC), mientras que los analisis
de proteinas y azucares reductores reflejan los cambios del medio durante la fermentacion,
complementando la comprensién del metabolismo bacteriano. El analisis proximal complementa la
caracterizacién microbioldgica, ya que permite establecer la relacién entre los cambios fisicoquimicos
del medio y el metabolismo microbiano (Espinoza-Cdrdova et al., 2021).

Por tanto, estudiar a L. acidophilus y L. plantarum en leche y medio MRS permite entender su
adaptacion a entornos con diferente complejidad nutricional y su comportamiento en condiciones
naturales.

La evaluacién de la leche entera como alternativa al medio MRS para el crecimiento de
Lactobacillus spp. constituye una via relevante para profundizar en el estudio del comportamiento
fisiolégico de las BAL en medios de cultivo de diferente naturaleza. Si bien el MRS es un medio sintético
ampliamente utilizado por su eficacia en promover el crecimiento de estas bacterias en condiciones
controladas (Hernandez-Garcia et al., 2019), no reproducen la complejidad y variabilidad de los
entornos naturales donde estas bacterias también se desarrollan.

En este contexto, la leche entera se plantea como una matriz alternativa interesante. A
diferencia del MRS, presenta una organizacion molecular y una disponibilidad de nutrientes menos
accesible, lo que requiere que Lactobacillus spp. active mecanismos especificos para metabolizar los
sustratos disponibles (ifiiguez et al., 2018). Esta diferencia nutricional representa una oportunidad

para observar como estas bacterias se adaptan y mantienen su viabilidad en sistemas naturales.
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Dentro de este género, Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus plantarum se destacan por su
importancia en estudios microbiolégicos debido a su capacidad para crecer en distintas matrices,
fermentar lactosa y tolerar condiciones variables. Ambas especies han sido ampliamente estudiadas,
lo que las convierte en modelos adecuados para evaluar el comportamiento bacteriano frente a la
complejidad de la leche entera en comparacién con un medio definido como el MRS.

Asimismo, la caracterizacidon microbiolégica mediante conteo en placa resulta fundamental
para cuantificar la viabilidad y proliferacion de las bacterias acido-lacticas en los distintos medios de
cultivo. De forma complementaria, los andlisis proximales proporcionan informacion detallada sobre
la composicién quimica del medio, evaluando componentes como proteinas y azucares reductores.
Estos datos son esenciales para comprender cédmo las caracteristicas nutricionales del sustrato
impactan en el comportamiento metabdlico de las BAL durante el proceso fermentativo.

Comparar el crecimiento de Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus plantarum en leche
enteray MRS no solo permite evaluar la eficacia de la leche como medio alternativo, sino que también
aporta informacién valiosa sobre su influencia en el entorno quimico del cultivo. Esto contribuye a
generar conocimiento mas representativo del comportamiento bacteriano en condiciones naturales.
Con base en lo anterior se establecen como objetivos de este estudio:

Comparar el crecimiento de Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus plantarum en leche
entera pasteurizada comercial y en el medio MRS, utilizando como parametros el pH y el recuento
microbiano (log UFC/mL), con el propésito de identificar diferencias en su comportamiento en funcidn
del tipo de sustrato utilizado.

Determinar los cambios en la composicién quimica de la leche entera pasteurizada comercial
tras la inoculacién con Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus plantarum, con el fin de evaluar como
el crecimiento de estas bacterias influye en las propiedades quimicas del medio, en comparacién con

leche entera pasteurizada comercial sin inocular.
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Materiales y Métodos

Ubicacion del Estudio

El estudio se llevd a cabo en el Tecnoldgico de Monterrey, que se encuentra en el estado de
Nuevo Ledn, México. Los métodos de microbiologia se realizaran en el Centro de Biotecnologia
(FEMSA) vy los analisis proximales de la leche entera pasteurizada comercial para determinar su
composicion quimica se trabajaron en El Centro de Investigacién y Desarrollo de Proteinas (CIDPRO).

El proyecto se realizd en dos fases. En la primera fase de la investigacion se desarrollaron los
analisis microbioldgicos. En la segunda fase se hicieron los andlisis proximales de la matriz sin inocular,
y de las matrices inoculadas.
Fase I. Andlisis Microbiolégicos

Para cuantificar la carga microbiana, se emplearon dos cepas especificas: Lactobacillus
acidophilus y L. plantarum. El experimento se llevo a cabo utilizando dos tipos de sustratos: un medio
comercial estandar (Man-Rogosa-Sharpe, MRS), empleado como control, y una matriz alimentaria
natural (leche entera pasteurizada de uso comercial). Las cepas, previamente conservadas por
congelacién, fueron reactivadas en medio MRS el cual es un medio comercial (Ver Anexo 1) en una
proporcién de 1:10 (1 mL de indculo por 10 mL de medio), incubdandose a 37 °C por 24 horas en
incubadora, con pases diarios para asegurar su viabilidad y adaptacion. Un dia antes del experimento,
la propagacion se realizé en matraces Erlenmeyer de 50 mL, empleando una relacién 3:30.

Para la preparacién de diluciones seriadas, se siguié la metodologia establecida en la Norma
Oficial Mexicana NOM-110-SSA1-1994, utilizando agua peptonada compuesta por peptona (1.0 g;
Solbiosa) y cloruro de sodio (8.5 g; JT Baker) disueltos en 1 L de agua destilada estéril, con pH ajustado
a7.0+0.1. La mezcla fue esterilizada en autoclave modelo MLS-3781 (Sanyo Panasonic). Las diluciones
(de 107" a 107°) se prepararon en tubos de ensayo con 4.5 mL de agua peptonada y 0.5 mL de la

muestra.
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El medio sdlido utilizado para el conteo en placa fue Agar Triptona-Extracto de Levadura,
formulado conforme a la NOM-092-SSA1-1994. Se prepard con triptona (5.0 g), extracto de levadura
(2.5 g), dextrosa (1.0 g) y agar (15.0 g) disueltos en 1 L de agua, y se esterilizd6 en autoclave.
Posteriormente, se vertieron 15 mL del medio en cajas Petri estériles y se dejo solidificar. Para la
siembra, se empled la dilucion 1073, inoculando 0.1 mL con micropipeta de 1000 pL y distribuyéndolo
con un hisopo estéril. Las placas fueron incubadas a 37 °C en condiciones anaerdbicas durante 48
horas.

El ensayo incluyd siete tiempos experimentales (To-T7) cada uno replicado tres veces, con
muestreos en To (0 h), T: (1 h), T2 (2 h), T3 (4 h), T4 (6 h), Ts (8 h), Te (10 h) y T7(12 h). Se realizaron tres
repeticiones para cada momento en el tiempo considerando el control (MRS) como para la matriz
alimentaria. En cada intervalo de muestreo, se midié el pH con un potenciémetro Laqua PH1200
(Horiba Scientific), el cual se tomaron tres muestras de 4 mL cada una del matraz Erlenmeyer. Se
realizaron dos ensayos comparativos: uno en medio MRS y otro en leche entera pasteurizada
comercial. La leche entera pasteurizada comercial esta adicionada con (leche entera de Vaca, Vitamina
A,y D, proteina, grasa de Leche y 61 kcal por 100 mL) (Ver Anexo 2).

Ambos sustratos se mantuvieron bajo condiciones controladas para prevenir el crecimiento
de levaduras, con ayuda del control de pH. Tras la incubacion, se realizé el conteo de unidades
formadoras de colonias con un contador de colonias, comparando la adaptacién en ambos sustratos.
Se expresan los resultados en log UFC/mL, con el fin de facilitar la comparacién del crecimiento
microbiano entre medios.

Fase Il. Andlisis Proximales

En el Cuadro 1 se realizd una caracterizacién de la leche entera pasteurizada comercial, tanto

sin inocular como inoculada con Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus plantarum, con el objetivo

de determinar el contenido de azlcares reductores y proteinas. Las mediciones se efectuaron luego
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de una incubacidon de 12 horas a 37 °C, condiciones bajo las cuales se permitié el crecimiento
bacteriano y su interaccién con el medio.

Cuadro 1

Descripcion de los tratamientos aplicados a las muestras de leche para su andlisis proximal.

Tratamiento Descripcion
Control Leche entera pasteurizada comercial sin inocular
T1 Leche entera pasteurizada comercial inoculado con L. acidophilus
T2 Leche entera pasteurizada comercial inoculado con L. plantarum

Azucares Reductores

Para determinar azucares reductores se utilizé el método de DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico).
Primero se elabord una curva de calibracidn, y posteriormente se analizaron las muestras de leche.
Para cada punto de la curva y cada muestra de leche, se tomaron 3 mL y se transfirieron a tubos de
ensayo de 15 mL, afiadiendo posteriormente 1 mL del reactivo DNS. También se preparé un blanco
con 3 mL de agua destilada y 1 mL del reactivo DNS. Los tubos fueron calentados en bafio de agua
hirviendo durante 5 minutos y posteriormente enfriados en agua fria hasta alcanzar temperatura
ambiente (Ver Anexo 3). Finalmente, se midid la absorbancia de cada tubo a 540 nm. Este
procedimiento permitié obtener la curva de calibracion, la cual fue utilizada para calcular la
concentracién de azucares reductores en las muestras de leche, tras aplicar el mismo tratamiento
guimico a dicha matriz.
Proteinas

Para la cuantificacion de proteinas totales en las muestras de leche entera pasteurizada
comercial, se aplicé un tratamiento previo con el fin de eliminar la fraccién lipidica y obtener una
muestra adecuada para el andlisis colorimétrico. En primer lugar, las muestras fueron descongeladas
a temperatura ambiente y posteriormente homogeneizadas mediante agitacion en vortex durante 15

segundos.
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Con el objetivo de desgrasar las muestras, se realizé un preenfriamiento durante 15 minutos
a4 °C, seguido de una centrifugacion a 3000 rpm durante 20 minutos a 2 °C. La capa superior de grasa
formada fue cuidadosamente removida con ayuda de una espatula, puntilla o jeringa.

Para la cuantificacion de proteinas totales, se empled el método de Lowry utilizando el
reactivo Lowry Assay Mix. Este procedimiento fue aplicado tanto para la construccion de la curva de
calibracién, a partir de estdandares de albumina sérica bovina (BSA), como para el analisis de las
muestras de leche.

En cada caso, se afadieron 200 puL del reactivo recién preparado a los pocillos
correspondientes. Posteriormente, se pipetearon 40 uL de cada estdndar de BSA y de cada muestra
de leche en una microplaca de 96 pocillos. La microplaca fue inmediatamente mezclada durante 30
segundos.

Después, se incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente, protegida de la luz con papel
aluminio. A continuacidn, se agregaron 20 pL de la solucidn Folin (Lowry Working Solution) en cada
pocillo, seguido de una nueva mezcla de 30 segundos. Finalmente, la microplaca fue incubada durante
30 minutos adicionales a temperatura ambiente (Ver Anexo 4), siempre cubierta con aluminio, y se
realizo la lectura de absorbancia a 750 nm en un lector de placas.

Disefo Experimental y Analisis Estadistico

Se empledé un Disefio Completamente al Azar (DCA). En la Fase |, se evaluaron dos
tratamientos y dos controles utilizando 12 unidades experimentales (tres repeticiones por
tratamiento), se analizd mediante un ANDEVA mixto. Se aplicé la separaciéon de medias mediante el
método de Duncan, considerando un nivel de significancia del 95% (p < 0.05). Para la Fase Il, se
analizaron dos tratamientos y un control con un total de 9 unidades experimentales (tres repeticiones
por tratamiento), utilizando un ANDEVA de una via con separacion de medias mediante Duncan y un
nivel de significancia del 95% (p < 0.05). Todos los analisis se realizaron utilizando el programa

Statistical Analysis System (SAS, versidn 9.4)



Resultados y Discusion

Esta seccién expone y examina los resultados obtenidos al evaluar el crecimiento de L.
acidophilus y L. plantarum en dos medios diferentes: el medio comercial Man-Rogosa-Sharpe (MRS) y
leche entera pasteurizada comercial. Se incluyen datos de anadlisis microbioldgicos, que abarcan la
evolucion del conteo de colonias y el pH, asi como andlisis proximales enfocados en las variaciones de
la composicion nutricional del medio, especialmente en cuanto al contenido de azucares reductores
y proteinas.

Fase I. Andlisis Microbiolégicos

Durante esta etapa, se analizé el crecimiento de L. acidophilus y L. plantarum a través de la
cuantificacion de unidades formadoras de colonias (UFC) y las variaciones en el pH. Estos parametros
permitieron evaluar la viabilidad y adaptacidn de las cepas tanto en el medio de cultivo MRS como en
la matriz alimentaria representada por la leche entera pasteurizada comercial.

El Cuadro 2 y Cuadro 3 muestra la evolucion del crecimiento de Lactobacillus acidophilus y
Lactobacillus plantarum a lo largo de 48 horas de incubacidn en dos sustratos: el medio de cultivo
Man-Rogosa-Sharpe (MRS), ampliamente utilizado por su formulacién optimizada para bacterias
acido-lacticas, y leche entera pasteurizada comercial, una matriz de interés practico en el contexto
alimentario. Las concentraciones bacterianas, expresadas en log UFC/mL * desviacién estandar,
reflejan un crecimiento sostenido en ambos medios, con diferencias estadisticas significativas tanto
entre tiempos de muestreo como entre tratamientos.

Cuadro 2
Evolucidn del crecimiento de L. acidophilus (log UFC/mL * D.E) en medio MRS y en leche entera

pasteurizada comercial durante el periodo de evaluacion (TO-T7).

Tiempo MRS Lactobacillus acidophilus (Log UFC/mL) =  Leche Lactobacillus acidophilus (Log UFC/mL) £

(h) DE DE
TO 7.15 +0.04 Y2 8.00 +0.02 %
T1 7.22+0.02 8.05 +0.04 %
T2 7.10+0.13 8.26+0.01%
T3 7.52+0.07 " 8.26+0.03 =
T4 7.77 +0.06 ¥¢ 8.35+0.03 &

T5 8.28+0.18 ™ 8.38 + 0.01 %¢
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Tiempo MRS Lactobacillus acidophilus (Log UFC/mL) +  Leche Lactobacillus acidophilus (Log UFC/mL)

(h) DE DE
T6 8.54 £0.08 ' 8.40 £ 0.01 2%
T7 8.60+0.15 Y 8.41+0.01%
V% 1.41 0.32

Nota. D.E.: Desviacién estandar. CV%: Coeficiente de variacién. a-e: Letras minusculas distintas en la misma columna indican diferencias
significativas entre tiempos dentro de un mismo tratamiento(P<0.05). Y-Z: Letras mayusculas distintas en la misma fila indican diferencias

significativas entre tratamientos para un mismo tiempo (P<0.05).

Cuadro 3
Evolucién del crecimiento de L. plantarum (log UFC/mL + D.E) en medio MRS y en leche entera

pasteurizada comercial durante el periodo de evaluacion (TO-T7).

MRS Lactobacillus plantarum (Log Leche Lactobacillus plantarum

Tiempo (h)

UFC/mL) + DE (Log/UFC/mL)+ DE

TO 9.16+0.09 "2 9.22+0.10%
T1 9.95+0.86"™ 9.39+0.01%
T2 9.73+0.28" 9.31+0.01%
T3 9.97+0.12" 9.33+0.02%
T4 9.78+0.06 ™ 9.06+0.09%
T5 9.79+0.11" 9.20+0.05%
T6 10.07 £ 0.04 9.34+0.02%
T7 10.21 £+ 0.04 9.40+0.01%
CV% 3.36 0.55

Nota. D.E.: Desviacidn estandar. CV%: Coeficiente de variacion. a-b: Letras minusculas distintas en la misma columna indican diferencias
significativas entre tiempos dentro de un mismo tratamiento(P<0.05). Y-Z: Letras mayusculas distintas en la misma fila indican diferencias

significativas entre tratamientos para un mismo tiempo (P<0.05).

Para L. acidophilus, se observé un incremento en MRS desde 7.15 + 0.04 hasta 8.60 + 0.15log
UFC/mL, mientras que en leche entera la concentracion pas6 de 8.00 + 0.02 a 8.41+ 0.01 log UFC/mL.
En L. plantarum, los valores en MRS aumentaron de 9.16 + 0.09 a 10.21 + 0.04 log UFC/mL, y en leche
entera de 9.22 + 0.10 a 9.40 + 0.01 log UFC/mL. Para Lactobacillus acidophilus, si se observaron
diferencias significativas entre tiempos en ambos medios, aunque en MRS fueron mds marcadas y
sostenidas que en leche. Por otro lado, Lactobacillus plantarum, en MRS se detectaron diferencias
significativas entre TO-T1 y el resto de los tiempos, mientras que en leche las variaciones fueron

minimas y con diferencias significativas de baja magnitud.
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Comportamiento de Crecimiento de L.acidophilus

En las 48 horas evaluadas, L. acidophilus mostré un incremento mas pronunciado en medio
MRS que en leche entera pasteurizada comercial. En MRS, la poblacién pasé de 7.15 + 0.04 a 8.60 +
0.15 log UFC/mL, equivalente a +1.45 log. En leche, el aumento fue de 8.00 + 0.02 a 8.41 + 0.01 log
UFC/mL, lo que representa solo +0.41 log. El analisis estadistico evidencié diferencias significativas
(p<0.05) en la mayoria de las comparaciones entre tiempos para MRS, mientras que en leche estas
diferencias fueron menos frecuentes y de menor magnitud. Esto confirma que el medio de cultivo
ejerce un efecto determinante en el ritmo de crecimiento.

Esta diferencia en el comportamiento se explica por la composicidon del medio: MRS aporta
glucosa, peptonas y extracto de levadura ricos en vitaminas del grupo B, todos de alta
biodisponibilidad, que reducen el tiempo de adaptacion y aceleran la sintesis de biomasa (Bolivar-
Jacobo et al., 2023). En contraste, la leche requiere que la bacteria hidrolice lactosa mediante B-
galactosidasa y realice protedlisis de caseinas para liberar aminoacidos y péptidos (Esquer-Alvarez et
al., 2023) procesos que implican un costo energético adicional y, por tanto, ralentizan el aumento neto
de células viables. Ademas, la capacidad tampdn de la leche y su matriz coloidal pueden amortiguar
cambios de pH y dispersar las células, favoreciendo la viabilidad, pero no necesariamente la
multiplicacidn rdpida (Widyastutiy Febrisiantosa, 2014). Por ello, aunque en ambos medios se registrd
crecimiento, la magnitud fue significativamente mayor en MRS.

Comportamiento de Crecimiento de L. plantarum

En el caso de L. plantarum, el incremento poblacional también fue mds alto en MRS que en
leche, aunque las diferencias absolutas fueron menores que las observadas para L. acidophilus. En
MRS, la poblacién pasé de 9.16 + 0.09 a 10.21 + 0.04 log UFC/mL, lo que equivale a un aumento de
1.05 log. En leche, el cambio fue minimo, de 9.22 + 0.10 a 9.40 + 0.01 log UFC/mL, equivalente a 0.18
log. Las diferencias significativas entre tiempos fueron mas frecuentes en MRS, reflejando una

multiplicacion constante, mientras que en leche la mayoria de los valores se mantuvieron
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estadisticamente similares, lo que indica un crecimiento muy lento. Este comportamiento se debe a
que L. plantarum es una especie heterofermentativa facultativa con un amplio repertorio enzimatico
que le permite fermentar lactosa, oligosacdridos y carbohidratos derivados de la hidrélisis de
proteinas lacteas (Dan et al., 2019). Ademas, posee una elevada tolerancia al estrés osmético y a las
caidas de pH (Cao et al., 2019) lo que le permite mantenerse viable en condiciones menos favorables
para el crecimiento rédpido. Sin embargo, el incremento observado en leche es reducido.

La presencia de otros microorganismos en la leche puede interferir significativamente en los
resultados de un experimento de crecimiento bacteriano, ya que compiten por los mismos nutrientes,
modifican el pH y pueden producir metabolitos que inhiben o favorecen el desarrollo de determinadas
especies. Por ejemplo, bacterias contaminantes como Pseudomonas spp. y Enterobacteriaceae
pueden degradar proteinasy lipidos, alterando la disponibilidad de sustratos y generando compuestos
gue modifican el ambiente de cultivo (Yuan et al., 2022). Asimismo, levaduras y mohos presentes en
la leche pueden producir acidos organicos o enzimas que aceleran la acidificacion y cambian la
dindmica de crecimiento de bacterias acido-lacticas (Widyastuti y Febrisiantosa, 2014). Estos efectos
no controlados pueden generar variabilidad en la cinética microbiana observada, dificultando la
interpretacién de pardmetros como la velocidad especifica de crecimiento o la produccién de acido
lactico, lo cual resalta la importancia de trabajar con leche estéril o con un control riguroso de la
microbiota inicial.

En términos absolutos, L. acidophilus mostré el mayor incremento en MRS (+1.45 log),
mientras que L. plantarum presentd el menor cambio en leche (+0.18 log). En ambos casos, MRS
resulté significativamente mas favorable para la multiplicacién, lo que se explica por la disponibilidad
inmediata de nutrientes simples y facilmente asimilables, en contraste con la leche, cuya matriz
compleja requiere transformaciones enzimaticas previas para liberar sustratos Utiles. La leche, mas
gue un medio para un aumento rapido actla como un entorno que sostiene la viabilidad celular. Estas

diferencias, respaldadas tanto por el tamafio del incremento como por las comparaciones estadisticas,
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evidencian que la naturaleza y accesibilidad de los nutrientes son factores clave en el comportamiento
de crecimiento observado.

El Cuadro 4 y el Cuadro 5 muestran la evolucion del pH durante la incubacién de Lactobacillus
acidophilus y Lactobacillus plantarum en dos sustratos: el medio MRS, formulado para favorecer el
desarrollo de bacterias acido-lacticas, y leche entera pasteurizada comercial, una matriz alimentaria
de relevancia practica. Los valores de pH, expresados como media * desviacion estandar, evidencian
una disminucién progresiva a lo largo del tiempo en ambos medios, coherente con la produccién de
acido lactico derivada de la fermentacion de carbohidratos. Se detectaron diferencias estadisticas
significativas tanto entre tiempos de muestreo como entre tratamientos, lo que indica que la tasa y
magnitud de la acidificacidn dependen del tipo de sustrato.

Cuadro 4

Comportamiento del pH en medios de cultivo seleccionados durante el crecimiento de Lactobacillus

acidophilus.
Tiempo (h) MRS Lactobacillus acidophilus Leche Lactobacillus acidophilus pH
pH + DE DE
TO 6.02+0.01° 6.73+0.05°
Tl 5.95+0.00° 6.65+£0.04°
T2 5.88+0.01°¢ 6.65+0.10°
T3 5.80+0.01¢ 6.67 £0.08 @
T4 5.51+0.01¢ 6.65 +0.08 ?
T5 6.12+0.01° 6.58 +0.06 *
T6 4.63+0.038 6.45+0.13°
T7 450+0.03" 6.09 +0.09
CV% 0.29 1.25

Nota. D.E.: Desviacidn estandar. CV%: Coeficiente de variacion. a-h: Letras minusculas distintas en la misma columna indican diferencias

significativas (P < 0.05) entre tiempos dentro de un mismo tratamiento.

Cuadro 5
Comportamiento del pH en medios de cultivo seleccionados durante el crecimiento de Lactobacillus

plantarum.

Tiempo (h) MRS Lactobacillus plantarum pH £ DE  Leche Lactobacillus plantarum pHz DE

T0 5.70+0.02° 6.51+0.05°
T1 5.70+0.02° 6.53+0.03°
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Tiempo (h) MRS Lactobacillus plantarum pH = DE  Leche Lactobacillus plantarum pH+ DE

T2 5.58+0.01° 6.48 +0.02°
T3 5.17+0.02°¢ 6.20+0.04°
T4 4.81+0.02¢ 6.23+0.01°
T5 4.19+0.04¢ 5.10+0.03°¢
T6 4.08+0.01f 6.03+0.03 ¢
T7 3.68+0.018 5.85+0.01°¢
CV% 0.40 0.46

Nota. D.E.: Desviacién estdndar. CV%: Coeficiente de variacién. a-g: Letras minusculas distintas en la misma columna indican diferencias

significativas (P < 0.05) entre tiempos dentro de un mismo tratamiento.

En ambos microorganismos se observé una disminucidon progresiva del pH durante la
incubacién, coherente con la produccién de acido lactico propia de las bacterias acido-lacticas (BAL) a
partir de la fermentacién de carbohidratos. Sin embargo, la magnitud, la velocidad de descenso y las
diferencias significativas entre tiempos y medios muestran comportamientos particulares para cada
especie.

En L. acidophilus, la reduccién del pH en MRS fue estadisticamente significativa desde las
primeras horas de incubacion, descendiendo de 6.02 en TO a 5.80 en T3, lo que indica una acidificacién
temprana y sostenida. Posteriormente, la caida se intensificé a partir de T4 (5.51) hasta alcanzar un
valor final de 4.50 en T7, reflejando un metabolismo rapido y constante en el tiempo (Bolivar-Jacobo
et al., 2023). La tendencia también fue significativa, aunque mas gradual: el pH pasé de 6.73 en TO a
6.65 en T1-T4 y continud descendiendo progresivamente hasta 6.09 en T7. En este caso, la mayor
disminucién ocurrié en las etapas finales de incubacién, lo que puede atribuirse a la necesidad de
hidrolizar lactosa mediante B-galactosidasa antes de disponer de monosacaridos fermentables, junto
con el efecto tampdn de proteinas y sales minerales que retardan la acidificacion (Meng et al., 2021).
La capacidad tampdn de las caseinas y sales minerales presentes en la leche contribuyé a moderar la
disminucién en el tiempo, ralentizando la caida del pH (Mega et al., 2020).

En L. plantarum, el andlisis temporal mostrd un descenso significativo en todos los tiempos
evaluados dentro de cada tratamiento. En MRS, los valores bajaron de 5.70 en TO a 5.17 en T3 y

alcanzaron finalmente 3.68 en T7, con un coeficiente de variacion bajo (0.40), lo que evidencia un
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comportamiento homogéneo y estable entre repeticiones. En leche, la acidificacion fue mas lenta al
inicio, con valores estables entre TO y T2 (6.51-6.48), y un descenso progresivo a partir de T4 hasta
alcanzar 5.85 en T7. Esto refleja un patrén mas gradual de acidificacion, relacionado con su
metabolismo heterofermentativo facultativo, que ademas de acido lactico genera compuestos
secundarios como etanol, CO, y otros acidos organicos (Hang et al., 2020).

En conjunto, los resultados confirman que tanto en L. acidophilus como en L. plantarum, la
acidificacion del medio sigue un patrdén progresivo en el tiempo, con descensos significativos de pH
en cada etapa de incubacion. Este comportamiento evidencia la relacidn directa entre el crecimiento
poblacional y la produccién de metabolitos acidos. El analisis debe realizarse Unicamente dentro de
cada matriz, destacando la tendencia temporal, sin establecer comparaciones directas entre leche y
MRS debido a las diferencias iniciales de pH y composicién.

Fase Il. Analisis Proximales

En esta etapa se evaluaron los niveles de azuUcares reductores y proteinas presentes en los
tratamientos, con el propédsito de identificar las modificaciones en la composicién nutricional de la
leche entera pasteurizada comercial derivadas de la actividad metabdlica de Lactobacillus acidophilus
y Lactobacillus plantarum durante el proceso fermentativo. La cuantificaciéon de azlcares reductores
permite inferir el grado de utilizacién de carbohidratos simples como principal fuente energética para
las bacterias acido-lacticas, mientras que el andlisis proteico ofrece indicios sobre la posible sintesis
de biomasa microbiana y la transformacién de los compuestos nitrogenados del medio.

Estos indicadores proporcionan una perspectiva complementaria a los datos microbioldgicos,

ya que permiten valorar la eficiencia de crecimiento y adaptacién de cada cepa al sustrato.

Azucares Reductores
El Cuadro 6 muestra el efecto de la fermentacién lactica sobre los niveles de azucares
reductores en leche entera pasteurizada comercial, después de 12 horas de inoculado el medio (leche)

con L. acidophilus y L. plantarum. Se observa una disminucion significativa (p = 0.003) en el contenido
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de azlcares en ambos tratamientos fermentados en comparacion con la leche sin inocular, lo que
evidencia la capacidad de estas bacterias para metabolizar carbohidratos disponibles en la matriz
lactea.

Aunque ambos tratamientos mostraron diferencias significativas respecto al control, , lo que
sugiere que ambas especies poseen una eficiencia fermentativa similar en cuanto al consumo de
azucares. En la leche, la velocidad de utilizacién de azlcares no solo depende de la capacidad
enzimatica de la cepa, sino también de las propiedades fisicas y quimicas del medio. La lactosa y otros
azucares reductores pueden encontrarse parcialmente asociados a micelas de caseina o interaccionar
con proteinas del suero, lo que limita su disponibilidad inmediata. Ademas, la estructura coloidal y la
viscosidad de la leche restringen la difusion de sustratos hacia la superficie celular, reduciendo la tasa
de transporte y, en consecuencia, la velocidad de metabolizacion (Widyastuti y Febrisiantosa, 2014)
Estas limitaciones explican por qué, a pesar de que ambas especies metabolizan carbohidratos de
forma activa, el consumo y la acidificacion en leche son mds graduales que en un medio sintético como
MRS, donde los azucares estan libres en solucién y las bacterias pueden acceder a ellos rdpidamente.

Resultados similares han sido reportados, que estas restricciones de disponibilidad y
transporte afectan la cinética fermentativa en medios complejos, ralentizando tanto el descenso de
pH como el incremento poblacional en comparacién con sustratos simples (Lacerda et al., 2022).
Asimismo, sefialaron que la velocidad de consumo de azlcares estd estrechamente relacionada con
la tasa de acidificacidon (Taye et al., 2021), lo que coincide con los patrones de descenso de pH
observados en la seccion correspondiente de este estudio. En el presente estudio, la similitud en el
consumo de azucares entre L. acidophilus y L. plantarum sugiere que las caracteristicas de la leche
como medio de cultivo fueron el principal factor modulador del metabolismo de carbohidratos, por

encima de las diferencias fisioldgicas entre especies.
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Proteinas

En cuanto al contenido proteico, los resultados del Cuadro 6 indican que no se observaron
diferencias estadisticamente significativas (p = 0.310) entre los tratamientos, lo que sugiere que la
fermentacion lactica por parte de Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus plantarum no provoco una
modificacién relevante en el porcentaje total de proteinas de la leche durante el periodo de estudio.

La leche sin fermentar presentd un contenido de 32.31 + 0.81g/L, mientras que los
tratamientos con L. acidophilus y L. plantarum mostraron valores de 36.310 + 0.39g/L y 31.83 +
5.65g/L, respectivamente. Aunque se detectd un valor ligeramente mas alto en el tratamiento con L.
acidophilus, la variabilidad dentro de los datos no permitié establecer una diferencia significativa.
Cabe destacar que estos valores representan el contenido total de proteinas, sin distinguir entre
proteinas originales del sustrato y las potencialmente sintetizadas por las bacterias durante la
fermentacion.

Es bien conocido que las bacterias lacticas poseen sistemas proteoliticos que hidrolizan las
proteinas lacteas, particularmente las caseinas, generando péptidos y aminodcidos libres esenciales
para su crecimiento (Zhao et al., 2022). Sin embargo, estos cambios no siempre se reflejan en el
contenido global de proteinas, ya que lo que ocurre principalmente es una transformacién estructural
o funcional, mas que una pérdida neta de materia nitrogenada. Las modificaciones proteicas inducidas
por Lactobacillus spp. son mas evidentes en analisis de fraccionamiento proteico o perfiles de
péptidos, pero no necesariamente en el contenido total (Meng et al., 2021).

Ademds, la presencia de proteinas microbianas producidas durante la proliferacion celular
puede compensar parcialmente la degradacion de las proteinas originales del medio, manteniendo
constante la concentracién global. Esto explicaria la ausencia de diferencias significativas en el
contenido proteico de los tratamientos fermentados. Por lo tanto, lo que sugiere que la fermentacion
con L. acidophilus y L. plantarum no compromete el valor proteico de la leche, manteniéndola como

una fuente rica en compuestos nitrogenados aun después del proceso fermentativo.
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Cuadro 6
Efecto de la fermentacion ldctica sobre los azucares reductores y las proteinas en leche entera

pasteurizada comercial.

Tratamiento % Azucares reductores + DE Proteinas (g/L) + DE
Leche entera pasteurizada comercial 2.49+0.03* 32.31+0.81*
L Lactobacillus acidophilus 1.52+0.20Y 36.31+0.39*
L Lactobacillus plantarum 1.66£0.10Y 31.83+5.65*
CV% 6.20 9.57
Valor p 0.00 0.31

Nota. D.E.: Desviacién estdndar. CV%: Coeficiente de variacidn. x-y: Letras minusculas distintas en la misma columna indican diferencias
significativas (P < 0.05) entre tratamientos. El orden alfabético de las letras representa la magnitud de los valores de mayor a menor dentro

de cada parametro analizado. En este caso, no se evaluaron diferencias a través del tiempo.
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Conclusiones

Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus plantarum presentaron diferencias significativas en
su crecimiento entre el medio MRS y la leche entera pasteurizada comercial. EIl MRS al ser formulada
especificamente para las BAL, favorecié una multiplicacién mas rapida y de mayor magnitud.

La leche a pesar de contener menor disponibilidad inmediata de nutrientes permitié una alta
viabilidad, lo que confirma que es un sustrato que permite el desarrollo de ambas cepas en
condiciones de cultivo controladas.

La fermentacidn de la leche con ambas bacterias provocé una reduccidn significativa en los
azucares reductores, sin afectar de forma significativa el contenido total de proteinas. Esto indica una
actividad metabdlica centrada en el consumo de carbohidratos, con minimas alteraciones en la

fraccion proteica.
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Recomendaciones
Realizar estudios complementarios que evalien los cambios en las proteinas durante la
fermentacion, particularmente en cuanto a su estructura, tamafio y tipo; no obstante no se
observaron variaciones en la concentracidn proteica, es probable que hayan ocurrido modificaciones
estructurales relevantes que podrian influir en la funcionalidad o digestibilidad del producto final.
Incorporar un estudio de vida util y viabilidad bacteriana post-fermentacién, lo que permitiria
valorar el comportamiento de L. acidophilusy L. plantarum durante el almacenamiento en condiciones

reales de aplicacién.
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Anexos
Anexo A

Composicion del medio MRS para cultivo de bacterias dcido-ldcticas.
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Anexo B

Leche entera comercial pasteurizada utilizada como medio de cultivo.

Cremosa Y deliciosa
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Anexo C

Preparacion de tubos con reactivo DNS para la determinacion de aztcares reductores.
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Anexo D

Microplaca utilizada en la prueba de Lowry para determinacion de proteinas.
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Anexo E

Preparacion experimental para el estudio cinético de Lactobacillus plantarum.
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Anexo F

Placa Petri con crecimiento de Lactobacillus acidophilus tras 48 horas de incubacion.
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