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RESUMEN

El objetivo de este trabajo es evaluar la supervivencia de las cepas Lactobacillus plantarum LPBM10 y
Lactobacillus casei ATCC 393, en los sustratos pulpa de uchuva y solucién de glucosa (14% p/p). Se
inocula una concentracién 0.5 (escala McFarland) y se almacena a 4°C durante 15 dias. Los conteos se
realizan a partir de la dilucién 10% en agar MRS, se incuban a 37°C durante 72 horas en condiciones
microaeroéfilas. A los 15 dias se obtienen conteos en pulpa y solucién de glucosa, con promedios para
L. plantarum de 3.23 = 3.35x 10’ y 1.64 = 1.57 x 10’ UFC/mL, y para L. casei de 5.40 = 2.36 x 10y
7.34 = 7.88x 10° UFC/mL, respectivamente. Los resultados indican un buen comportamiento de ambas
cepas en los sustratos, con niveles superiores a 10°, criterio considerado en licteos para definir un alimento
con probidticos. El desarrollo de estos alimentos o sustratos representan alternativas para consumo directo
o en soluciones de impregnacién, permitiendo de este modo el desarrollo de nuevos productos.
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ABSTRACT

The aim of this work is to evaluate the survival of the strains Lactobacillus plantarum LPBM10 and
Lactobacillus casei ATCC 393 in substrates of cape gooseberry pulp and glucose isotonic solution
(14% w/w). A concentration of 0.5 is inoculated (McFarland scale) and it is stored at 4°C during 15
days. The counts were made from the dilution 10® in MRS agar, incubated at 37°C for 72 hours in
microaerobic conditions. After 15 days counts in pulp and glucose solution are obtained, with averages
for L. plantarum 3.23 = 3.35 x 10” and 1.64 + 1.57 x 10 CFU/mL and L. casei of 5.40 = 2.36 x 10" and
7.34 = 7.88 x 10° CFU/mL, respectively. The results show a good performance of both strains in the
substrates, with levels above 10°, approach considered in lacteous to define a food with probiotics. The
development of these foods or substrates, are alternatives for direct consumption or impregnation
solutions. This way allows the development of new products.
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INTRODUCCION

Los probidticos son microorganismos vivos
que causan efectos benéficos al huésped, son re-
sistentes a pH de 2.5 y 0.3%p/v de las sales biliares
(1), capaces de adherirse a las células epiteliales
humanas, colonizar el intestino, producir meta-
bolitos como 4cido lactico, 4cido acético, diacetilo,
peréxidos, péptidos con funcién antimicrobiana y
sustancias anticancerigenas; aumentar la resistencia
a la invasién de bacterias patégenas intestinales, al
presentar propiedades de co-agregacién y adhesion
(2-7); bajar el nivel de colesterol en sangre; reforzar
los mecanismos de defensa natural del cuerpo (8,
9); estimular el crecimiento de microorganismos
benéficos; aligerar la intolerancia a la lactosa y, en
general, disminuir la incidencia, duracién y seve-
ridad de algunas enfermedades intestinales, entre
otros (10-12).

Al grupo de los probiéticos pertenecen diferen-
tes géneros microbianos: Lactococcus, Lactobacillus,
Bifidobacterium, Saccharomyces, Bacillus, Enterococcus,
Pediococcus, Leuconostoc, entre otros (2, 4, 6, 13, 14).
En general, para que el microorganismo se implante
y colonice los enterocitos, es indispensable tener una
dieta rica en sustratos prebidticos, algunos de estos
son de naturaleza lignocelulésica (oligosacaridos,
fructooligosaciridos, fibra, cereales), derivados de
la lactosa (galactooligosacdridos, lactulosa, lactitol),
inulina entre otros (12, 15-20), que en conjunto
ayudan a mejorar los efectos probiéticos. La mayoria
de los alimentos funcionales con microorganismos
probidticos pertenecen a los licteos, principalmente
el yogurt (21-25); por esto se hace necesario ex-
plorar en diferentes sustratos a los que se les pueda
inocular estos microorganismos y asf tener acceso
a los beneficios que proporcionan.

Los Lactobacillus plantarum vy casei se caracteri-
zan por ser microorganismos auxétrofos, porque
no son capaces de sintetizar todos los factores de
crecimiento, como las bases nitrogenadas, aminoa-
cidos y vitaminas del complejo B, requiriendo un
sustrato 4cido; hacen parte de la microbiota de la
leche, la carne, los vegetales, las frutas, los vinos,
las mucosas intestinales y vaginales (11, 26, 27),
de donde toman sus requerimientos nutricionales;
son genéticamente estables, capaces de alcanzar
el intestino humano y multiplicarse sin producir
dafios al huésped (28-30). Estos, para considerarse
probidticos, deben ser viables en el alimento en
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concentraciones de 10°- 10" UFC/mL, durante el
tiempo de vida atil (2, 3, 6, 7, 25, 27).

La cepa nativa utilizada en esta investigacion fue
aislada de repollo fermentado, a la cual le hicieron
pruebas de coloracién (gram), morfologia, espo-
rulacidn, catalasa, bioquimicas, resistencia a pH de
2y concentracién de sales biliares de 0.3%p/v; los
resultados de este trabajo permitieron determinar
que el microorganismo es del genero Lactobacillus,
especie plantarum, y que tiene caracteristicas pro-
bidticas (31)

La uchuva (Physalis peruviana L.) pertenece a
la familia de las Solanaceas y al género Physalis, es
una baya redonda y pequefia cuyo peso varia entre
4y 10 g; se encuentra dentro de un capacho que la
cubre completamente protegiéndola del entorno
durante la etapa de poscosecha. Cuenta ademas con
mis de ochenta variedades (32, 33). En Colombia,
el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural la
considera como una fruta exética promisoria de ex-
portacién. Su fruto es importante por su contenido
de azicar y vitaminas A, B y C; ademds, su aroma
y su sabor sui géneris la hacen de gran aceptacion en
los mercados.

El fruto maduro presenta caracteristicas fisi-
coquimicas, como el pH alrededor de 3.7; sélidos
solubles entre 13-15 °Brix y el % acidez 1.6-2.0. En
el caso de los frutos pintones, el pH estd alrededor
de 3.7; s6lidos solubles entre 9-13 °Brix y el % aci-
dez 2.0-2.1. Es eficaz en el tratamiento de ciertas
afecciones de la garganta, destruye tricocéfalos,
pardsitos intestinales y amebas, es aconsejable en
el tratamiento de la préstata y la pueden consumir
los diabéticos (34).

El objetivo de este trabajo es evaluar la viabili-
dad de crecimiento de la cepa nativa Lactobacillus
plantarum LPBM10 y la cepa comercial Lactobacillus
casei ATCC 393 en pulpa de uchuva y en solucién
isoténica de glucosa.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos y medio de cultivo

Se utilizaron dos cepas de bacterias licticas, el
Lactobacillus plantarum LPBM10, cepa nativa aislada
de repollo fermentado en el laboratorio de Micro-
biologfa Industrial de la Universidad Nacional de
Colombia, Sede Medellin, y el Lactobacillus casei
ATCC 393, de la casa comercial MDM. Ambas
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cepas se activaron en caldo Man, Rogosa y Sharpe
(MRS Sharlou) a 37°C, durante 72 h y bajo condi-
ciones microaerdfilas. Se partié de indculos en fase
exponencial, equivalentes a una concentracién de
0.5 en la escala de McFarland, medidos por espec-
trofotometrfa a una A de 560 nm.

Sustratos

e Pulpa de uchuva (PU): la uchuva ecotipo Co-
lombia, procedente del municipio de la Unién
(Antioquia), fue lavada y desinfectada con hi-
poclorito de sodio (100 ppm); se centrifugd en
un equipo marca Cervall Sangle a 5000 rpm, 10
min a 22°C, se filtré y pasteurizé en un autoclave
(marca Cosolodated Stills & Sterilizers) a 121°C,
4 min y a 4°C por 10 min.

e Solucién isoténica de glucosa (G): se prepard
teniendo como base la actividad de agua (a) de
la uchuva (0.988 £ 0.002), correspondiente a una
concentracién del 14%p/p, la cual se esterilizé
en un autoclave (marca Cosolodated Stills &
Sterilizers) a 121°C durante 15 min.

Proceso de viabilidad

Para cada microorganismo se utilizaron 9 mL de
sustrato/tubo de ensayo para cada tiempo de control
(0, 5, 10 y 15 dias). Cada tubo de ensayo se inocul6
con 1 mL de la solucién 0.5 del patrén McFarland
(150 millones bacterias/mL). Los sustratos inocu-
lados se almacenaron a 4°C y se les realizaron las
pruebas fisicoquimicas y microbiolégicas paralela-
mente durante el almacenamiento. Este proceso se
realizé por triplicado.

Propiedades fisicoquimicas

Se llevaron a cabo pruebas de acidez por titula-
cién con NaOH 0.1N, utilizando como indicador
fenolftaleina (35), determinacién de pH con un po-
tenciémetro Schott CG840B (36), de s6lidos solubles
con un refractémetro Leica auto ABBE (escala 0-32
°Brix) (35) y la densidad utilizando un picnémetro a
20°C (36). Cada valoracién se repiti6 4 veces.
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Recuento en placa (UFC/mL)

Se hicieron diluciones sucesivas hasta 10° con
peptona universal (0.1% p/v) de las muestras inocu-
ladas en proporcién 1:9, luego se aplicé el método
de siembra en profundidad con agar MRS y las
cajas se incubaron a 37°C, por 72 h en condiciones
de anaerobiosis (37). El conteo de células viables
se realiz6 como UFC/100g UF vy el resultado se
expresé en unidades logaritmicas (LogUFC/100 g
UF). El recuento para cada sustrato en los tiempos
de control se realiz6 por triplicado.

Microscopia

El anilisis microestructural se llevé a cabo en un
microscopio electrénico de barrido (SEM), marca
JEOL, referencia JSM 5950 LV. Las muestras de los
sustratos inoculados son ubicadas y distribuidas a lo
largo de un portaobjeto, luego se secan al ambiente,
se recubren con oro y se someten a las condiciones
de operacién del equipo (25 Pa de vacio y 15 kv de
corriente eléctrica). Se tomaron micrografias con
diferentes aumentos para identificar los microor-
ganismos en las estructuras de estudio.

Analisis de datos

Los resultados fueron analizados a partir de ANO-
VA, utilizando el método LSD (minimas diferencias
significativas) como método de comparaciones ml-
tiples, con un nivel de confianza del 95% (o = 0.05).
El anilisis de varianza se efectué con el paquete esta-
distico STATGRAPHICS PLUS versién 5.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion fisicoquimica

Los valores medios con intervalos LSD (95%)
del % de acidez, el pH, °Brix y densidad en pulpa
de uchuva, pulpa de uchuva inoculada con L. casei
y pulpa de uchuva inoculada con L. plantarum, al-
macenados a 4°C durante 15 dias se presentan en
la figura 1.
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Figura 1. Caracteristicas fisicoquimicas de % acidez,
pH, °Brix y densidad en pulpa de uchuva (PU), pulpa
de uchuva inoculada con Lactobacillus casei (PU + L.
casei) 'y Lactobacillus plantarum (PU+ L. plantarum),
durante 15 dias de almacenamiento a 4°C.

Para el % acidez, el ANOVA no reporté di-
ferencias significativas (p>0.05) en la pulpa de
uchuva por efecto del factor tiempo, pero si reportd
(p<0.05) para las pulpas inoculadas con ambos mi-
croorganismos, posiblemente por la incorporacién
del caldo MRS que, al contener sales amortiguado-
ras, afecta directamente la acidez, disminuyéndola;
se observan diferencias significativas por efecto del
tipo de microorganismo (p < 0.05), es decir, la cepa
nativa presenta una fase de adaptacién mds corta
que la de la cepa comercial, aunque con el tiempo
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tienden a comportarse igual. Esta diferencia con-
tribuye a obtener procesos mis cortos y rentables.
El incremento de la acidez se atribuye al desdobla-
miento que producen los microorganismos de los
azucares en 4cido lactico (12, 37).

En cuanto al pH, el ANOVA reporté diferen-
cias significativas (p<0.05) en la pulpa de uchuva
y en las pulpas inoculadas por efecto del factor
tiempo, aunque los rangos de variacién, 3.35-3.55
en la pulpa de uchuva y 3.48-3.64 en las pulpas
inoculadas, son minimos. Se presentan diferencias
significativas (p<0.05) por efecto de la inocu-
lacién, en todos los casos el pH es mayor en las
pulpas inoculadas; durante la fase de adaptacién la
cepa nativa presenta una ligera disminucién en el
pH, lo que se puede interpretar como una mejor
aceptabilidad del sustrato para su crecimiento. Por
otra parte, en las pulpas inoculadas no se encon-
tré una correspondencia entre el pH y la acidez,
lo cual se asocia, por un lado, con las variaciones
propias de la pulpa, y por el otro, con la influencia
de las sales amortiguadoras presentes en el caldo
MRS, que hacen que el pH aumente. La acidez del
caldo MRS, utilizado fue 0.35 % 0.035, el pH de
6.14 £ 0.06 y los °Brix de 6.32 * 0.26.

Para los sélidos solubles (°Brix) y la densidad de
los sustratos, el ANOVA no reporté diferencias sig-
nificativas (p>0.05) en la pulpa de uchuvay la pulpa
inoculada, por efecto del factor tiempo ni por el tipo
de microorganismo. Sin embargo, si hay diferencias
significativas (p<0.05) por efecto de la inoculacién,
la cual se hizo en fase exponencial, lo que conlleva
una disminucién de los carbohidratos presentes,
ya que éstos son la fuente principal de energia para
la reproduccién de los microorganismos (37). Con
el tiempo, el sostenimiento de los sdlidos solubles
se considera mids por el efecto que produce la tem-
peratura de almacenamiento en los lactobacilos al
provocar la fase de latencia. La densidad disminuye,
posiblemente debido a la incorporacién del medio
de cultivo y al desdoblamiento de los azucares en
moléculas més pequeiias, oxidadas y de pesos mo-
leculares menores (38, 39).

Los valores medios con intervalos LSD (95%)
del % de acidez, el pH, °Brix y densidad en solucién
de glucosa, glucosa inoculada con L. casei y glucosa
inoculada con L. plantarum, almacenados a 4°C
durante 15 dfas se presentan en la figura 2.
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Figura 2. Caracteristicas fisicoquimicas del % acidez,
pH, °Brix y densidad en solucién de glucosa (G),
solucién de glucosa inoculada con Lactobacillus casei (G
+ L. casei) y Lactobacillus plantarum (G +L. plantarum),
durante 15 dias de almacenamiento a 4°C.

Para el % acidez, el ANOVA no reporté dife-
rencias significativas (p>0.05) en la solucién de
glucosa por efecto del factor tiempo, pero si las
reportd (p<<0.05) para la solucién de glucosa ino-
culada con ambos microorganismos, posiblemente
por la incorporacién de los microorganismos que
vienen en fase exponencial y empiezan sus procesos
metabdlicos produciendo icido lictico principal-
mente, aumentando la acidez del medio. Se obser-
van diferencias significativas por efecto del tipo de
microorganismo (p<0.05), es decir, la cepa nativa
sigue en su fase de crecimiento, mientras la cepa
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comercial presenta una fase de adaptacién hasta el
5° dfa, y posteriormente la acidez aumenta por el
desdoblamiento que producen los microorganismos
de los aztcares en 4cido lictico (12, 37).

Para el pH, el ANOVA no reporté diferencias
significativas (p>0.05) por efecto del tiempo en las
muestras, pero si las reporté (p<0.05) por efecto de
la inoculacién de los microorganismos, disminu-
yendo el pH al inocular la solucién; esto coincide
con el efecto que produce la acidez, que al aumentar
hace que el pH disminuya, lo cual estd asociado
con los procesos metabdlicos de las cepas, ya que
estos son homo y heterofermentativos, produciendo
principalmente 4cido lictico (6, 29).

Para los sélidos solubles (°Brix), el ANOVA
reporté diferencias significativas (p<0.05) por
efecto del tiempo y de la inoculacién de las cepas,
principalmente asociadas con el consumo de los
carbohidratos de la solucién por parte de los mi-
croorganismos como fuente de energia para realizar
sus procesos metabdlicos (12, 37).

Para la densidad de los sustratos, el ANOVA
no reportd diferencias significativas (p>0,05) por
efecto del factor tiempo ni por el tipo de microorga-
nismo. Sin embargo, si hay diferencias significativas
(p<0.05) por efecto de la inoculacién, la cual dismi-
nuye posiblemente como se comenté anteriormente
al desdoblamiento de los azticares en moléculas de
menor peso molecular (38, 39).

Recuento de microorganismos viables

La figura 3 presenta los valores medios con
intervalos LSD (95%) de la poblacién de micro-
organismos expresados como el Logaritmo de
las Unidades Formadoras de Colonias/mL (log
UFC/mL), durante 15 dias de almacenamiento, a
4°C, en los sustratos pulpa de uchuva y solucién
isoténica de glucosa.

En la pulpa de uchuva, el mayor recuento de
microorganismos viables lo present6 la cepa nativa
L. plantarum, la cual mostré diferencias estadisti-
camente significativas con los tiempos de control
y con una tendencia a crecer en el sustrato, obte-
niendo recuentos en 15 dfas de 9.28 = 0.50 log
UFC/mL; la cepa comercial L. casei no presentd
diferencias significativas con el tiempo, por lo que
se considera una poblacién que se mantiene viable
en fase estacionaria en el sustrato, con recuentos del
orden de 8.69 = 0.62 log UFC/mL a los 15 dias de

almacenamiento.
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Figura 3. Logaritmo de las Unidades Formadoras de Colonias (log UFC/mL) de Lactobacillus casei y Lactobacillus
plantarum en pulpa de uchuva y solucién de glucosa, almacenados a 4°C durante 15 dias.

En la solucién de glucosa 14% p/p, los micro-
organismos observan comportamientos similares
durante los primeros cinco dias con una tendencia
creciente, de igual forma que en la pulpa de uchu-
va. El L. plantarum presenta mayores valores que
el L. casei, con conteos promedio para 15 dias de
9.05 * 0.42 log UFC/mL, sin presentar diferen-
cias estadisticamente significativas en los tiempos;
para el L. casei, no existen diferencias significativas
(p>0.05) con respecto al tiempo de almacena-
miento, presentando recuentos a los 15 dias de
8.67 = 0.41 log UFC/mL. Las diferencias en los
recuentos entre los dos sustratos se deben princi-
palmente a la fase de adaptacién de cada microor-
ganismo en los primeros cinco dfas.

Aunque los sustratos favorecen de manera dis-
tinta a los microorganismos, se obtienen conteos
por encima del criterio identificado para la industria
lictea (1 x 10° UFC/mL). Teniendo en cuenta esto,
se pueden considerar los alimentos desarrollados
como alimentos con probiéticos (40).

Son pocas las investigaciones realizadas en
vegetales inoculados con microorganismos pro-
bidticos, estas hacen referencia a procesos fermen-
tativos, lo cual no ocurre en esta investigacion y
hasta el momento en uchuva no se ha reportado

ningln trabajo. Investigaciones realizadas con L.
plantarum en jugo de col y remolacha fermentados,
almacenados a 4°C, alcanzaron a los 15 dias, po-
blaciones correspondientes a 10.40 + 2.32x 10"y
15.40 + 4.38 x 10" UFC/mL respectivamente;
mientras que el L. casei en col no fue detectado y en
remolacha se obtuvo 71.5 # 7.05x 10" UFC/mL (22,
41). Otra investigacion realizada con L. casei inocu-
lado en caldo MRS con 1% de fibras citricas (fibras
de naranja y limén) y almacenadas durante 15 dias
a 4°C, obtuvieron niveles de crecimiento de 10% y
10° UFC/g (15). Es importante tener en cuenta que
el caldo MRS es un sustrato altamente nutritivo para
los lactobacilos, mientras que los sustratos evaluados
(pulpa y solucién de glucosa) estin garantizando
suficientes nutrientes para su viabilidad, alcanzando
niveles de 9 unidades logaritmicas.

Microscopia

La figura 4 presenta micrografias a 5.000 y
40.000 aumentos, en pulpa de uchuvay solucién de
glucosa 14%, inoculadas con L. casei 'y L. plantarum.
Se observan las bacterias dcido licticas ovaladas de
borde redondo, con tamafos (largo x ancho) pro-
medio de 1.65x 0.60 um (L. casei) y 1.54 x 0.59 um
(L. plantarum).
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Figura 4. Microscopia en pulpa de uchuva y solucién
de glucosa inoculadas con L. casei (a y b) y L. plantarum
(c y d), obtenidas por SEM.
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Las microfotogratias presentadas son coherentes
con otras investigaciones en las cuales se presenta la
morfologfa de ambos microorganismos, las cuales
muestran al Lactobacillus casei (42) y al Lactobacillus
plantarum (43) de igual forma y tamafo que las
referenciadas.

CONCLUSIONES

Los microorganismos L. plantarum y L. casei, de-
mostraron viabilidad en pulpa de uchuvay solucién
de glucosa 14% p/p en las condiciones de almace-
namiento fijadas (4°C, 15 dias). Las cepas fueron
capaces de sobrevivir sin fermentacién previa; en
el caso del L. plantarum, fue capaz de utilizar los
nutrientes y mantenerse viable durante los 15 dias
de almacenamiento, alcanzando poblaciones del
orden de 9 ciclos Log UFC/mL. En el caso del L.
casei, su poblacién fue menor a la de L. plantarum;
sin embargo, los promedios se mantuvieron por
encima de las concentraciones inoculadas.

La pulpa de uchuva inoculada con Lactobacillus
se puede considerar un alimento simbidtico, por las
caracteristicas nutricionales propias de la uchuva
(prebidtico) y las adquiridas con el microorganismo
(probidtico). Con la ingesta de 250 mL pulpa/dia
se pueden alcanzar niveles de L. plantarum de 11.91
ciclos log UFC y de L. casei de 11.13 log UFC. El
consumo permanente de esta pulpa con microor-
ganismos probidticos podria contribuir a mejorar
la salud de la poblacién.

La solucién isoténica de glucosa 14% p/p, es un
buen vehiculo, ya que permite que los microorga-
nismos se mantengan viables en el tiempo vy, por lo
tanto, se puede utilizar como solucién de incorpo-
racién en diferentes matrices alimentarias.
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